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Resumo

Ceramicas de fosfatos de calcio para reparo de tecido dsseo € sdo uma opcao de para a
recuperagdo funcional do osso. Neste trabalho, as sinterizagdes de misturas prensadas de
fosfato de calcio, carbonatos alcalinos e outros materiais possibilitaram a produgdo de
pastilhas ceramicas com tamanho adequado de poros interconectados que, quando
utilizados como suportes (scaffolds) para cultura de célula, permitam a vascularizagdo e
facilitem o crescimento e reprodugdo de células do tecido 6sseo. Os fosfatos de calcio
utilizados como composto quimico principal das ceramicas foram obtidos pela calcinagao
de osso bovino ou sdo de origem comercial. Porosimetria de mercurio, fluorescéncia de
raios - X, difracdo de raios — X, microscopia Optica, microscopia eletronica de varredura
(MEV), medidas de pH e a avaliagao da resposta celular in vitro através de testes de
citotoxidade foram as técnicas de caracterizacao aplicadas nesta investigagdo. A técnica de
sinterizacdo para se produzir ceramicas pelo processo de sinterizagdo por fase liquida teve
como resultado amostras com poros interconectados com tamanho médio aproximado de
120 pm. Os carbonatos (especialmente o Li,CO;) utilizados como matérias-primas
auxiliam na formacao de fase liquida durante a sinteriza¢do e na produ¢do de gases que

facilitam a formagao da estrutura porosa da ceramica.
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Abstract

Calcium phosphate ceramics applied to bone tissue repair is an option for functional bone
wound healing. Calcium phosphate utilized in this work has been originated from calcined
bovine bone samples or a commercial brand of biphasic calcium phosphate (BCP). In this
work, calcium phosphate added with alkaline carbonates and other raw-materials have been
mixed, pressured and sintered to produce ceramic samples with interconnected pores with
mean pore size around 120 um which can be helpful for cell tissue growth and blood
vascularization. Mercury intrusion porosimetry, X-ray fluorescence and diffraction, optical
microscopy, scanning electronic microscopy (SEM), pH measurements, and cell response
evaluation by in vitro citotoxity experiments were the characterization techniques used
during this investigation. The sinterization process with a liquid phase seem to be useful in
producing porous and mild strength ceramic samples. Carbonates specially Li,COs3 act as

fluxing agent during liquid-phase  sintering of the ceramic  samples.



Capitulo 1: Introducio

A ciéncia dos biomateriais é o estudo de fisica e quimica dos materiais e suas interagdes com
o ambiente biologico. Ela se preocupa fundamentalmente com o comportamento desses
materiais (em uma aplicagdo especifica) e uma apropriada resposta do hospedeiro, que, como
exemplo, pode incluir resisténcia a colonizacdo bacteriana e, normalmente, uma facil
recuperacao e cura. Um material biologicamente aplicdvel ao osso deve suportar a atividade
das células osteoblésticas no desenvolvimento de novo 0sso enquanto, simultaneamente, ¢
reabsorvido pelas células osteoclasticas, (Hench, 1991; Davies, 2000; Ratner, Hoffman et al.,
2004).

J4 a engenharia de tecidos investiga a retirada de células de um paciente, por bidpsia, para
multiplica-las “in-vitro”, semeé-las e cultiva-las num suporte poroso, biodegradavel, com o
auxilio de um conjunto de fatores de crescimento. Essa estrutura hibrida €, entdo, implantada
na zona afetada, esperando-se que a regeneracdo do novo tecido acompanhe o
desaparecimento do suporte (scaffold).

O osso esta sujeito ao remodelamento através da agdo combinada dos osteoclastos, que
erodem a matriz, ¢ dos osteoblastos, que depositam camadas de osso sobre a matriz. Alguns
osteoblastos ficam prisioneiros na matriz como ostedcitos € atuam como parte da renovagao
da matriz 6ssea (Alberts, 2002). Ja os defeitos onde o tamanho permita que ocorra uma
regeneracdo de um tecido que ndo o 6sseo devem ser preenchidos com um biomaterial
(Joschek, Nies et al., 2000).

Hé4 uma consideravel demanda na cirurgia oral e na medicina ortopédica por estruturas
tridimensionais porosas (Cowin, S. C., 1999), denominados scaffolds de materiais
inorganicos, possuindo tolerdncia imunolodgica com objetivo de reparar ou aumentar o tecido
6sseo humano. A hidroxiapatita é o principal material inorganico usado como substituto para
ossos ¢ dentes, ndo € encapsulada pelo tecido fibroso e pode ficar em contato com 0 0sso
quando implantado dentro do corpo humano (Marcacci, Kon et al., 1999; Sato, Kogure et al.,
2002). Ela ¢ biologicamente compativel e pode ser transformada em matrizes com poros

interconectados, permitindo o crescimento do tecido 6sseo (Legeros, Trautz et al., 1967).



Os ions existentes nos sais 0sseos sao principalmente Ca2+, PO42', OH e CO32'. Neles estdo
presentes também quantidades pequenas de ions de sddio (Na), magnésio (Mg) e ferro (Fe), e
ainda, ions citrato.

Este trabalho se concentra na obtengdo de cerdmicos a base de pos de fosfatos de calcio
contendo hidroxiapatita, adicionado aos aditivos (carbonatos alcalinos e fosfatos de amoénia)
com objetivo de formar uma mistura para a construgao de estruturas tridimensionais porosas
capazes de induzirem a regeneracdo dos tecidos 6sseos, chamadas de scaffolds. A modificagdo
quimica tem, ai, um papel importante, pois aumenta o leque de propriedades dos materiais,
incluindo melhoras no comportamento mecanico, perfil de biodegradabilidade, capacidade de
absor¢do de agua, etc. Algumas substancias foram adicionadas na forma de carbonatos de litio
(Li), célcio (Ca), potassio (K), magnésio (Mg) e sodio (Na), para promoverem a
sinterabilidade da ceramica.

Um dos fatores considerados importantes em uma bioceramica para permitir a osteogénese
sdo a porosidade, o tamanho de poros e em especial o grau de intercomunicagdo desses poros.
Estas propriedades foram investigadas por meio de ensaios de porosimetria de mercurio, na
faixa de 3 nm a 360 um.

A aplicacdo de substancias na forma de carbonatos para formacdo de novas composig¢des
bioceramicas teve sua inspiragdo na idéia de criar poros abertos e conectados devido a

liberagdo de gases, principalmente do CO,, durante o processo de sinterizagao.



Capitulo 2: Objetivos

2.1 - Objetivo Geral.

