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Resumo

O desenvolvimento de solugdes alternativas ao enxerto 6sseo € fundamental para o sucesso da
engenharia de tecido ésseos, baseada na utilizacdo de scaffolds como alternativa para a
substituicdo e regeneracdo 6ssea. Um scaffold é fabricado utilizando materiais biocompativeis de
origem metdlica, cerdmica ou polimérica. Os materiais poliméricos possuem propriedades
mecénicas adequadas, mas baixa bioatividade; os ceramicos embora estruturalmente
semelhantes ao 0sso, resultam habitualmente em scaffolds com baixa resisténcia mecéanica. As
espumas metdlicas surgiram na literatura como uma alternativa viavel. Neste contexto, neste
trabalho testa-se o fabrico de corpos porosos a partir de pdés metdlicos de titanio e de diferentes
agentes poragéneos. O objetivo é obter uma boa relacdo entre comportamento mecanico,
propriedades fisico-quimicas e bioatividade do scaffold, o0 mais semelhantes possivel as do 0sso

trabecular humano.

O procedimento de fabrico consistiu na mistura e homogeneizacao de titanio na forma p6 com um
agente poragéneo. Para este fim testou-se cloreto de sédio (NaCl) e amido de batata, com
diferentes relagdes massicas metal/poragéneo - 30/70, 50/50, 70/30. As foram compactadas,
seguindo-se a eliminagdo do agente poragéneo por dissolu¢cdo em agua destilada para o sal ou
por calcinacdo, respetivamente no caso do cloreto de sédio e do amido. A Ultima etapa de
processamento foi a sinterizacdo dos corpos verdes, testando-se as temperaturas de 800°C,
900°C e 1000°C. Para a compactacdo das amostras foi necessario projetar e fabricar um molde
metdlico. Ap6s o fabrico dos scaffolds, caracterizaram-se as respetivas propriedades fisicas,
guimicas, mecéanicas e de biocompatibilidade de microscopia eletronica de varrimento, ensaio

mecénico de compressao, testes de citotoxicidade.

Os melhores resultados foram obtidos para scaffolds com 30 % em massa de amido de batata,
gue apresentaram propriedades mecanicas semelhantes as do osso trabecular, nomeadamente
modulo de Young de 0.82 GPa e tensdo de carga maxima de 115.18 MPa. Estes scaffolds
apontam para um efeito de crescimento de células animais. No entanto, a partir de 50 % de amido
de batata as amostras perderam integridade estrutural o que inviabilizou o seu fabrico. A utilizacéo
de 30 %, 50 % e 70 % em massa de cloreto de s6dio como agente poragéneo resultou em
scaffolds com integridade estrutural. Os melhores resultados obtiveram-se para 70 % de cloreto
de sddio, resultando em poros de grande dimens&o, com diametro até 3 mm. Os scaffolds com 30
% de cloreto de sodio apresentaram modulo de 0.56 GPa e tensdo de carga méaxima de 18.86
MPa. Todos scaffolds sinterizados apresentaram uma camada exterior de 6xido de titanio e

porosidade.

Palavras-chave: Scaffolds metal/ceramico; Substituicdo 6ssea; POs metalicos; Titanio; Agentes
poragéneos; Porosidade.
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Abstract

The development of alternative solutions to bone grafting is fundamental for the success of bone
tissue engineering, based on the use of scaffolds as an alternative for bone replacement and
regeneration. A scaffold is manufactured using biocompatible materials of metallic, ceramic or
polymeric origin. Polymeric materials have adequate mechanical properties but low bioactivity;
Ceramics, although structurally similar to bone, usually result in scaffolds with low mechanical
strength. Metallic foams have emerged in the literature as a viable alternative. In this context, this
work tests the manufacture of porous bodies from titanium metal powders and different poragen
agents. The objective is to obtain a good relationship between mechanical behavior,
physicochemical properties and bioactivity of the scaffold, as similar as possible to those of human

trabecular bone.

The manufacturing procedure consisted of mixing and homogenizing titanium in powder form with
a poragen agent. For this purpose, sodium chloride (NaCl) and potato starch were tested, with
different metal/poragen mass ratios - 30/70, 50/50, 70/30. The substances were compacted,
followed by the elimination of the poragen agent by dissolution in distilled water for salt or by
calcination, respectively in the case of sodium chloride and starch. The last processing step was
the sintering of the green bodies, testing the temperatures of 800°C, 900°C and 1000°C. For the
compaction of the samples, it was necessary to design and manufacture a metal mold. After the
manufacture of the scaffolds, the respective physical, chemical, mechanical and biocompatibility
properties of scanning electron microscopy, mechanical compression test, and cytotoxicity tests

were characterized.

The best results were obtained for scaffolds with 30 % by weight of potato starch, which showed
mechanical properties similar to those of trabecular bone, namely Young's modulus of 0.82 GPa
and maximum load stress of 115.18 MPa. These scaffolds point to an animal cell growth effect.
However, from 50 % potato starch onwards, the samples lost structural integrity, which made their
manufacture unfeasible. The use of 30 %, 50 % and 70 % by mass of sodium chloride as a
poragen agent resulted in scaffolds with structural integrity. The best results were obtained for 70
% sodium chloride, resulting in large pores, with a diameter of up to 3 mm. The scaffolds with 30 %
sodium chloride had a modulus of 0.56 GPa and a maximum load stress of 18.86 MPa. All sintered

scaffolds had an outer layer of titanium oxide and porosity.

Keywords: Metal/ceramic scaffolds; Bone substitution; Metal powders; Titanium; Space-holders;
Porosity
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1. Introducao

A substituicdo 6ssea tem sido um tema muito investigado em engenharia dos tecidos.
Desenvolver novos materiais biocompativeis com caracteristicas fisico-quimicas e mecéanicas
semelhantes aos do 0sso humano tem sido um dos desafios identificados. E neste Ambito que foi
realizado o presente trabalho como tese de mestrado para a obtencdo do grau de Mestre em
Engenharia Biomédica.

O trabalho trata do fabrico de scaffolds para substituicdo éssea, tendo como objetivo produzir
scaffolds metélicos, com base em p6 de titAnio e agentes poragéneos — cloreto de sodio e amido
de batata, com porosidade projetada, biocompatibilidade e rigidez semelhante ao do osso, para
substituicdo 0ssea. Em paralelo, comparam-se os scaffolds produzidos com agentes poragéneos
diferentes nas mesmas condi¢cbes de fabrico, a fim de perceber e definir os parédmetros

operacionais decisivos para obtencdo das caracteristicas pretendidas.

O trabalho esté dividido em cinco capitulos, comecando pela presente Introducdo (Capitulo 1).
Segue-se a Revisdo Bibliografica, com o enquadramento do tema (Capitulo 2), Materiais e
Métodos, com a descricdo das diferentes técnicas experimentais e equipamentos utilizados ao
longo do trabalho (Capitulo 3). Os Resultados e Discussao de Resultados sdo apresentados em
conjunto, com apresentacdo e andlise dos resultados obtidos ao longo do trabalho e comparagéo
com resultados obtidos por outros autores (Capitulo 4). O dltimo capitulo — Conclusao e Trabalho

Futuro, apresenta as conclusdes a retirar do trabalho e propostas para trabalho futuro.



2. Reviséao Bibliografica
Com este presente capitulo pretende-se fazer um enquadramento ao tema abordado ao longo

deste trabalho. Ou seja, fazer uma revisdo do atual estado da arte, incluindo os principais

materiais e métodos utilizados no fabrico de scaffolds para substituicdo éssea.

2.1. Osso

O osso é um orgdo que serve de suporte vital ao corpo, sendo que o corpo humano possui cerca
de 206 ossos no total. Baseado nas suas caracteristicas morfoldgicas, o 0sso é classificado em
guatro tipos: 0sso plano, 0sso longo, 0sso curto e 0sso irregular. Os o0ssos longos fornecem
suporte estrutural para o sistema motor e apoiam 0 movimento do corpo, enguanto 0S 0SS0S
planos, curtos e irregulares podem preencher e proteger o corpo (como o cranio) e ajudar o corpo
a completar as atividades da vida de forma mais flexivel e eficiente. Estruturalmente o osso é
composto por uma matriz mineral hierarquicamente estruturada e naturalmente otimizada [1]. E
constituido como qualquer tipo de tecido biolégico por células tipicas e rodeadas por uma matriz
extracelular (MEC), com moléculas biologicamente ativas integradas na MEC, ou produzidas pelas
células (Figura 1). O osso possui uma abundancia de vasos sanguineos e nervos gque controlam o
seu metabolismo, crescimento, bem como a sua capacidade de desenvolvimento, reconstrucéo,

reparagao ou regeneracao.
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Figura 1 - Composi¢do do 0sso com a sequéncia do macro ao nano e as principais células que compdem o0 0sso
(adaptado de [2]).