Produzir ceramicas porosas de fosfatos de célcio para aplicagao reparadora do tecido 6sseo.

2.2 - Objetivos Especificos

I Elaborar um processo de sinterizagdo de misturas contendo fosfatos de calcio para
obtencdo de pastilhas ceramicas porosas, com tamanho de poros capaz de garantir o

alojamento, reproducao e sobrevivéncia das células osteogénicas.
II Produzir ceramicas porosas na forma de pastilhas.

I Caracterizar fisico-quimicamente os pds de fosfato de célcio e as cerdmicas
provenientes destes:

¢ Investigar a porosidade e o tamanho de poro das pastilhas pela técnica de
porosimetria de mercurio

¢ Investigar as fases presentes no fosfato de célcio do osso calcinado e do
fosfato de célcio de origem comercial

¢ Investigar a relagdo Ca/P da pastilha produzida com fosfato de calcio
calcinado

¢ Investigar o pH de matérias primas e das pastilhas cerdmicas

v Investigar a citotoxidade in vitro dessas ceramicas para definir a composicdo das

matérias primas na producao de pastilhas.



Capitulo 3: Revisao Bibliografica

3.1 - Biomaterial

Um biomaterial ¢ um material que quando aplicado clinicamente no meio biologico, coexiste
com o organismo de forma temporaria ou permanente e contribui na melhora da qualidade de
vida do hospedeiro. A discussdo sobre a definicao de um biomaterial levou alguns autores a se

expressarem como mostra a tabela abaixo:

Tabela I11. 1 — Defini¢coes de biomaterial

Autor Definicao de biomaterial

Conferéncia de | Toda substancia (com excecdo de drogas) ou combinacdo de
Chester (Reino | substancias, de origem sintética ou natural, que durante um periodo de
Unido), 1986 tempo indeterminado ¢ empregado como parte integrante de um
sistema de tratamento, ampliagdo ou substituicdo de quaisquer tecidos,

orgaos ou funcdes corporais (Williams, 1987).

Park, 2002 Biomateriais sdo todos os materiais que, de modo continuo ou
intermitente, entram em contato com fluidos corpoéreos, mesmo que

estejam localizados fora do corpo (Park e Bronzino, 2002).

Um biomaterial deve apresentar duas propriedades: a biocompatibilidade e a

biofuncionalidade. A biocompatibilidade significa que o material e seus possiveis produtos de

degradacdo devem ser tolerados pelos tecidos envoltérios € ndo devem causar prejuizo ao
organismo a curto e longo prazo. Paralelamente a biocompatibilidade, ¢ importante que o
implante permita o desempenho imediato e com éxito da funcdo especifica (estitica e
dindmica) da parte do corpo que estd sendo substituida. Esta habilidade estd embutida no

conceito de biofuncionalidade. Neste conceito estdo incorporados também, os problemas

associados a degradacdao quimica dos materiais, visto que o meio fisioloégico pode ser bastante



agressivo - mesmo aos materiais considerados inertes quimicamente, levando a reducdo da

eficiéncia do implante (Oréfice, Pereira ef al., 2006). Os materiais propostos para serem

aplicados como biomateriais podem ser provinentes de materiais bioldgicos, ceramicos,

compositos, metalicos e poliméricos.

Tabela III. 2 — Classe de materiais para uso no corpo

Materiais Uso Tipico Vantagens Caracteristicas Desvantagens
especiais
Ceramicas Implantes Resistente a Coopera com a Quebradico a
estruturais e esforcos na reposicao / adesdo  tragdo/impacto
recobrimentos compressao oOssea.

Compositos Componentes Resisténcia a Propriedades Processos
dentarios e esforcos e baixo mecanicas elaborados de
ortopédicos peso fabricagao.

Materiais Complemento de Permite Relagdo simbidtica  Disponibilidade

Bioldgicos tecidos moles. recuperagao com o local do limitada.

Reposigao de funcional de implante incluindo
membranas. tecidos e orgdos.  autoreconstituicao
Metais e Articulagoes, Ductilidade, Condutividade Elevada
Ligas parafusos, pinos Resisténcia a elétrica densidade,
esforgos COrrosao.

Polimeros Cateteres, suturas, Resilientes; Biodegradavel Deformacio

valvulas cardiacas, Faceis de fabricar Bioabsorvivel com 0 Uuso.

implantes oculares.

Assim, na elabora¢do de um biomaterial, independentemente da classe do material escolhido,

deve-se observar dentre outros, os seguintes critérios:

1. A presenca do biomaterial ndo deve causar efeitos nocivos no local do implante ou no

sistema bioldgico bem como os tecidos ndo devem causar a degradacdo ndo desejada

do material, como por exemplo, corrosdo em metais.



2. Deve possuir as caracteristicas mecanicas adequadas para cumprir a fungdo desejada,
pelo tempo desejado.

3. O material deve ser esterilizavel.

4. Para materiais particulados, o tamanho minimo deve ser observado para ndo ativar

processos como a de fagocitose.

A figura 3.1 mostra algumas das possibilidades do uso clinico da hidroxiapatita no corpo

humano.

- Implantes dentarios Reparo craniano
- Preenchimento de partes Implante ortolaringolégico
alveolares - Reconstrugao maxilofacial
Y - Dispositivos de acesso
percutanio
- Cirurgias da coluna
vertebral A

- Aplicaces ortopédicas
estruturais: recobrimento de

- Reparo coxofemoral _ saadltll
w1 metais com hidroxiapatita

Figura 3. 1- Aplicacées das hidroxiapatitas, adaptado (Hench e Wilson, 1993) e (Human
Body, 2007)



O foco desse trabalho estd direcionado ao estudo das ceramicas bioaplicaveis. Dentre os
principais tipos de bioceramicas se destacam: a alumina (Al,Os), a zirconia (ZrO;), algumas
apatitas como a hidroxiapatita (Ca;o(PO4)s(OH), e os biovidros que foram desenvolvidos a
partir de 1971 por Larry Hench na Universidade da Florida - Gainsville, e denomina uma série

de composigoes de vidros baseados no sistema SiO; - Na,O - CaO - P,0s.

3.2 - Implantes com bioceramicas

O implante com uma bioceramica ¢ empregado buscando evitar os problemas inerentes aos
implantes tradicionais (metalicos, poliméricos), como a liberagdo de ions e/ou fratura do osso
(gradiente dos modulos de elasticidade), ou ainda com a sensibilidade do organismo com a
maioria dos materiais estranhos, podendo resultar na formagao de uma cobertura ndo aderente
de substancia fibrosa entorno do implante (Hench, 1986). Assim a ceramica aplicada
clinicamente procura ser compativel fisica, quimica e funcionalmente com o osso hospedeiro.
A resposta a toxidade do material em contato com o tecido pode ser classificado como

mostrado na tabela I11.3.

Tabela III. 3 - Classificacdo da inter-relacées tecido com os materiais quanto ao tipo de
resposta no meio fisiologico (Hench L.L., 1971; Hench, 1986).

Resposta Descrigdo

Toxica morte da vizinhancga do tecido.

Nao-toxica e  inativa | ndo apresenta mudancas quimicas acentuadas no meio
(bioinerte) fisiologico, mas formacdo de uma capsula fina fibrosa nao
aderente.

Nao-toxica e reabsorviveis | apresentam decomposicao gradual por atividade biologica
(biodegradavel) especifica.

Nao-toxica e bioativa ligagdo na interface com a vizinhanga do tecido.

Uma das caracteriza¢des in vifro mais usuais ¢ testar a biocompatibilidade do implante com
osteoblastos humanos frescos, macréfagos ou qualquer outro teste de linhagens celulares

(Trentz, Hoerstrup et al., 2003), avaliando-se também mutagdes e/ou alteragdes sensiveis no



metabolismo celular. Sabe-se que as células tém a capacidade de interagir com o ambiente ao
seu redor de diferentes modos: através dos receptores de membrana que absorvem os sinais
externos (quimicos ou fisicos) do meio extracelular, e por mecanismos que podem ocorrer
estimulados no interior da célula. Por sua vez, as células respondem a esta acdo alterando o
modo como os genes se expressam e adaptando-se as novas configuragdes ao seu redor.
Portanto, quando estas células ficam em contato com uma superficie quimicamente ativa
(Ca%, Ti, Fe%) como num meio de cultura, podem revelar mudancgas significativas no
sinergismo celular.

Para os materiais ceramicos bioativos, ocorre a formagdo de uma camada de hidroxiapatita
carbonatada na superficie do implante (Legeros, Trautz et al., 1967; Legeros, 1988; Hench,
1991). Essa fase ¢ equivalente, em composicdo e estrutura, a fase mineral do osso, e ¢

responsavel pela importante ligag@o interfacial entre implante e tecido.

3.3 - Bioceramicas da familia das apatitas (fosfatos de calcio)

Os fosfatos de calcio sdo materiais ceramicos com razdes molares Ca/P variadas. Para a
hidroxiapatita, a fluorapatita e a hidroxifluorapatita essa razao molar ¢ de 1,67 (Johnsson e
Nancollas, 1992). O termo apatita descreve uma familia de compostos parecidos. No entanto,
eles ndo possuem necessariamente composigdes idénticas. Devido a estrutura complexa, a
apatita ¢ um material altamente capaz de acolher outros elementos quimicos, permitindo
substituicdes de Ca e P por varios outros ions. Como exemplo, o célcio (Ca) pode ser
substituido por estroncio (Sr), magnésio (Mg), bario (Ba), chumbo (Pb); o fosfato por
vanadatos, boratos e manganatos, e assim por diante (Legeros, 1993). Em virtude da sua
caracteristica de incorporar outros ions na sua rede cristalina, a apatita, muitas vezes, se
confunde com outras estruturas minerais do grupo dos fosfatos de calcio. Por isso, esses
compostos quimicos receberam o nome de apatita, palavra que em grego significa enganar,
iludir ou lograr.

A célula unitaria dos cristais de HAp podem apresentar tanto uma estrutura cristalografica
monoclinica, com quatro unidades da formula por célula unitaria (Kay, Young et al., 1964);,
(Johnsson e Nancollas, 1992); (Elliott, Mackie et al., 1973), como hexagonal, onde a transi¢ao

de fase monoclinica para a estrutura hexagonal ocorre a 370 °C, (Elliott, 1994; Calderin, Stott



et al., 2003). A hidroxiapatita com estrutura hexagonal apresenta os seguintes parametros de
rede: a=0,943 nm e ¢ = 0,688 nm (Paul W. Brown, 1994; Kalita, Bose ef al., 2004).

A apatita descreve uma grande familia de compostos com estrutura muito similar (Paul W.
Brown, 1994): o nome hidroxiapatita define a composi¢do de um destes compostos de célcio e
fosforo, sendo descrito quimicamente como: Ca;o(P04)s(OH),. Vaérias apatitas de diferentes
composi¢des podem ser preparadas pela substitui¢do dos elementos i6nicos (Tao e Irvine,
2000) segundo a formula, (M 19 (ZO 4) ¢ X3), onde M, Z e X sdo os grupos de elementos ou

compostos i6nicos, como mostrado a seguir (Somasundaran, 1998):

M =Ca, Sr, Ba, Cd, Pb, Mg, Na, K , H, D, etc...
Z=P CO3 V, As, S, Si, Ge, Cr, B, etc...
X= OH, CO;, O, F, CI, Br, vazio, etc...

As apatitas minerais sdo encontradas em quase todas as rochas igneas, sedimentares e
metamorficas. As apatitas mais comuns sdo a fluorapatita- Ca;o(P04)F,, cloroapatita-
Ca;o(P04)6Cl; e a hidroxiapatita — Ca;o(P04)s(OH),, € essas diferengas podem ser observadas
ao logo do eixo c (Orlovskii, Komlev et al., 2002). No corpo humano, a hidroxiapatita € o
principal componente inorganico do tecido 6sseo e dos dentes. As diferengas nos parametros
de rede entre as hidroxiapatita substituidas e nao substituidas refletem o tamanho e a
quantidade dos ions de substituicdo. Normalmente, a hidroxiapatita bioldgica constituinte dos
o0ssos, ¢ deficiente em calcio em cerca de 10% e possui sempre carbonatos como substitutos,
sendo conhecida como hidroxiapatita carbonatada (HAC). Devido a essa deficiéncia, fatores
como a influéncia do coldgeno e outras moléculas organicas, o mineral presente no tecido
0sseo nao ¢ uma estrutura perfeitamente estequiométrica da hidroxiapatita de calcio, mas uma
estrutura complexa, dopada com outros ions € com uma formula genérica: Cag 3(PO4)43(HPO,,
C03),7(OH, CO3)o3 (Hench, 1991; Legeros, 1993; Tas, 2003) . A hidroxiapatita bioldgica ¢
ainda composta por ions em concentragdes diversas, tais como: Mg2+, Na', COs%, etc.,
permitindo o controle desses importantes ions nos liquidos corporais através da sua liberacao
ou armazenamento (Rigo, 1989) in (Saleh J., Willke L. W. et al., 2004). A tabela II1.4 mostra

algumas fases cristalinas da familia dos fosfatos de calcio e sua ocorréncia biologica.