Perivascular cells

O tecido 6sseo € um nanocomposito natural que contém proteinas orgéanicas (principalmente o
colagénio do tipo I), minerais inorganicos (principalmente fosfato de célcio) e multiplos tipos de
células. Com base na sua composicao e estrutura é possivel dividir o osso em dois grandes tipos:
0Sso0 cortical denso ou compacto e 0sso esponjoso ou trabecular. A relagdo entre 0 0sso cortical e

trabecular é, aproximadamente de 80 e 20 % da massa 6ssea, respetivamente, encontrando-se



distribuidos pelas regides externas e internas do 0sso, respetivamente (Figura 1). Do ponto de
vista estrutural, os ossos cortical e trabecular diferem um do outro. Sendo o osso cortical menos
poroso (5 — 30 %) e uma densidade maior (2.1 — 1.8 g/cm?®). J& o osso trabecular é mais poroso
(30 — 90 %) dai a sua designacdo “osso esponjoso” e menos denso (1.4 — 1.0 g/cmd).
Consequentemente do ponto de vista mecéanico apresentam propriedades também diferentes
como a tensdo de cedéncia, 150 MPa e 50 MPa para 0 0sso cortical e trabecular, respetivamente,
e 0 moédulo de Young do osso cortical que varia entre 15 e 30 GPa enquanto para 0 0sso
esponjoso € entre 0.5 e 5 GPa. Ja para a percentagem de carga maxima que podera suportar o
0sso antes de ocorrer uma fratura, esta € de 90 % para 0 0sso cortical e de 50 % para 0 0SS0
trabecular. A combinacdo dos componentes estruturais e o seu arranjo hierarquico confere ao
0sso elevada rigidez e resisténcia, e ao mesmo tempo baixa densidade, tornando-o um material
estrutural ideal para o desempenho das suas fungfes [2, 1]. As propriedades biomecéanicas dos
diferentes tipo de ossos séo bastantes diferentes devido a direta ligagdo com a sua constitui¢cdo e

percentagem de osso cortical e osso trabecular, o que depende da localizacdo e forma do 0sso
[1].

Tabela 1 - Propriedades do osso [1, 3, 4, 5].

Porosidade Densidade Carga Tensao de Médulo de
(%) (g/cm3) maxima cedéncia Young
(%) (MPa) (GPa)
Cortical 5-30 18-21 90 150 15-30
Esponjoso 30-90 1.0-14 50 50 05-5

2.2. Substituicdo Ossea

A qualidade da saude de milhdes de pessoas em todo o mundo encontra-se afetada,
nomeadamente devido a acidentes, lesdes traumaticas, doencas degenerativas, defeitos
congénitos ou remocgdo cirdrgica de tumores e muitas outras doencas como osteoporose e
infecbes. Embora o tecido 6sseo possua capacidade regenerativa natural que é suficiente para a
cicatrizacdo de pequenos danos locais, os defeitos 6sseos e a perda 6ssea que excedem o limite
de tamanho critico (> 2 cm, em fun¢do do local anatémico), requerem intervengdo clinica. A
estrutura hierarquica do 0sso e seus processos naturais de formacdo durante o desenvolvimento
embrionario e a consolidacao de fraturas fornecem inspiragdo para novas abordagens para a

engenharia de tecidos 6sseo [2].

A solucdo mais utilizada na substituicdo 0ssea é o enxerto 6sseo natural, podendo ser autégenos
ou alégenos, indicado para aumentar a velocidade de regeneragdo e orientar o crescimento
0sseo. Um enxerto 6sseo € autégeno quando o dador € o préprio paciente, ou alégeno quando o

paciente recebe o contetdo 6sseo de um banco de tecidos. Infelizmente, varias limitacdes destes




enxertos (comorbilidades, infecdes, rejeicdes), bem como a elevada relacdo entre a procura e a

oferta de 6rgdos transplantaveis, constituem um grande obstaculo [6].

E neste sentido que surge a producdo de enxertos 0sseo sintéticos, que em funcido das suas
composicdes deverdo ser biocompativeis e fornecer estrutura 3D, apoiando a adeséao celular e 0

crescimento do tecido 6sseo, bem como a sua regeneracao [6].

Na regeneracao 6ssea, os diferentes tipos de materiais que tém sido utilizados séo os ceramicos,

0s polimeros naturais e sintéticos, os compadsitos, os hidrogéis ou os metais e as suas ligas.

Os biocerdmicos (incluem ceramicos bioativos cristalinos e vidros bioativos amorfos) sao
candidatos a biomateriais, dada a sua semelhanca as fases inorganicas (hidroxiapatite e outros
fosfatos de calcio) da MEC 6ssea. No entanto apresentam uma resisténcia a fratura que pode ser

insuficiente para substituicdo 6ssea.

Os polimeros podem ser sintéticos ou derivados de fontes naturais como o colagénio,
assemelham-se as fases organicas (colagénio) da MEC 6ssea, no entanto apresentam baixas
propriedades mecéanicas (por exemplo, rigidez), potencial imunogenicidade, variabilidade entre

lotes e alguns produzem produtos de degradacao indesejaveis ou acidos.

Os metais biodegradaveis e nanomateriais a base de carbono também séo utilizados, devido
ao seu desempenho mecéanico superior. Podem ser desenvolvidos biomateriais para engenharia
de tecido 6sseo que promovam a estimulacdo bioguimica, mecénica ou piezoelétrica de cascatas
de sinalizacdo do desenvolvimento (também denominada engenharia do desenvolvimento). No
entanto apresentam uma alta taxa de corroséo, requerem processamento em alta temperatura,

possuem uma biodegradabilidade limitada e potencial citotoxicidade.

2.3. Scaffolds

Para reparar tecidos e érgaos danificados, a engenharia de tecidos utiliza atualmente estruturas
de suportes artificiais chamadas de scaffolds que servem como suporte para fixacdo celular e
producdo de matriz mineralizada. Podem ser, transportadores de culturas celulares e tém como
objetivo cumprir temporariamente o papel da MEC no tecido em formacdo e controlar o
crescimento celular [2, 7]. Eles podem ser utilizados em duas circunstancias diferentes,
nomeadamente como regeneracao in vivo — fornecendo suporte a estrutura celular e restauracéo
da funcao através do recrutamento celular de tecidos circundantes e como regeneracao ex vivo de
um novo tecido a partir de células semeadas. As suas propriedades estruturais dependem da sua
geometria externa, porosidade, interconectividade dos poros, tamanho do poro individual e area
superficial. S&o principalmente utilizados como suporte para tecido 6sseo, cartilagem, ligamentos,
pele, vasos sanguineos, nervos e musculos. Também séo utilizados como transportadores para a
entrega controlada de farmacos e proteinas [7]. Atualmente a maioria sdo produzidos utilizando
materiais biodegradaveis, como ceradmicos ou por uma variedade de polimeros sintéticos ou
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naturais. Estes scaffolds irdo resultar em estruturas porosas que fornecem suporte estrutural e
modelo tridimensional para regeneracgéo de tecidos e que permitem a desintegracdo gradual apos
formacgéo de novo tecido ou 6rgéo. Existem varios tipos disponiveis para o uso clinico, tais como,

scaffolds porosos, hidrogéis, de microesferas e estruturas fibrosas [8, 7].

Na engenharia de tecido 6sseo, sd0 essenciais para a reconstrucdo da arquitetura de tecido
poroso, scaffolds porosos com porosidade apropriada com poros de dimensdo e interconexao
adequados, que subsequentemente criam um ambiente que promove infiltracao celular, migracéo,
vasculariza¢do durante o desenvolvimento do tecido ésseo, transporte de nutrientes e oxigénio e
eliminacdo de residuos enquanto suportam cargas externas [8]. A porosidade € uma caracteristica
estrutural importante, que pode influenciar substancialmente o comportamento do scaffold e suas
propriedades mecéanicas, fisicas, quimicas e biolégicas [9]. A porosidade € dada pela
percentagem da relacdo entre o volume dos poros de um material e do seu volume total,
permitindo assim definir se o material é capaz ou ndo de absorver fluidos e permitir a sua
circulacdo, desempenhando também um papel fundamental na sua capacidade em permitir a

revascularizagéo.

O nivel de porosidade num material com a mesma composi¢cdo quimica basica pode determinar
se estes sdo compativeis com células, tecidos ou 6rgdos. O aumento na porosidade de certos
materiais também leva a uma diminuicdo do médulo de elasticidade aproximando-os do valor do
modulo do osso natural. De um ponto de vista biol6gico, a porosidade em biomateriais, como
polimeros ou produtos biolégicos, demonstrou ser critica para a integracao adequada do tecido,
aceitacdo do implante e biofuncionalidade geral, independentemente do tecido ou érgao alvo [9].
Uma elevada porosidade contribui para uma facil osteointegracdo. Em geral, o aumento da
porosidade, € mais propicio ao crescimento de células entre os tecidos. Os materiais porosos
podem ser classificados em trés tipos com base no tamanho/didmetro dos poros: macroporoso (>

50 nm), mesoporoso (2 — 50 nm) e microporoso (< 2 nm) [10].