Tabela I11. 4 - Fosfatos de calcio em sistemas bioldgicos, adaptado. (Legeros, 1991)

Fosfato de calcio Férmula quimica Razao Ocorréncia
Ca/P Molar
hidroxiapatita, fluorapatita, Ca1 O(PO 4) 6X2 1,67 Esmalte, dentina, osso,
cloroapatita Onde X=OH, F, CI célculo dental, rochas,

calculo renal,
calcificagdes em tecido

mole
Fosfato octacalcio, OCP CaH, (PO,).5H,0 1,33 Célculo dental (tartaro) e
renal
Brushitas, CaHPO 4A2H20 1,00 Tartaro, 0ssos
a) fosfato dicalcio di- decompostos
hidratado, DCPD. CaHPO
b) fosfato dicélcio anidro, ¢
DCPA (monetita)
Whitlockita, (Ca, Mg),(PO,), 1,50 Célculo renal e tartaro,
a) fosfato tricalcio, B-TCP pedras salivarias, caries
b) fosfato tricalcio em dentina, cartilagem
modificado Mg, artritica, calcificagdes em
Mg-TCP tecido mole
Pirofosfato de calcio di- Ca,P O..2H O 1,00 Pseudo depdsitos no
hidratado fluido sinovial (fluido

lubrificante que reduz o
atrito e facilita o
movimento das

articulagoes.)

A razdo para se utilizar a hidroxiapatita como um material substituto deveria ser evidente por
si mesmo: o 0sso natural possui aproximadamente 70% hidroxiapatita em peso e 50 % em
volume (Shors e Holmes, 1993 ).

O potencial clinico da bioceramica de hidroxiapatita ¢ devido a sua compatibilidade com o
meio fisiologico. Além de possuir a estrutura cristalografica e composicdo quimica
semelhante a apatita dssea, a hidroxiapatita apresenta algumas propriedades peculiares como
bioatividade e osteocondugdo, que dao capacidade de promocdo do crescimento 0sseo ao
redor do implante em curto periodo de tempo.

Dependendo do modo de substitui¢do do carbonato, pode-se classificar a hidroxiapatita como
tipo A ou tipo B. Quando o carbonato (COs) substitui o grupo OH, ela é do tipo A,
representada como: Ca;o(PO4)s(COs, (OH) ). Esta substituicdo aumenta as dimensdes segundo

as dire¢des dos eixos aj, a,, a3 ¢ produz contragdo do eixo ¢. Quando temos substituigdes de
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CO? no lugar do grupo PO, e o sodio (Na) no lugar do célcio (Ca), ocorrendo aos pares, tem-

se a hidroxiapatita carbonatada do tipo B, representada como: (CajoxNax)(POg)e.
x(CO3)x(OH),. Esta substituicdo apresenta um efeito contrario ao anterior no parametro de
rede, conduzindo a uma redu¢do das dimensdes dos eixos aj, a;, a3 € aumento do eixo ¢. As
substitui¢des na hidroxiapatita resultam em variagdes de suas propriedades como, pardmetros
de rede, morfologia e solubilidade, normalmente sem alterar a simetria hexagonal. Atomos
substitucionais na rede cristalina das apatitas incrementam a concentracao de deslocagdes e
contribuem para o aumento da desordem no tamanho dos cristais dessa rede (Young, 1974),
podendo contribuir para a alteracdo da cristalinidade dessas apatitas. Um exemplo ¢ a
formacao do B-TCP pela presenca de magnésio (Takagi, 2001). A figura 3.2 representa a

estrutura cristalina hexagonal da hidroxiapatita.

Figura 3. 2- Estrutura da hidroxiapatita, O ion OH (vermelho), em um dado plano, esta
normalmente centrado e equidistante do triangulo de calcio (azul) mais proximo,
adaptado. (Sato, Kogure et al., 2002)e(Andrade, Borges et al., 2001).

Grupos de pesquisadores como o do Safronova na Russia e de Raynaud na Franca vem

. . . P A . ~ 7 — +
investigando o efeito de fons e compostos i6nicos em solugdo alem dos fons CO;™ e Na',

como o Mg®", K', , Li" , F, CI, SiO% (Raynaud, Champion et al., 2002; Putlyaev e
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Safronova, 2006). A presenca de cations como o Mg®" ndo modificaria a estrutura da
hidroxiapatita, desde que as duas cargas esses fons tomassem o lugar do fon Ca®" e os anions
como o F’, ocupem o lugar do grupo OH". A presenga de grupos CO: e SiO; em solugio,
produzem certa modificagdo na estrutura, desde que esses ions presumivelmente ocupem o
lugar do ion (PO4)* (Putlyaev e Safronova, 2006).

O papel dos ions listados acima, na formagdo de monocristais em solugdo e sinterizacao ¢é
diferente. O efeito de ions externos na forma e tamanho dos cristais da apatita sintetizada por
solucdo estd mostrado abaixo. O efeito desses aditivos nas propriedades do material
policristalino no sistema CaO-P,0s também difere. A presenca de CO §’ diminui a relacao
Ca/P, aumentando a deficiéncia de calcio, diminuindo os defeitos da rede cristalina e

facilitando a sinteriza¢dao (Raynaud, Champion et al., 2002) in (Putlyaev e Safronova, 2006).

Zn2+ @

Figura 3. 3 - O efeito de diferentes ions na forma do cristal de hidroxiapatita (Putlyaev e
Safronova, 2006).

No processo de sinterizagdo, o estudo do diagrama de fases do Sistema CaO-P205 auxilia na
determinagdo da temperatura de trabalho para a produ¢do de pegas sinterizadas.
O diagrama de fases do Sistema CaO-P205 (Fig. 3.4, Fig3.5) mostra a solugao solida obtida

pela interagao do calcio (Ca) com fosforo (P).
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kPa) Groot, 1990 in (Hench, 1991). obs. (HA = Hidroxiapatita, C = CaO e P = P,05).
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3.3.1 - Fases presentes em uma bioceramicas de fosfato de calcio

No inicio do século XX, a humanidade ja tinha conhecimento da susceptibilidade bioldgica
das apatitas (Albee, 1920). A sintese de uma apatita de flaor foi inicialmente realizada nos
anos 70 (Legeros, 1988) e até esse periodo, varios outros materiais ceramicos (Al,Os, zirconia,
mulita, etc) ja haviam sido utilizados. Em 1969 alguns pesquisadores na Florida haviam
também proposto um vidro bioativo inspirado na liberagdo de Ca e P e que promoveria a
ligagdo do vidro com o osso (Hench L.L., 1971) (Ratner, Hoffman et al., 2004). Uma nova
rota de sintese foi proposta desta vez com uma escala de produgdo um pouco maior com vistas
a atender a demanda da época por materiais reconstrutores. Posteriormente, a sintese de uma
mistura de beta fosfato tricalcio, ou B-TCP, Ca3(PO4)s, e hidroxiapatita (HAp),
Cao(PO4)s.(OH), foi mais tarde chamada de fosfato de calcio bifasico (ou simplesmente de
BCP). O BCP foi desenvolvido por alguns grupos de pesquisa, que estudavam formas de
viabilizar comercialmente produtos contendo HAp, para procedimentos médicos reparadores
ou para substitui¢do 6ssea (Legeros, 1988; Daculsi, Laboux et al., 2003).

Hidroxiapatita pura e/ou compostos ndo estequiométricos de fosfatos de calcio podem ser
obtidos em reacdes do estado-solido ou reagdes de via imida. Contudo, quando preparada em
sistemas aquosos pelos métodos de precipitacdo ou hidrdlise, a apatita obtida ¢ geralmente
deficiente em calcio (a relagdo Ca/P ¢ mais baixa do que o valor estequiométrico de 1,67 para
hidroxiapatita) ou contém carbonato que faz a relagcdo Ca/P mais alta que os valores
estequiométricos (Wojciech Suchanek, 1998).

A solubilidade dos compostos de fosfato de célcio varia consideravelmente. A HAp € bem
menos solivel do que B-TCP (Guéhennec, Layrolle et al., 2004). Também em fung¢do da
estrutura cristalina, os fosfatos de calcio liberam os ions de calcio e de fosforo
diferenciadamente, por exemplo, superficies amorfas liberam esses ions até 5 vezes mais do
que superficies cristalinas, fato que pode influenciar a biofixagdo do implante (dissolugao:
HAp<B-TCP<a-TCP< ACP (fosfato de calcio amorfo) (Johnsson e Nancollas, 1992)).

O BCP (a mistura de hidroxiapatita e B-TCP), como ja foi observado, ¢ um material bioativo
(ou mesmo biodegradavel, devido ao percentual de B-TCP na mistura e a maior solubilidade
dessa fase) e também biocompativel com varios tipos e formas de tecidos (0sseo, cartilaginoso

e muscular). O mecanismo de bioatividade do fosfato de célcio bifasico (BCP) envolve a
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dissolucao, seguida da reprecipitagdo de uma hidroxiapatita carbonatada (Daculsi, Laboux et
al., 2003). Observa-se, além disso, outra propriedade do BCP, a osteocondutividade, ou seja, a
propriedade de promover o crescimento do osso ao redor do implante, num curto espaco de
tempo, o que ¢ apontado como uma das principais propriedades dos implantes que contém o

BCP (Silva, 2003).

3.3.2 - Aplicacgao das bioceramicas como revestimento de substratos metalicos.

Algumas das dificuldades no uso de pegas de ceramicas (sinterizadas) bioativas em aplicacdes
de alta solicitagdo mecanica sdo o alto modulo de elasticidade e a baixa tenacidade a fratura (1
MPa.m'"?) desses materiais, quando comparados ao osso natural com tenacidade a fratura
entre 2 a 12 MPa.m"?, que também depende ndo s6 da composicio estrutural, mas também de
sua geometria. Uma forma de contornar esse problema ¢ promover a combinagdo de outros
materiais com essas bioceramicas, de forma a melhorar o comportamento mecanico do
conjugado, mantendo as caracteristicas bioativas da superficie. Os revestimentos com
materiais bioativos sobre substratos metalicos tém sido apontados como uma solugdo para
esse problema. Nesse caso, a capacidade de ligagdo com o osso, apresentada pela superficie
bioativa, esta associada as propriedades mecanicas apresentadas pelo substrato (Silva, 1998).
A tabela III.5 apresenta algumas propriedades fisicas dos fosfatos de calcio na estrutura do

mineral de hidroxiapatita policristalino e para o 0sso compacto.

Tabela III. 5 —Propriedades mecanicas dos fosfatos (O'brien, 1996; Park e Bronzino,
2002)

Propriedade Mineral de hidroxiapatita Osso compacto™
policristalino
Modulo de elasticidade (GPa) 40-117 12a18
Compressao (MPa) 294 167
Taxa de Poisson 0,27 0,3
Tragdo (Mpa) 147 121
Dureza (Vickers, GPa) 3,43 -
Densidade g/cm’ 3,16 (teorica) 1,3 (varia)
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3.4 - Porosidade dos solidos:

Segundo Hajnos, o poro ¢ a cavidade de superficie que tem a profundidade maior do que a

metade de seu tamanho médio (Hajnos, 2004). As formas dos poros naturais sdo geralmente

nao uniformes. Para facilitar a constru¢do de modelos utiliza-se modelos geométricos

conhecidos. Entre muitos modelos propostos, tais como o conico e o globular, o modelo de

poro cilindrico ¢ o modelo mais usado (Hajnos, 2004) (Hollister, 2005). A Unido

Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) recomenda os termos Microporos,

Mesoporos e Macroporos, para classificar as dimensdes dos poros (em nandmetros) IUPAC,

1972 in (Rouquerol, Avnir et al., 1994). A tabela III.6 compara o padrao IUPAC com a

porosidade encontrada nos 0ssos.

Tabela I11. 6 - Classificacdo das dimensées do poro.

Classificacao Dimensoes Porosidade ossea Dimensoes
IUPAC (Cowin, Stephen C.,
1999)
Microporos: | larguras <2 nm
Mesoporos: larguras 2 a 50 nm | Porosidade Coldgeno - | Raio = 10 nm
Apatita
Macroporos: | larguras > 50 nm Porosidade  Lacunar- | Raio = 0,1 um
Canicular (PLC)
Porosidade  Vascular | Canal osteonal e de
(PV) Volkmann - Raio = 20
pm
Porosidade Inter - | Dimens3o linear
trabecular caracteristica ~ 1 mm.

Associado com parte
esponjosa do 0sso.