2.3.1. Fabrico de scaffolds
Além do papel fundamental do tipo de material e da estratégia de sintese na determinacdo das
propriedades dos biomateriais, a tecnologia de fabrico pode ditar uma ampla gama de
propriedades dos biomateriais, desde morfologicas (por exemplo, arquitetura de poros) até fisico-
guimicas (como degradacao), mecéanico (como modulo compressivo) e bioldgico (como infiltracédo
celular). A escolha da técnica de fabrico depende da forma e arquitetura exigidas do biomaterial,
bem como de fatores que influenciam o processamento do material, como a sua temperatura de

fuséo e a solubilidade [2].

As técnicas de fabrico de scaffolds s&o dividas em métodos convencionais e de prototipagem
rapida (Figura 2). Para a obtencdo de scaffolds para adeséo celular as técnicas convencionais
demonstram ser mais eficientes. Técnicas como o Eletrospinning, Freeze-drying, solvente
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casting/particulate leaching (SCPL), thermally induced phase separation (TIPS) e space-holder
sdo alguns exemplos de métodos convencionais. Estes métodos podem produzir scaffolds com
elevada inter-conetividade, porosidade e homogeneidade da dimensdo dos poros, bem como a
imitacdo da MEC. Através da alteracdo de diferentes pardmetros especificos do processo, a
natureza da porosidade projetada, a porosidade total, a dimensdo dos poros, a distribuicdo e a

forma do poro podem ser influenciados, mas néo controlados com precisdo em todo o scaffold [9].

Métodos de fabrico de
scaffolds

Método de prototipagem
Métodos Convencionais rapida
Electrofiagdo ' ( Free-drying ) Ggente Poragénea ( Impressdo 3D Bio-impressdo

Solvent Induqﬁo
C“Sf";gez;:;:“l“‘e térmica/Separagio de Compactagdo/Sinterizacdo) [ Estereolitografia Melt electrowriting
fase

Figura 2 - Métodos de fabrico de scaffolds, com técnicas mais aplicadas e etapas principais de cada técnica.
Atualmente a maioria dos scaffolds porosos existente apresentam uma baixa resisténcia
mecanica. Isto é, embora a elevada porosidade possa proporcionar espago para o crescimento
0sseo, 0 que favorece a fixacdo do implante, com o aumento da porosidade, a resisténcia
mecanica da estrutura porosa diminuira [1, 3]. Desta forma é importante controlar a porosidade
dentro de uma certa gama. Uma das solucbes é o gradiente de porosidade — elevado na
superficie e menor (ou zero porosidade) no nicleo, que pode ser obtido na tecnologia de pds [3].
Tendo com vantagens mais significativas o baixo custo, melhor controle e a capacidade de
producédo de formas quase finais [11]. Com a tecnologia de pos a dimensao, o formato, o volume e
a distribuicdo desejados dos poros podem ser alcangados usando um agente poragéneo
adequado. Especialmente na producdo de scaffolds de titdnio a sua viabilidade para este fim é
bem conhecida, assim como a relativa facilidade de remoc¢é&o do agente poragéneo durante etapas
anteriores a sinterizagdo. Na verdade, a maior parte dos agentes poragéneos sao completamente
evaporados em baixas temperaturas ou sdo removidas por um processo de dissolugéo,

geralmente em agua [12]. Além disso, estes agentes podem proteger o titanio e as suas ligas da
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contaminacédo excessiva devido as baixas temperaturas de aplicabilidade com o método de space-
holder [4]. Atualmente a metalurgia de pos tornou-se um meio amplamente utilizado e econémico
de fabricar pecas com menos desperdicio de material. Ao produzir pecas com formato quase final,
poucas operacfes de acabamento sdo necessarias, 0 que leva assim a quantidades relativamente

pequenas de residuos [13].

2.3.2. Materiais em metalurgia de pos
Os materiais metalicos sdo usados pois sdo conhecidos como Uteis tanto para implantes de
fixacao interna, como para implantes de suporte de carga devido as suas elevadas propriedades
mecanicas e capacidade de suportar cargas fisioldgicas. Sendo esses implantes, usados para
fixacdo estrutural e preenchimento. Uma das técnicas de fabrico de scaffolds utilizada em

metalurgia de p6s é a space-holder.

Em metalurgia de pés, os agentes poragéneos sao cruciais, eles controlam as propriedades do
produto final, como o formato, tamanho e porosidade do scaffold. Em geral, existem dois tipos de
agentes poragéneos: 0s que podem ser removidos termicamente e os que sao dissolvidos e
removidos por um solvente [11]. No fabrico de espumas de titAnio, podem utilizar-se diversos

agentes — por exemplo amido de tapioca, sacarose, magnésio ou cloreto de sodio (Tabela 2).

Tabela 2 — Tipicos agentes poragéneos em espumas de titanio e suas ligas (adaptado de [11]).

P6 Metélico Agente poragéneo Método de remogéao
Titanio Magnésio Térmico
Titanio Carbamida Térmico

Ti-6Al-4V Carbamida Térmico
Ti-6Al-4V Magnésio Térmico
TiNi NaF Solvente
TiNi NacCl Solvente

Em biomédica o titanio e suas ligas, embora materiais ndo degradaveis, sdo os biomateriais mais
amplamente investigados e tém sido largamente utilizados, especialmente em préteses,
dispositivos cardiovasculares e para fixacdo de fraturas [3]. Isto resulta da elevada
biocompatibilidade, gracas a pelicula de 6xido de titdnio que se forma apds corrosdo, superior aos
acos inoxidaveis, por exemplo [3]. Devido as suas altas propriedades mecanicas, eles séo
frequentemente usados em locais de suporte de carga, como defeitos de tibias [13]. A elevada
biocompatibilidade e o biomimetismo resultam da presenca inerente de uma camada de titanio
(TiO2) que se forma por oxidagdo do metal exposto em condicbes normais de pressdo e
temperatura. Este filme é antibacteriano, com a vantagem adicional aumentar a osteointegracao,
caracteristicas essenciais em implantes. As suas propriedades de biocompatibilidade e mecanicas

(Tabela 3) - sdo semelhantes as do osso natural, (m6dulo de compresséo entre 5 e 35 GPa e
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resisténcia a compressao entre 50 e 325 MPa). As desvantagens do titdnio como biomaterial
estdo relacionadas com a baixa ductilidade quando esta presente na sua forma (Ti). O titanio e
ligas de titanio colocadas em meio biolégico podem também libertar ides metdlicos, por corroséo
ou desgaste, 0 que pode levar a perda de tecido biolégico e, com a sua atuacdo podem gerar
stress-shielding [14].

Tabela 3 - Propriedades do titanio [3, 4].

Modulo de elasticidade Tensédo de cedéncia Densidade
(MPa) (MPa) (g/cm?)
Titanio 60 — 100 250 — 1200 45
Ti6Al4V - Poroso 5.13-20.3 40.23-171.86 1.59-2.61

No processamento de titanio pela via dos pds sdo principalmente utilizadas duas técnicas: o
processo de dissolugdo por sinterizacdo (SDP) e processo de dissolugdo e sinterizagdo por
dissolugdo (DSP) sdo adotados para preparar amostras porosas. O SDP € uma técnica que
consiste em sinterizar primeiro as amostras e em seguida dissolve-las e é utilizada para fabricar
estruturas de células abertas [10]. Inversamente o DSP consiste em dissolver primeiro o

poragéneo e em seguida sinterizar a amostra.

O cloreto de sddio (NaCl) como agente poragéneo destaca-se devido ao baixo custo, rapida
dissolucdo em agua, corrosao reduzida do metal durante a dissolugdo quando € operada em
baixas temperaturas, assim como a baixa toxicidade do contetdo residual, no entanto em metais

torna-se nocivo [12].

Os amidos de varias proveniéncias (arroz, batata, milho, entre outros) sdo também utilizados
como agente poragéneo devido a suas caracteristicas quimicas e estruturais. O amido é um
polimero organico amigo do ambiente que pode ser facilmente gueimado quando atingidas
elevadas temperaturas, as suas particulas esféricas sdo adequadas para a formacao de espumas.

O amido é um produto barato e disponivel no mercado [11].




3. Materiais e Métodos

Neste capitulo descrevem-se as técnicas experimentais e equipamentos utilizados ao longo do

trabalho (Figura 3), incluindo caracterizacdo dos reagentes e materiais, projeto do molde,

obtencao de scaffolds pela técnica do space-holder e caracterizagdo dos produtos obtidos.