Osteons sdo estruturas cilindricas de 100 a 150 um de raio que se encontram muito proximos

ao longo de um osso e contém em seu centro um canal osteonal, como mostra a figura 3.4.
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\\_ / \\\ vaso saglineo

Figura 3. 6 - Secio de um osteon mostrando a vascularizacio pela porosidade dssea
(Cowin, Stephen C., 1999).

A porosidade vascular ¢ formada por canais de Havers e Volkmann. Nos sistemas de Havers
nenhum osteodcito estd afastado dos vasos sangiiineos mais do que 0,1 mm. (Ham, 1965). A
porosidade canicular-lacunar formada por lacunas e canaliculos ¢ da ordem de 20 um. A
porosidade coldgeno-apatita ¢ formada pelos espagos entre o colageno e os cristais de apatita e
possui raio médio de poros de aproximadamente 10 nm (figura 3.5). Além disto, existe a
porosidade intertrabecular, que sdo os espagos existentes na trabécula, com dimensdes maiores

que 1 mm.

Mineralizagao do Colageno

Regiio de abertura/intervalo

- — 8 = € oo 0
Weun -
UEspaco
(poro)

Molécula de Colageno

< Matriz protéica e Cristais de apatita

Figura 3. 7 - Mineraliza¢do do colageno, adaptado. (Boskey e Paschalis, 2000)

Assim, em observagao ao tamanho das células animais, que sdo tipicamente entre 10 e 100 um

de diametro, e a vascularizagdo 6ssea (Samuel H. Barbanti e Duek, 2005) em torno de 20 um,
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sugere que a escala em micrometros reflete melhor a ordem de grandeza dos poros e caminhos
que devam ser mimetizados pelos scaffolds sintéticos, mesmo que os espacos presentes no

colageno para o alojamento dos cristais de hidroxiapatita seja na ordem de 20 nm.

3.5 - Os ossos.

Os ossos desempenham diversas fun¢des na manutengdo dos sistemas do corpo. Ele protege
os orgdos vitais, providencia o suporte e localizagdo para a fixacdo de musculos para a
locomocgao. Também, ele gera células brancas para protegdo imunologica e células vermelhas
do sangue para oxigenagdo de outros tecidos. E ainda, ele detém um reservatorio de calcio,
fosfatos e outros importantes ions (Temenoff, Lu et al., 2000).

O tecido 0sseo ¢ um tecido conjuntivo bem rigido, encontrado nos ossos do esqueleto dos
vertebrados, que consiste em uma quantidade decrescente de mineral, coldgeno, proteinas que
nao sdo colageno, dgua e lipideos. Diferente de outros tecidos, onde preponderantemente o
tecido € celular, a maioria desses componentes estd localizada na matriz extracelular (Boskey
e Paschalis, 2000). Em virtude de sua substancia intercelular tornar-se calcificada quase que
logo apds sua formacdo e ndo possuir suficiente plasticidade para crescer a partir de seu
proprio interior € necessaria a existéncia, nas superficies 0sseas, de uma linhagem de células
capazes de fornecer células que possam diferenciar-se em osteoblastos e, mais tarde, em
ostedcitos. Apds a diferenciagdo os osteocitos perdem a capacidade de se reproduzir.
Portanto, praticamente, qualquer por¢do ossea so pode crescer pela aposi¢do de novo osso as
suas superficies. As células que normalmente cobrem e revestem as superficies Osseas
normais e servem como células-fonte para o 0sso sdo denominadas células osteogénicas.

A formagdo de osso em qualquer superficie ¢ provocada pela divisao e conseqiiente aumento
de numero dessas células. As células mais internas, formadas em conseqiiéncia das mitoses,
podem diferenciar-se em osteoblastos, os quais secretam substancias intercelulares em torno
delas, transformando-se em ostedcitos. Por esse meio, uma nova camada de osso ¢é adicionada
a superficie, sem que o numero de células que recobrem tal superficie seja reduzido. A linha
de diferenciagdo das células osteogénicas depende de influéncias ambientais. Quando o
suprimento de oxigénio ¢ baixo, elas se diferenciam em condroblastos e formam cartilagens.

Sob condi¢des ainda diferentes, as células precursoras do osso podem fundir-se, tornando-se
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células multinucleadas, denominadas osteoclastos, relacionadas, ndo com a formacao de osso,

mas sim com sua reabsor¢ao.

A figura 3.6 representa um esboco da histologia do osso cortical.

CAMADA FIBROSA DO PERIOSTEO

CAMADA OSTEOGENICA DO PERIOSTEQ

LAMINULAS CIRCUNFERENCIAIS
> - : LACUNAS CONTENDO OSTEQCITOS
‘;;}!%7-CANAUCULOS

(T LINHA CIMENTANTE /
) i My,

liv; 0560 COMPACT,
4 / I

LAMINULAS INTERSTICIAIS

3 LAMINULAS CIRCUNFERENCIA!S
INTERNAS

——————— VASO SANGU!NEO

NN\ 7 .
- 4/// %Bf‘ il

}f CANAIS DE VOLKMANN CANAL DE HAVERS
‘ E//////ﬁe

VASOS SANGUINEOS NA MEDULA OSSEA

* ENDOSTEO

Figura 3. 8 - Esquema tridimensional mostrando o aspecto em corte longitudinal e
transversal da diafise de um osso longo adulto. Este esquema mostra as relacdes entre os
vasos sangiiineos do periosteo, os canais de Volkmann, os sistemas haversianos e a
cavidade da medula 0ssea (Ham, 1965), adaptado.
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3.6 - Estudo dos enxertos 6sseos, precursores dos implantes ceramicos.

O interesse nos implantes 0sseos, principalmente de material autélogo (Ex. o receptor € o
proprio doador) € justificado pelo sucesso em termos clinicos que essa metodologia alcanca e
para entendimento no desenvolvimento de biomateriais devido ao problema de
disponibilidade desse material, desconforto causado ao paciente, e custos.

Os enxertos 0sseos sdo colocados de modo a que cada um de seus extremos se adapte bem ao
tecido 6sseo vivo dos fragmentos que deve unir. A ilustracdo 3.7 mostra que as células
osteogénicas e osteoblastos percorrem uma pequena distdncia até a extremidade morta do

leito do enxerto.

Evolucao de um enxerto num osso compacto

ST

L il um

L

1M

\W*

| I

Figura 3. 9 - Esquema com as fases de evolu¢io de um enxerto na forma de um bloco de
cortex cortado, livre de seu suprimento sangiiineo e colocado novamente no ponto lesado
(Ham, 1977), adaptado.
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Depois que o enxerto uniu-se ao seu osso hospedeiro, ele ¢ lentamente reabsorvido e
substituido por osso novo. A reabsorcdo ocorre em dois pontos gerais: 1) na superficie,
externa do transplante, entre as dreas nas quais as trabéculas de osso novo se fixaram; 2) na
superficie interna dos canais haversianos. Os vasos sangiiineos funcionais sao tao necessarios
para a reabsorcdo como para a deposi¢do e manutencdo do osso. Assim, pequena € a
reabsor¢do que pode ocorrer nas superficies internas dos canais haversianos de um
transplante, até que existam vasos funcionais nesses canais. O crescimento dos novos vasos
sangiiineos nos canais haversianos do transplante estd associado com a reabsor¢do do 0sso
morto desses canais ¢ também com a deposi¢do de novo osso nos pontos onde eles vao
atravessa-la. Esses dois processos agem simultaneamente no exterior do transplante e nas
extremidades mortas do leito do enxerto; assim, em pouco tempo o transplante e a
extremidade do leito se tornam um aglomerado de 0sso vivo e morto. A medida que a por¢io
morta de um osso compacto vai sofrendo irregularmente a erosdo em diferentes pontos de sua
superficie externa, e seus canais haversianos se tornam abertos pelo processo de reabsorgao,
comega a assemelhar-se tanto a um 0sso compacto como a um 0sso esponjoso. Pode-se
imaginar que os ostedcitos num 0sso esponjoso transplantado tenham mais probabilidade de
sobrevivéncia do que os de um 0sso compacto.

O tecido 6sseo esponjoso € o compacto aparecem juntos na grande maioria dos ossos dos
vertebrados (Cohen, 2000) (Rhinelander, 1972). As células mesenquimatosas indiferenciadas
além da capacidade de se mover através dos tecidos, tém o potencial de se dividir rapidamente
e se diferenciar em cé¢lulas especializadas do tecido musculo esquelético; como exemplo, em
células de cartilagem, osso, tecidos fibrosos densos ¢ musculos (Ralph E. Holmes, Lemperle
et al., 2001). Sendo o tecido dsseo altamente vascularizado, todo o esqueleto recebe a cada
minuto 10% de todo o débito cardiaco, o que revela a importancia de uma eficaz irrigacao
sangiiinea Ossea, para oferecer nutrientes basicos essenciais para a adequada sintese de

colageno.

3.6.1 - Outros agentes promotores da mineralizacio dssea

Alem do colageno (Junqueira, 2004), outras proteinas participam do processo de inicia¢do da
mineralizacdo dssea, que corresponde a ligagdo do componente mineral a matriz protéica. Na

fase inicial ocorre um contato intimo, estreito, da hidroxiapatita com as fibrilas do colageno,
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situando-se em locais especificos que sdo denominados “buracos”, isto €, espagos que existem
entre as fibrilas que compdem a tri-hélice do colageno. Essa disposicao arquitetural sobre a
matriz protéica basica resulta em um produto bilamelar, que € responsavel pelas propriedades
mecanicas do 0sso, sendo, portanto, capaz de resistir a todo tipo de estresse mecanico. (Lakes,
1993)

Ha um nimero de matrizes protéicas que se encontram com alguns ou todos os critérios para a
regulacdo inicial de deposi¢cao do mineral constituinte do osso e a proliferacdo desses cristais
minerais. A importancia dessas proteinas no processo de mineralizagdo pode ser caracterizada
por: (i) Distribuicdo: A proteina deve estar presente na linha de frente da mineralizagdo, ou
como nucleadora ou como reguladora do crescimento dos cristais. (i1) Modificacao: A
proteina deve ser modificada, sintetizada, ou removida com o inicio da mineralizacao (Boskey

e Paschalis, 2000).

3.6.2 - Vascularizacio e resposta 6ssea as tensées mecanicas.

A circulagdo sangiiinea tem uma importancia singular dentro e em torno do osso, e esta
diretamente envolvida nas mudangas ocorridas nele devido a dependéncia das tensdes por ele
sofridas. O osso trabalha dentro de uma estreita faixa de tensdo; ainda sua biologia é muito
sensivel para os niveis de tensdo, que promove alteragdes na quantidade de osso com objetivo
de atender aos esforcos sofridos em diferentes regides ao longo do osso promovendo dessa
forma uma adaptacao funcional. Com isso sua equagdo constitutiva ¢ linear com respeito a
tensao, e a relagdo tensdo-deslocamento ¢ também linear, mas ¢ anisotropica. Portanto, o 0sso
¢ um 6rgao que pode ser mudado, cresce, e sofre remogao e reabsor¢do em sua estrutura pelo
estimulo mecanico, envolvendo células osteoclasticas e osteoblasticas e depende da

capacidade nutritiva auxiliada pela vascularizac¢ao. (Fung, 1993).

Tabela III. 7 - Anisotropia do osso nas regides da diafise e metafise da parte cortical de
um 0sso longo (Fung, 1993).

p (g/lem’) | Modulo de Young Longitudinal | Modulo de Young Transversal
(MPa) (MPa)
Diafise 1,95 17.000 11.500
Metafise | 1,62 9.650 5.470
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3.6.3 - Fatores reguladores do tecido 0sseo.

Considerados como estoque de calcio, os 0ssos sdo estimulados por diversos tipos de
proteinas morfogenéticas que influenciam o seu desenvolvimento e regeneragao (Silva, 2003).
A enorme influéncia do calcio sobre as células excitaveis, especialmente as células cardiacas,
obriga o organismo a manter a concentragdo do ion dentro de limites bastante estreitos, ja que
variagdes relativamente modestas dessa concentracdo podem causar arritmias cardiacas
graves. A concentragcdo de célcio no espago extracelular ¢ normalmente mantida entre 2,2 e
2,6 mmol/l (0,88 a 1,05 g/l), gragas a agdo integrada de trés agentes reguladores(Miyashiro e
Hauache, 2002), que sdo:

1 - 0 Paratormdnio (PTH) (principal regulador da [Ca*'] extracelular);

2 - a vitamina D;

3 - e, em menor grau, a calcitonina (CT).
O PTH ¢ utilizado para impedir variagdes bruscas da concentracdo extracelular de calcio e
atua de modo adequado para limitar a perda (ou o ganho) de célcio do organismo como um

todo (Miyashiro e Hauache, 2002; Widmaier, Raff ez al., 2005).

3.7 - Andaime ou Scaffold — Matriz extracelular temporaria para o crescimento 6sseo.