CARACTERIZAGAO

NacCl

AGENTE

PORAGENEO m

AMIDO

FORMULAGAO
DAS MISTURAS

HOMOGENEIZACAQ
DAS MISTURAS

COMPACTAGAO

REMOCAO DO
AGENTE
PORAGENEO

SINTERIZAGAO

CORPOS
SINTERIZADOS

ENSAIOS DE

BIOCOMPATIBILIDADE ENSAIOS MECANICOS

MORFOLOGIA

Figura 3 - Fluxograma do procedimento experimental com as suas diferentes etapas.



3.1. Materiais e Reagentes

Para a preparacéo das misturas utilizou-se titanio na forma de pé (Thermo Fisher Scientific) como
matriz metélica do scaffold e NaCl (Lidl& Cia.) e amido de batata (PanReac AppliChem) como

agentes poragéneos (Tabela 4).

Tabela 4 — Propriedades dos reagentes utilizados.

. Tamanho
. Formula M Impurezas Densidade . ~
Material Limica (g/mol) (%) (g/cm3) de particula Observacodes
q g ’ J (d50, pm)
Metal inflamével
Titanio Ti 47.87 <05 4.507 44
Sal grosso de
qualidade
Cloreto de )
) NaCl 58.44 na 2.16 na alimentar,  solavel
Sadio .
em agua
(CeH1005)n
Amido de Solauvel em agua
162.14 0.7 1.7 na
batata

HO..  HO.
0 0
KOH 5 AOH
o 0-H
HO OH OH
.

3.2 Procedimento Experimental

O presente subcapitulo ir4 seguir a cronologia apresentada na Figura 3.

3.2.1. Concecéo do molde

O fabrico dos scaffolds a partir de pds exigiu o fabrico de um molde (matriz e puncao), para

compactacdo de corpos em verde. Um molde de 40 mm de altura e pungdo com 10 mm de

didmetro foram desenhados num software de CAD (Computer-Aided Design), o SolidWorks

(Figura 4). Com base nos desenhos técnicos produzidos, o molde foi fabricado nas oficinas gerais

do Instituto Superior Técnico, por torneamento em aco inoxidavel 304L. O molde permite o fabrico

de pastilhas de p6 com diferentes alturas, por introdug&o de diferentes quantidades de material.
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Figura 4 — Desenho do molde em Solidworks CAD.

3.2.2. Definicdo dos parametros de fabrico de scaffolds
Para o fabrico dos scaffolds, foi necessario definir varios parametros, incluindo a percentagem de
titdnio versus do agente poragéneo, a dimensdo de poro desejada, a temperatura de calcinagéo, e
a temperatura de sinterizacdo (Tabela 5). Utilizou-se o método Design of Experiments com 3
niveis (selecionados a partir de dados reportados na literatura) e 2 varidveis percentagem de
poros (30, 50 e 70 %) e temperatura de sinterizagdo (800, 900 e 1000 °C). Obtiveram-se 9

diferentes amostras a produzir, para cada tipo de agente poragéneo utilizado (Tabela 5).

Tabela 5 - Combinacdes dos pardmetros de fabrico e nomenclatura das amostras ao longo do trabalho.

Porosidade (%) ;i;g?;;a;;;?og pggggt:eo Nomenclatura

NaCl S30_T800
30 800 Amido de batata A30_T800
30 900 AmidoNSf Ibatata igg:lggg
30 1000 AmidoNt;:l: :)atata igg:ﬁggg
50 800 Amidol\ljeC Ibatata ii%_—::gg
50 900 AmidoN;f Ibatata igg:lggg
50 1000 AmidoN(?: Ibatata igg:iiggg
70 800 AmidoN(?: Ibatata izg:Iggg
70 900 Amidol\lc?eC Ibatata i;g:lggg
70 1000 Amidol\lc?eC Ibatata i;g:ﬁggg
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3.2.3. Producao de corpos em verde
Calcularam-se as quantidades de materiais necessarios para produzir scaffolds com 10 mm de
diametro e 5 mm de altura, ou seja, para produzir amostras com volume aproximado de 0.3927
cm? (Tabela 6).

Tabela 6 Quantidade de reagente utilizada para produzir corpos com 10mm de didametro e 5 mm de altura.

Concentracéo (vol%) Massa (g)
Porosidade ) cﬁggg;‘zo Ti NaCl  Amido Ti NaCl+Ti Amido+Ti
30 30 70 0.254 0.177 1.239 1.493 1.416
50 50 50 0.424 0.295 0.885 1.309 1.18
70 70 30 0.594 0.412 0.531 1.125 0.943

As misturas foram produzidas utilizando as quantidades apresentadas na Tabela 6. O NaCl foi
peneirado através de 1 crivo com 2 mm. As particulas com dimensédo superior 2 mm foram
rejeitadas. As composicdes em estudo foram obtidas por mistura manual e homogeneizacdo dos

pos selecionados, na quantidade indicada na Tabela 6.

As misturas obtidas foram colocadas dentro do molde e, compactadas sob presséo controlada
(Figura 5). As amostras foram comprimidas uniaxialmente numa maquina de ensaios mecéanicos
(SHIMADZU, AG-IS tipo SPL) com capacidade maxima de carga de 10 kN. As amostras foram
sujeitas uma pressdao maxima de 130 MPa e aplicada a uma velocidade de 5 mm/min. Apés

compactacao, o corpo em verde foi extraido.

Figura 5 — Compactacédo de uma mistura na maquina universal de ensaios mecanicos AG-IS da SHIMADZU.

3.2.4. Remocao do agente poragéneo
A remocdo do agente poragéneo NaCl efetuou-se por imersdo em solvente, no caso agua

destilada. Utilizaram-se dois ciclos de dissolug&o, consistindo em permanéncia em agua destilada
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a uma temperatura entre 50 — 60 °C (FALC Instruments modelo F60 do ano 2002) durante 4 h

sem agitagao (Figura 6).

Figura 6 — Corpos verdes com NacCl; A) 1° ciclo e B) 2° ciclo de dissolu¢cdo em agua destilada.

Aplicou-se o mesmo procedimento as amostras com amido. Houve perda total de integridade
estrutural, com as amostras colapsando na agua. Por esse motivo, a eliminacdo de amido apenas

foi abordada por sinterizacgéo.

3.2.5. Sinterizacéo
A densificagdo das amostras com eliminagdo do poragéneo foi testada a 800, 900 e 1000 °C, num

forno de camara TermoLab, MLM12-12L com controlador Eurotherm EPC 3016.

Estudou-se a influencia da temperatura de sinterizagdo no comportamento posterior do scaffold.
No caso das amostras com amido, o ciclo térmico incluiu também um patamar de calcinacdo para
eliminacdo do poragéneo. O ciclo térmico completo consistiu em um aquecimento a 5 °C/min até
500 °C com permanéncia de 2 h a essa temperatura (calcinacéo), seguido por um aquecimento a
10 °C/min até a temperatura de sinterizacao (800, 900 ou 1000 °C), com permanéncia de 2 h
(Figura 7). Os valores de temperatura de calcinacdo do amido [15, 16] e a temperatura de
sinterizacdo [11, 12] selecionaram-se com base na literatura. O arrefecimento das amostras

ocorreu dentro do forno.

1200

Sinterizagdo

1000

remogdo do
agente amido -
calcinagdo

Temperatura (°C)

1] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 i1
Tempo (Horas)

Figura 7 — Ciclo de sinterizagao; representacgdo grafica uma temperatura de sinterizagdo de 1200°C.
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3.3. Caracterizacao dos corpos sinterizados

Os corpos em verde e os scaffolds sinterizados foram caracterizados quanto ao valor de

densidade/ porosidade, fases presentes e propriedades mecanicas e biologicas.

3.3.1. Caracterizacao quimica e morfologica
Os materiais de partida e os scaffolds produzidos foram caracterizados por microscopia eletrénica
de varrimento (SEM) de modo a obter informacdes sobre a topografia da superficie e composicéo
guimica dos mesmos. A observacao por SEM (Thermo Scientific Phenom ProX) foi efetuada no
laborat6rio de microscopia do Instituto Superior Técnico — Microlab. Utilizaram-se ampliacdes de
200, 500, 1000 e 2000 para obter imagens em eletrdes secundarios e em eletrées retrofundidos
(contraste quimico). Efetuou-se microandlise quimica elementar das amostras através do sistema
de espectroscopia por dispersdo de energia (EDS) incorporado no microscopio. Utilizou-se o
software ImageJ na analise das imagens de SEM obtidas, permitindo calcular o tamanho de
particula dos agentes poragéneos e o diametro dos poros. Registou-se as caracteristicas como a
massa, o diametro e a altura das amostras. Estes valores foram utilizados para o célculo da

densidade/ porosidade das amostras.

3.3.2. Ensaios mecéanicos
Os ensaios mecéanicos foram realizados com objetivo principal de conhecer as propriedades
mecénicas dos materiais, como o madulo de elasticidade e a resisténcia a compressao. Para este
trabalho, apenas foram realizados ensaios de compressao obtendo-se o0 médulo de elasticidade e
a tensao de carga maxima dos diferentes corpos sinterizados. Aplicou-se uma carga uniaxial de
compressao com uma velocidade de 1 mm/min até a rotura dos mesmos, obtendo-se assim a
curva de tensdo-extensdo dos corpos sinterizados. Os ensaios foram realizados na maquina de

ensaios universal atras referida (no ponto 3.2.3).

3.3.3. Ensaios de biocompatibilidade
Avaliou-se a biocompatibilidade dos scaffolds produzidos através de ensaios de citotoxicidade, por

analise do efeito dos scaffolds a viabilidade celular.

O ensaio de citotoxicidade esta divido em 5 etapas. A primeira etapa abrange o crescimento das
células. Na segunda etapa, em simultaneo com a primeira, os scaffolds foram imersos em meio de
cultura. Na terceira etapa, as células sdo colocadas no meio que esteve em contacto com 0s
scaffolds. A quarta etapa consiste no ensaio colorimétrico MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazdlio brometo)). A etapa final envolve o tratamento de dados.

Nos ensaios utilizaram-se células animais, fibroblastos L929, com origem no pulméo de rato. As
células estavam crio-preservadas em solu¢cdo composta por 70 % de meio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM), 25 % de soro fetal de bovino (SFB) e 5 % de dimetilsulfoxido (DMSO),
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conservadas a -80 °C. Previamente a utilizacdo, as células foram descongeladas a 37 °C em

banho de agua no equipamento MICROM SB80.

As células foram primeiro lavadas com uma solucédo tampao de fosfatado de Dubelcco (DPBS)
para remover as proteinas tipicas do SBF. Em seguida, acrescentaram-se 1.25 ml de tripsina as
células para quebrar as ligacdes peptidicas entre as células e o frasco T. Deixou-se atuar na
incubadora de CO; da BLINDER (CB150) a 37°C por 3 min. Apdés verificacdo da total
desagregacdo das células adicionaram-se 2.5 ml de meio para inibir a acdo de degradacdo da
tripsina, que poderia matar as células. O conjunto foi centrifugado a 1700 rpm durante 10 min,
apos o que o sobrenadante foi removido e sdlido foi colocado em suspensdo em 1 ml de meio
completo. As células foram entdo semeadas em varios frascos de T25 e colocadas na incubadora

de COg, sofrendo quatro passagens com uma periodicidade aproximada de 48 h.

Na segunda etapa, foram escolhidos e limpos 3 scaffolds representativos - 0s que apresentaram
propriedades mecéanicas mais adequadas. ApoOs limpeza mediu-se e registou-se as massas dos
scaffolds. Determinou-se o volume de meio necessario para uma completa imersdo dos scaffolds.
As amostras colocadas em tubos falcon e esterilizadas em autoclave (Uniclave 88 da AJC) a 120
°C. Apos esterilizacdo, adicionaram-se 3 ml de meio completo a cada tubo (Figura 8), mantendo-
se em incubadora de CO,. Os tubos foram agitados diariamente para promover a

homogeneizagédo do meio.

Figura 8 - Tubos Falcon com amostras em meio completo.

Apos 4 dias, os scaffolds foram retirados dos tubos Falcon e o meio presente em cada tubo foi
pipetado para uma placa de 96 pocos (90 pl por pogo). Foram também pipetados 10 ul de células
cultivadas em cada poco (As células cultivadas foram previamente contadas pelo método de
exclusdo do azul de tripano e foi contabilizada uma quantidade de 10000 células por cada 10 pl).
Os meios foram pipetados horizontalmente e as células verticalmente de a fim de diminuir a

probabilidade de erros. O ensaio consiste em octuplicados (8 pogos) para cada amostra (Ti,
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A30_T1000 e S30_T1000) e 12 pogos de controlo. A placa foi deixada na estufa a 37°C. Apés 24

h, a placa foi retirada da estufa para se proceder ao ensaio MTT.

Optou-se pela realizagdo do ensaio colorimétrico MTT para a avaliagdo da proliferacdo celular
com base na atividade metabdlica. O MTT é um substrato amarelo-pélido que é clivado por
células vivas para produzir um cromofero formazan azul-escuro, cuja intensidade € diretamente
proporcional ao nimero de células vivas na cultura [17]. Este processo requer mitocdndrias ativas,
sendo que as células mortas (mesmo que recentemente) ndo clivam quantidades significativas de
MTT. Para a preparagao dos reagentes foi seguido o procedimento indicado pelo fornecedor do kit
de MTT — Upstate®, Chemincon® and Linco®, apds 0 que se iniciou o ensaio colorimétrico. Em
cada poco, o meio velho foi retirado e substituido por 100 pl de meio novo e 10 pl de solucéo de
MTT seguindo-se da incubacdo da placa em estufa a 37 °C durante 4 h para que ocorra a
clivagem do MTT (Figura 9A). Apos 4h foram adicionados 100 pl de isopropanol (com 0.04 N HCI)

a cada poco para interromper a clivagem do reagente inicial (Figura 9B).

A placa foi levada ao leitor Synergy 2 da BioTeK. Foram medidas as absorbancias nas placas

ELISA a 570 nm (comprimento de teste) e 630 nm (referéncia) de comprimento de onda.

Os valores de absorbancia foram normalizados, fazendo o racio entre a absorbancia a 570 nm e
630 nm. Fez-se andlise estatistica, normalizando o valor do racio para cada um dos pocos em
relacdo ao valor médio do racio para os pocos de controlo. Durante a andlise estatistica, foram
retiradas as anomalias nomeadamente os valores lidos dos pocos que se encontravam nas
extremidades da placa (apresentam maior probabilidade de erro) e os extremos (outliers) de cada

conjunto de resultados.
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Figura 9 - Placas com os pocos A) Apoés a adicéo da solugdo de MTT; B) Apos a adicéo da solucao isopropanol.
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4. Resultados e Discussao

Neste capitulo, apresentam-se os resultados obtidos ao longo do trabalho e a sua analise e

discussao.

4.1. Caracterizacao dos materiais de partida

Os materiais de partida foram caracterizados por microscopia eletréncia de varrimento.

4.1.1. Agentes poragéneos
A Figura 10, mostra as particulas de amido de batata utilizadas. As particulas apresentam uma

superficie suave e arredondada, com geometria ndo uniforme, variando entre esferas e particulas

equaxiais.

Figura 10 — Imagens em eletrdes secundarios das particulas de amido de batata. A) vista geral; B) detalhe mostrando a
variabilidade na forma e dimens&o das particulas.

A dimensao das particulas foi medida através do software ImageJ, a partir de pelo menos 5
imagens de SEM e admitindo que todas as particulas sdo aproximadamente esféricas. Os
resultados apresentam-se na Tabela 7. A dimensédo das particulas de amida varia entre 14 um e

88 pum, com tamanho mediano (dso) de 26 pm.

Tabela 7 — Distribuicdo de tamanho de particulas no amido de batata e no NaCl utilizados.

Amido de batata (um) NaCl (um)
dio 14 . N 13 . ~
Desvio Padrao Desvio Padrao
dso 26 17 66.5 64
doo 30.5 133

A microandlise quimica por EDS de amido de batata confirmou a presenca de carbono e oxigénio
na razéo molar de 1.8 (Tabela 8). Este valor € mais elevado do que esperado de acordo com a
férmula quimica do amido (C/O = 1.2), uma vez que o carbono inevitavelmente presente na

camara do microscépio é também quantificado.

17




Tabela 8 - Composicao quimica elementar dos agentes poragéneos (percentagem molar).

Composicéo (mol%) Amido de batata NaCl
C 64 -
Cl - 48
Na - 33
o 36 10
Si - 2

A figura 11 mostra as particulas de NaCl utilizadas, que sédo poliedros (na sua maior parte tém
forma aproximadamente paralelepipédica) com superficie irregular. A dimensao das particulas de
cloreto de sédio estd compreendida entre 13 um e o maior de 249 um, com dso = 66.5 um (Tabela
7) Relativamente aos elementos quimicos presentes (Tabela 8), além de sodio e cloro foram

também identificados oxigénio e silicio. Este sdo provavelmente contaminantes provenientes da

agua, ja que sedimentos de SiO, sdo abundantes em aguas salgadas [18].

Figura 11 — Particulas de NaCl. A) Imagem de baixa ampliagdo em eletr6es secundarios B) detalhe da superficie das
particulas (eletrées retrofundidos).

4.1.2. Particulas do Titanio
O p6 comercial de titanio utilizado é constituido por particulas poliédricas angulosas e irregulares
(Figura 12). A dimensdo das particulas varia entre a gama submicrométrica (sendo estas
aproximadamente esféricas) e micrométrica; aparentemente a maior parte das particulas tem
dimensédo compreendida entre 40 e 55 um, em boa concordancia com a informacao do fornecedor
de dso = 44 um (Tabela 4).

Figura 12 — Particulas de titanio metalico. A) vista geral mostrando particulas angulosas com elevada disperséo de
tamanho; B) detalhe mostrando particulas submicrométricas.
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4.2. Scaffolds com amido como poragéneo

4.2.1. Corpos verdes
A compactacdo de misturas Ti+Amido (nas varias propor¢des testadas) por compressao com
forca de 5 kN resultou em corpos com resisténcia mecéanica insuficiente para resistirem ao
manuseamento. Assim, foi necessario utilizar uma forca de 10 kN para produzir corpos verdes

manuseaveis (Figura 13).

Figura 13 - Corpos verdes com amido com diferentes ratio Poragéneo/Titanio; A) 70/30 B) 30/70 C) 50/50.

4.2.2. Corpos sinterizados
Os corpos verdes foram colocados simultaneamente no forno para um ciclo a temperatura de
sinterizagcdo de 800 °C (Figura 14A). No final do ciclo térmico obteve-se 0s corpos presente na
figura 14B. Este resultado permitiu perceber os sistemas que resultam em corpos com integridade
estrutural. As amostras com amido 50 % e 70 % resultaram numa porosidade que desencadeou o

colapso das amostras.

Figura 14 — Ciclo térmico com temperatura de sinterizagdo de 800°C. Amostras A) antes do ciclo; B) apds o ciclo.

Na sequéncia destes resultados, todos os estudos posteriores incidiram apenas sobre 0s sistemas
de amostras com 30 % de amido e todas amostras de sal (30, 50 e 70 %).
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Figura 15 — Scaffolds porosos produzidos por eliminacdo de amido de batata; A) A30_T800; C) A30_T900.

De acordo com os resultados obtidos, a producdo de scaffolds com matriz de titanio € possivel
com a utilizacdo de amido de batata com poragéneo para criar 30 vol% de poros. Aparentemente,
em scaffolds com a mesma concentra¢do de amido a integridade do scaffold aumenta (Figura 15A
e 15B).

Figura 16 — Scaffolds porosos produzidos pela eliminagédo de amido; A) A30_T800, imagem em eletrdes retrofundidos;
B) A30_T1000 imagem em eletrdes retrofundidos; C) Ti sinterizado grdos metalicas retidos D) A30_T800, poros
nanométricos/submilimétricos assinalados pelas setas.

Os resultados de microandlise elementar dos scaffolds produzidos mostram a presenca de um
carbono residual em todos os scaffolds porosos (A30_T800 e A30_T1000) confirmando que a
maioria do agente poragéneo foi queimado. A analise das microestruturas obtidas sugere também
gue a estrutura porosa desenvolvida nos scaffolds é interconectada (Figura 16A e 16B). A figura
16B aponta para uma maior libertacdo de gases a medida que aumentou a temperatura, devido a
reacdo dos residuos de carbono com o oxigénio presente na camara aberta. Como referido por X
Liu et al., durante a decomposicdo dos amidos numa atmosfera ndo inerte, existe uma etapa

designada por glowing combustion, durante a qual gases simples séo produzidos (CO e CO) [19].
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O scaffold A30_T1000 (Figura 16C), j& ndo apresenta poros de dimensédo significativa, mas sim
particulas de titanio que, por efeito da sinterizagdo, acabam por coalescer, ficando os poros
retidos no interior dos grdos metdlicos. As diferengas de niveis de cinzento (Figura 16A) esta
relacionado com a densidade do elemento quimico presente na imagem, quanto maior for a

densidade do composto mais clara sera a imagem.

As micrografias obtidas foram utilizadas para avaliagdo da porosidade em cada amostra, por
analise de imagem com o software ImageJ. A figura 17 mostra a distribuicdo de tamanho de poro
em amostras A30_T800.
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Figura 17 - Distribuicdo do diametro dos poros da amostra A30_T800.
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A figura 17 distribuicdo de tamanho de poro entre a gama micrométrica e nanométrica é continua
nas amostras A30_T800. Os poros identificados resultam da eliminacdo do agente poragéneo [4].
Esta distribuicdo sugere ainda a presenca de outro tipo de poros, com dimensdo na gama
nanométrica/submicrométrica (Figura 16D, setas). A producdo de pequenos poros tem sido
descrita como um resultado da reacdo dos residuos de carbono com o oxigénio da camara
provocando a libertagdo de alguns gases [19]. Obtiveram-se graficos semelhantes a Figura 17
para as outras amostras analisada; os resultados resumem-se na Tabela 9. O didmetro maximo
dos poros é ligeiramente superior ao diametro maximo dos gréos de amido medido, isto deve-se a
aglomeracéao de particulas de amido num mesmo local. Com o aumento da temperatura, verifica-
se um aumento do nimero de pequenos poros (dso = 23 um). Este aumento é devido a libertagédo
de gases, mencionado acima, que provoca a produgdo de pequenos poros (de 2 um) e de poros
que ficam retidos nos grédos metalicos sinterizados. Confirma-se que, quanto maior a temperatura

de sinterizacdo, menor a dimensao maxima identificada.

Tabela 9 - Caracteristicas dos poros de A30_T800 e A30_T1000.

dso(um) dméximo(}.lm) dminimo(um)
A30_T800 31.5 94 8
A30_T1000 23 89 2
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A figura 18 descreve o comportamento mecanico das amostras a compressao, através das curvas

tensdo-extensédo representativas.
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Figura 18 - Comportamento mecéanico das diferentes amostras obtidos através dos ensaios.

Os graficos de barra da figura 19 indicam o aumento do valor da tensdo maxima (Omaxima) (69.1
MPa) para o dobro (115.18 MPa), quando se compara as amostras de A30_T800 e A30_T1000.a
0 moédulo de elasticidade triplica, de 283.46 MPa para 825.12 MPa. As amostras A30_T900,
apresentam um decaimento a nivel de ambas as propriedades mecanicas. Em concordancia com
a andlise quimica feita durante a SEM, a presenca de elementos como o carbono e o oxigénio nos
scaffolds, que sdo conhecidos como estabilizadores da fase a do titanio, leva a uma reagdo com o
tithnio durante a sinterizacdo. A partir dos 800°C, o carbono e o oxigénio reagiram com o titanio
estabilizando-o na sua fase a [20], o que leva a propriedades mecéanicas mais elevadas como o
moédulo de Young de 283.46 MPa e a tens@o de carga méaxima de 69.1 MPa. Em controverso, as
amostras A30_T900, resultantes da estabilizagdo da fase a+f ou B [20], apresentaram
propriedades mecanicas inferiores (214.87 MPa e 9.69 MPa, para o0 médulo de Young e a tenséo
de carga maxima, respetivamente). Os scaffolds A30_T1000 apresentam maior médulo de Young
(825.12 MPa), ou seja, maior rigidez e maior resisténcia mecanica (Ocarga maxima = 115.18 MPa)
devido a sinterizacdo das particulas metélicas de Ti que se observaram nas imagens de SEM
(Figura 16C).
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Para este conjunto de amostras, o valor maximo obtido de modulo de elasticidade (825.12 MPa)
encontra-se na gama de valores do osso trabecular 500-5000 MPa [5]. Por outro lado, para a
tensdo de carga maxima, o valor maximo obtido (115.18 MPa) é superior a gama de valores do
0sso trabecular 2-12 MPa [5] e encontra-se na gama de valores do osso cortical 100-230 MPa

[5].

As amostras A30_T1000 apresentam maior resisténcia mecanica e maior rigidez em relacédo as
outras amostras. Em comparacdo com os scaffolds produzidos por A. Mansourighastri et al. [11]
sinterizados no vacuo a 1200 °C, onde foram obtidos scaffolds com médulo de Young entre 1.6 e
3.7 GPa, os scaffolds produzidos no presente trabalho apresentam menor rigidez. Este resultado
fica a dever-se a temperatura de sinterizacdo que foi mais baixa, apesar da pressdo de
compactacdo (130 MPa) ser mais elevada relativamente ao trabalho realizado pelo A.
Mansourighasri et al. (120 MPa) [11]. Sendo assim, a temperatura e o ambiente de sinterizagéo

revelam ser fatores determinantes para as propriedades mecanicas.

Propriedades Mecanicas
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Figura 19 - Variagdo das propriedades mecéanicas dos scaffolds de amido em fungdo da temperatura de sinterizagéo.

Em todas as temperaturas de sinterizacdo (800, 900 e 1000 °C) os scaffolds porosos
apresentaram valores de densidade inferior aos valores de densidade dos scaffolds de titanio

produzidos nas mesmas condicdes (ver Tabela 10).

A amostra A30_T800 obteve uma densidade de 1.9 g/cm®, dentro da gama de valores de
densidade do osso cortical (1.8 — 2.1 g/cm?). Por outro lado, as amostras A30_T900 e A30_T1000
apresentaram densidades superior & gama de valores de densidade do 0sso cortical e esponjoso,
com valores de 2.5 g/cm?® e 2.6 g/cm?, respetivamente.
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Tabela 10 — Comparacéo entre os diferentes valores de densidades dos scaffolds porosos fabricados a partir da
eliminacédo do amido.

Amostra Densidade (g/cms3)

Osso Cortical [1.8-2.1]

Osso Esponjoso [1.0-1.4]
A30_T800 1.9
Ti_T800 2.8
A30_T900 25
Ti_T900 2.9
A30_T1000 2.6
Ti_T1000 2.6

Os resultados que foram obtidos dos ensaios de biocompatibilidade apds tratamento por analise
estatistica estdo representados na Figura 20. Estes resultados apontam para uma resposta de
crescimento celular para as células com o scaffold A30_T1000 relativamente ao controlo e as

culturas com titdnio. E um decrescimento da viabilidade celular com o scaffold S30_T21000.

130
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Figura 20 - Média da viabilidade celular medida das amostras.

A significancia dos resultados é reduzida devido a elevada dispersao dos valores (ver Tabela 11),
nomeadamente para o controlo e o scaffold de titanio. A dispersao dos resultados podera ter sido
desencadeada por varios fatores, como por exemplo o relativamente reduzido nimero de pogos
utilizados para representar cada tipo de scaffold que podera ndo ter sido suficiente para
identificacdo de possiveis outliers (resultantes de erros sistematicos durante a realizacdo do

procedimento).
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Tabela 11 — Descri¢éo estatistica dos resultados de cada amostra

Viabilidade Celular

Desvio Distancia Interquartil
A30_T1000 10.43 24.76
S30_T1000 15.29 13.22
Ti 17.49 32.13
Controlo 15.61 20.47

Para se obter dados com maior significancia seria ideal realizar ensaios com multiplos scaffolds de
cada composicdo e mais pogos por scaffold. Para além disso, garantir que a area superficial dos
scaffolds € similar, seria importante para se evitar mais uma fonte de erro. Realizar outros ensaios
(com outros meios de cultura) poderia também aumentar o nivel de confiangca nos resultados, bem
como ter periodos diferentes (para além do periodo Unico de 4 dias) de imersao dos scaffolds em

meio.

4.3. Scaffolds com NaCl como poragéneo

4.3.1. Corpos verdes
A compactacéo de misturas com Ti+NaCl (nas varias proporc¢des testadas) por compressao a uma
forca de 10 kN resultou em corpos com resisténcia mecéanica suficiente para resistir ao
manuseamento (Figura 21B). Apds os dois ciclos de imersdo para a dissolugdo do cloreto de
sédio, as amostras apresentaram poros abertos de dimens&o consideravel (Figura 21B e 21C).
Aparentemente, confirma-se que a introducdo de maior percentagem de NaCl (70 %) resultou
apos dissolugcdo em mais poros (Figura 21B) do que a introdugéo de 30 % de NaCl (Figura 21C).

Figura 21 - Corpos verdes com NaCl; A) antes da dissolug&o; B) apos dissolu¢do em agua 70 % de NaCl; C) 30 % de
NaCl.
25



4.3.2. Corpos sinterizados
Os corpos verdes porosos (isto €, apds dissolugdo do NaCl introduzido para criacdo de poros)
foram sinterizados a 800, 900 e 1000 °C. Em todos os casos o0s scaffolds resultantes mantiveram
a integridade (Figura 22), ndo ocorrendo colapso da estrutura ap6s remocdo do agente

poragéneo.

10 mm o

Figura 22 — Scaffolds porosos produzidos por eliminacéo de NaCl; A) S30_T800; B) S30_T900; C) S50_T800; D)
S50_T900; E) S30_T800; F) S70_T900.

De acordo com os resultados obtidos, a produgdo de scaffolds com matriz de titanio € possivel
com a utilizacdo de NaCl como agente poragéneo para cria 30, 50 e 70 vol% de poros.
Aparentemente, em scaffolds com a mesma concentragdo de NaCl a quantidade e dimens&o dos
poros diminui com o aumento da temperatura (por exemplo, figuras 22A e 22B). Em scaffolds
sinterizados a mesma temperatura a quantidade e dimens&do dos poros aumenta com a

guantidade de NacCl (figuras 22D e 22F por exemplo).
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Figura 23 - Scaffolds porosos produzidos pela eliminacdo de NaCl em eletrées secundarios; A) S30_T800, com
residuos de cloreto de sédio B) S30_T900, interconectividade de poros; C) S30_T1000, visdo melhor dos poros
submilimétricos; D) S30_T1000, poros milimétricos.

Os resultados de microandlise elementar dos scaffolds produzidos mostram a presenca de uma
concentracdo em cloro e de sédio inferior 0.2 mol%, na amostra S30_T800 confirmando que a
maioria do agente poragéneo foi removido.

As micrografias obtidas foram utilizadas para avaliagdo da porosidade em cada amostra, por

andlise de imagem com o software ImageJ. A figura 24 mostra a distribuicdo de tamanho de poro
em amostras S30_T1000.

Diametro)

Figura 24 - Distribui¢cdo do didmetro dos poros da amostra S30_T1000.

A figura 24, identifica a presenca de poros com didmetro na escala de tamanho milimétrico a

micrométrico (entre 3.05 mm e 1 um, Figura 23D) nas amostras S30_T1000 resultante da
eliminacdo do agente poragéneo [4].
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A producéo de pequenos poros tem sido descrita como um resultado da reagdo dos residuos de
NaCl com o Ti e O, durante a sinterizacdo, provocando a libertacdo de volateis incluindo Cl,
Na.Cl, [21]. Obtiveram-se gréficos semelhantes a Figura 24 para as outras amostras analisada; os
resultados resumem-se na Tabela 12. O valor de dso € semelhante para todas as amostras, cerca
de 11-12 um. Confirma-se que, quanto maior a temperatura de sinterizacdo, maior a dimenséao
maxima identificada.

Tabela 12 — Distribuicdo de tamanho de poros em scaffolds processados com 30 vol% NacCl.

dso(um) dmaximo(UM) dminimo(m)
S30_T800 12 146 1
S30_T900 11 723 2
S30_T1000 12 3049 5

A figura 25 descreve o comportamento mecanico das amostras a compressao, através das curvas
tensdo-extensao representativas.

Os resultados apresentados na figura 26 indicam que o valor de Omaxima diminui com o0 aumento da
temperatura, ou seja, resisténcia mecanica das amostras diminui com o aumento da temperatura.
Inversamente, o0 médulo de elasticidade com o aumento da temperatura variou de forma
crescente, indicando o aumento de rigidez das amostras. O valor maximo obtido para o modulo de
elasticidade — 563.13 MPa) encontra-se na gama de valores do 0sso trabecular (500 — 5000 MPa).
O valor maximo da tensdao maxima (24.39 MPa) encontra-se acima da gama de valores de tenséo
de maxima correspondente ao 0sso trabecular (2 — 12 MPa): os scaffolds produzidos apresentam
uma rigidez compativel a do osso trabecular; a resisténcia a compressao superior, 0 que pode
levar a stress shielding.
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Figura 25 - Comportamento mecanico a compressao das diferentes produzidas.
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Propriedades Mecanicas
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m S30 Tensao de Carga Maxima (MPa) = S30 Modulo de Elasticidade (MPa)

Figura 26 — Propriedades mecéanicas de scaffolds com concentracdo igual de NaCl em fungdo da temperatura de
sinterizagéo.

A figura 27 mostra que o modulo de elasticidade diminuiu a medida que aumenta a percentagem
de agente poragéneo (NaCl), isto porque aumenta a propor¢cdo de fase porosa [12] em
comparagcdo com a matriz metalica. A variacdo da tensdo méxima foi semelhante & do médulo de
elasticidade. O valor do modulo de elasticidade da amostra S30_T800 (316.34 MPa) quase triplica
0 do médulo da amostra S70_T800 (121.33 MPa). A Omaxima fOi 5 vezes superior para as amostras
S30_T800 em relagéo as amostras S70_T800 (24.39 MPa e 4.07 MPa, respetivamente).

Propriedades Mecanicas

350 316.34
300

250

208.51

200
150

121.33

100

50 24.39

10.27 4.07

S30 S50 S70

mT800 Tensao de Carga Maxima (MPa) mT800 Modulo de Elasticidade (MPa)

Figura 27 - Variacéo das propriedades mecanicas dos scaffolds de NaCl produzidos a 800 °C em fungéo da porosidade.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 13, os valores de densidades dos scaffolds
porosos séo inferiores aos valores de densidades de scaffolds de titdnio produzidos nas mesmas
condicbes, na excecdo da amostra S50_T1000, cujo valor da massa da amostra inclui a massa do

refratario que tinha reagido com a amostra, resultando em uma densidade superior (3.1 g/cm?3).
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A uma temperatura de sinterizacdo de 800 °C, a amostra S70_T800 apresentou uma densidade
de 1.3 g/cm® que se encontra na gama de valores do 0sso esponjoso (1.0 — 1.4 g/cm?3). Por outro
lado, a amostra S50_T800 apresentou uma densidade (1.8 g/cm?) dentro da gama de valores de

densidade do osso cortical (1.8 — 2.1 g/cm3).

A uma temperatura de sinterizacdo de 900 °C, as amostras S30_T900 e S50_T900 apresentaram
densidades préximas da gama de valores de densidade do osso cortical, com valores de 2.2
g/lcm?® e 2.1 g/cm?, respetivamente. Por outro lado, a amostra S70_T900 obteve uma densidade de

1.3 g/cm?® situando-se da gama de valores de densidade do 0sso esponjoso.

A uma temperatura de sinterizacdo de 1000 °C, a amostra S70_T1000 apresentou uma densidade
de 1.2 g/cm?, que se encontra dentro da gama de valores de densidade do osso esponjoso. A
amostra S30_T1000 obteve uma densidade, 1.9 g/cm?, dentro da gama de valores de densidade

do osso cortical.

Tabela 13 — Comparacdo entre os diferentes valores de densidades dos scaffolds porosos fabricados a partir da
eliminacéo do NaCl.

Amostra Densidade (g/cm3)
Osso Cortical [1.8-2.1]
Osso Esponjoso [1.0-1.4]
S30_T800 -
S50_T800 1.8
S70_T800 1.3
Ti_T800 2.8
S30_T900 2.2
S50_T900 2.1
S70_T900 1.3
Ti_T900 2.9
S30_T1000 1.9
S50_T1000 3.1%*
S70_T1000 1.2
Ti_T1000 2.6

** \Jalor contém o erro da massa do refratario que reagiu com a amostra.

4.4, Sumario

A técnica de space-holder demonstrou ser viavel para os dois agentes poragéneos. No entanto
com o NaCl foi possivel produzir scaffolds com percentagens maiores em relacdo ao amido de

batata.

As amostras exibiram porosidades préximas aos valores desejados (30, 50 e 70 %). Os scaffolds
de titanio quando compactados, ndo atingiram a densidade ideal, 4.507 g/cm?3, o que resultou na

formac&o de porosidade durante a sinterizacdo. Conforme ilustrado na Figura 28, a maioria dos
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scaffolds porosos apresentou uma porosidade superior a dos scaffolds de titnio. Os  porosos
S70 apresentaram valores de porosidade (71.9 %, 70.3 % e 72.9 %) mais préximos do valor de
porosidade desejada de 70 %. Em contrapartida, as amostras S30 e A30 apresentaram valores de
porosidade superiores ao valor estipulado de 30 %.

Porosidade dos scaffolds S30
S50
S70
71.9% 72.9% A30
) 70.3% Ti
S 59.9% 56.9%
()
2 53.2%
S 55.6%
)
o 51.5%
o 43.8%
41.7%
38.5% 42.3%
35.6%
32.3%
T800 T900 T1000

Figura 28 - Porosidade das diferentes amostras com mesma constituicdo em fungéo da temperatura de sinterizacéo.

Do ponto de vista morfolégico, os scaffolds de NaCl apresentam uma maior integridade estrutural
e uma maior interconnectividade de poros do que os scaffolds de amido. Os scaffolds de sal
apresentam maior biomimetismo que os scaffolds de amido devido a forma dos poros. Os
scaffolds de amido mantiveram a dimenséo na escala das milésimas de milimetro, enquanto os
scaffolds de NaCl obtiveram poros de dimensé&o na escala dos milimetros (3 mm). Os scaffolds de
NaCl apresentam maior quantidade de poros superficiais visiveis a olho nu, enquanto os scaffolds

de amido tém maior nimero de poros internos com dimensado mais uniformizada.

Do ponto de vista mecanico, a tabela 14 realca o facto dos scaffolds A30_T1000 apresentarem
maior rigidez e maior resisténcia mecéanicas do que os outros restantes scaffolds. Sendo os

scaffolds A30_T1000 os melhores num ponto de vista mecanico.

Os scaffolds de NaCl com melhores propriedades mecéanicas (S30_T1000) assemelham-se ao
0sso trabecular ao nivel da rigidez e apresentam maior resisténcia mecanica sendo estes capazes
de suportar maior carga. Ja os scaffolds de amido com melhores propriedades mecanicas
(A30_T1000) assemelham-se ao osso trabecular a nivel de rigidez e ao osso cortical a nivel de

resisténcia mecanica.

31



Tabela 14 - Comparacao entre os diferentes valores de propriedades mecanicas com as do 0sso natural.

Tensao de carga maxima (MPa) Médulo de elasticidade (GPa)

A30_T800 69.1 0.28
A30_T900 9.69 0.21
A30_T1000 115.18 0.82
S30_T800 24.39 0.32
S30_T900 23.09 0.48
S30_T1000 18.86 0.56
S50_T900 10.27 0.21
S70_T800 4.07 0.12

*Osso cortical 100 - 230 15-30

*Osso trabecular 2-12 05-5

* Referéncia dos valores [5]

No que diz respeito a viabilidade celular dos scaffolds apesar da pouca significAncia dos
resultados, os dados preliminares obtidos permitem estimar que para uma imersao relativamente
curta, a citotoxicidade do material do scaffold ndo é extremamente grave, tal como o esperado,
dado que continua a haver atividade celular significativa para todos os scaffolds testados. No

entanto a atividade celular é maior para o scaffold A30_T1000.

32



5. Conclusodes e
Trabalho futuro

Dos dois agentes poragéneos usados ao longo deste trabalho, o NaCl mostrou ser o mais viavel
para obtencdo de maior porosidade. Os seus corpos sinterizados mantiveram integridade
estrutural ao longo de todos os processos e com todas as percentagens (30, 50 e 70 %). Os seus
scaffolds assemelham-se do ponto de vista mecéanico e morfolégico com o osso trabecular, o que

viabiliza estes scaffolds como candidato para substituicdo éssea do osso trabecular.

Em termos de propriedades mecénicas e biolégicas os scaffolds com amido demonstram serem
promissores. As amostras de amido (A30_T1000), apresentaram maior valor de médulo de
elasticidade e de tensdo de carga maxima, 0.82 GPa e 115.18 MPa, respetivamente. Por outro
lado, a maioria das amostras apresentou valores de densidade compativeis com os do 0sso, em
particular as amostras S70_T800, S70_T900 e S70_T1000, que exibiram valores de densidade
(1.2 g/cm?, 1.2 g/lcm® e 1.3 g/cm?, respetivamente) dentro da gama correspondente a densidade

do osso trabecular.

Em termos bioldgicos, a amostra A30_T1000 aponta para um crescimento da viabilidade celular
com a sua adicdo em ceélulas. Além disso, com a formacgdo de 6xido de titanio os scaffolds
adquiriram maior osteointegracdo e também menor cinética de libertacdo de titanio para o meio

bioldgico [22].

O processo de fabrico de scaffolds metalicos/ceramicos porosos a partir da técnica de space-
holder é um processo viavel e reprodutivel tanto com o NaCl e com o amido de batata como

agente poragéneo.

Num trabalho futuro os scaffolds devem ser sinterizados numa camara fechada, no vacuo ou com
uma quantidade controlada de oxigénio para haver a formacéo de uma pelicula de 6xido de titanio
com espessura controlada. O amido como poragéneo num ambiente com oxigénio, deve ser
utilizado em particulas de menor dimensao para evitar a combustdo e favorecer uma maior
dispersdo com o titanio. Ao realizar os ensaios bioldgicos, os scaffolds deverdo ser deixados mais
tempo dentro das células para uma obtencao de resultados mais robustos. Poderao ser avaliadas
a osteointegracao e permeabilidade dos scaffolds. O 6xido de titAnio em pd que se obteve apds a
sinterizagcdo de corpos verde com 50 e 70 % de amido podera ser aproveitado como matéria-

prima para a producdo de outros tipos de scaffolds.
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