Qualquer tecido do organismo vivo consiste de uma matriz com um ou mais tipos de células.
A matriz ¢, in vivo, um alojamento para as células, e providencia para elas uma arquitetura
especifica e ambiente tecidual apropriado. Mais detalhadamente, ela serve como um
reservatorio de agua, nutrientes, citosinas, fatores de crescimento. Nesse sentido, para
restaurar fungdes ou regenerar tecidos, surge a necessidade de um scaffold (andaime) que atue
temporariamente como matriz para auxiliar na proliferacdo celular e deposi¢do da matriz
extracelular, com conseqiiente progressiva troca por uma estrutura regenerada e reconstituida.
Os scaffolds funcionais sdo essenciais para algumas solugdes da bioengenharia. Em muitos
casos o scaffold ideal deve ser biodegradavel numa velocidade que valorize o rapido

crescimento do tecido do anfitrido. Especificamente, os scaffolds da engenharia tissular 6ssea
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devem também possuir a osteocondutividade de modo que eles se degradem, e a integridade

estrutural do composto seja mantida (Ratner, Hoffman ez al., 2004; Stevens e George, 2005).

A figura 3.10 mostra uma matriz sintetizada artificialmente para tecido dsseo (scaffold)

Figura 3. 10 - (A) Imagem em 3-D por Tomografia Micro-Computorizada (MCT) de um
scaffold de HAP poroso fabricado por slip-casting (sc), (B) Micrografia por MEV
demonstrando uma interconetividade aleatoria dos poros em um scaffold de HAp, (C)
imagem de um scaffold de PDLLA fabricado usando o processo de sc com CO2 e (D) de
um scaffold de PDLLA (M.M.C.G. Silva, L.A. Cyster et al., 2006).

3.7.2 - Interface entre os scaffolds ceramicos e as células.

O scaffold ceramico foi idealizado para contribuir no controle do comportamento da célula.
Os muitos e diferentes tipos de informagdes codificadas dentro de um ambiente extracelular
combinam entre si e configuram as atividades celulares, mantendo a diferenciacdo de seus
respectivos tecidos. As mudangas no gradiente de sinalizagdo por essa codificagdo promovem
sinais especificos, e os receptores celulares distribuidos pela membrana celular percebem esse
sinal e responde com um comportamento direcionado. A figura 3.11 mostra como as células
podem ser sensibilizadas pelas caracteristicas fisicas tridimensionais do scaffold. Pode-se
observar que os receptores celulares serdo ativados de modo diferente nas estruturas A, B e C.

A resposta dessa célula serd também diferente. Células diferentes também podem ser
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sensibilizadas pelo mesmo conjunto codificado do scaffold, mas de maneiras diferentes,

dependendo do complemento dos seus receptores (Hench e Polak, 2002).

A B C
Scaffold Microporo Scaffold Microfibra Scaffold Nanofibra

Arquitetura do
Scaffold

Ligacdes da
célula

Figura 3. 11 - A arquitetura do scaffold afeta a ligacio e o espalhamento celulares
(Stevens e George, 2005).

3.7.3 - Recuperacio do tecido 0sseo.

Como vimos, as células podem ser afetadas pelo tipo de matriz em que elas se relacionam. A
manutencao da vascularizacdo da regido ¢ um outro fator importante para a regeneracao do
tecido no espago critico do defeito (auséncia de tecido 6sseo). O uso de material ceramico de
fosfato de calcio (hidroxiapatita, B-TCP, etc) e morfologia desse biomaterial, granulos, fibras,
scaffolds sao hoje bem pesquisados para a recuperagao do tecido 6sseo (Daculsi, Laboux et
al., 2003). Assim, o conceito de regeneracdo pela técnica de prote¢do da parte ferida
especifica trés condig¢des para o sucesso da cura: adequada vascularizagdo com suprimento de
sangue, a presenca de células formadoras de tecido 6sseo, e a protecdo do espago a ser
regenerado para que a cura ocorra. A figura 3.12 exemplifica esse conceito e mostra uma
membrana rigida e porosa, que preserva o espaco para a regeneracao do tecido 6sseo, bem
como ndo permite a formagdo de células Osseas a partir do tecido mole da vizinhanga, mas
permite que o fluxo de células formadoras de osso entre pela vizinhanga do tecido mole.

(Ralph E. Holmes, Lemperle et al., 2001).
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Membrana rigida
e porosa

Figura 3. 12 - Esquema ilustra um espaco protegido para garantir a regeneracio do
tecido 6sseo (Ralph E. Holmes, Lemperle et al., 2001).

Para o reparo de defeitos Osseos, a engenharia de tecidos busca a combinagdo de células
osteogénicas (ex. formadoras de 0sso), ativadas por uma apropriada matéria para estimular a
regeneracgao e o reparo 0sseo. Células tronco mesequimais humanas quando combinadas com
fosfato de célcio bifasico na propor¢ao de 60% de hidroxiapatita e 40 % de TCP (em peso),
tem mostrado induzir a formacao de osso em grandes defeitos de ossos longos. Entretanto a
baixa remodelagem desse material levou a Alrinzeh (Arinzeh, Tran et al., 2005) a alterar essa
relacdo de composi¢do para 20% de HAp e 80% de TCP. Esse estudo demonstrou que essa
nova relacdo estimula a diferenciagdo osteogénica das células tronco como determinado pela
expressao do osteocalcio. Cimentos de fosfato de calcio (CPC) sdo considerados altamente
promissores para uso clinico devido a habilidade de configuragdo in situ, excelente
osteocondutividade e capacidade de reposi¢ao ossea. Entretanto, o baixo limite de resisténcia
desse material faz com que ele seja empregado em locais onde ndo seja exigida resposta de
esforco mecanico. A combinacdo do CPC em camadas espessas com camadas macroporosas
(= 180 um) permitiu um desempenho satisfatorio de flexibilidade sob esforcos mecanicos e
permite a infiltracdo celular, crescimento do tecido e reabsor¢do do implante (Xu, Burguera et
al., 2007). Materiais de HAp implantados apenas com estrutura macroporosa (250mm a
350mm) se mostram similares aos do osso esponjoso. O comportamento mecanico dos

scaffolds esta ligado ao tamanho do poro e a porosidade desse material, mas microporosidade
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possui um papel importante no crescimento e resposta mecanica do osso (Woodard, Hilldore
et al.,2007).

A aplicagdao de compositos constituidos de hidroxiapatita/fosfato tricalcio (HAp/TCP) como
particulas em suspensdo por um hidrogel endurecedor — Si-hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC) misturado a células oteogenicas possui resposta como um reparador o0sseo
osteoindutor (Trojani, Boukhechba et al., 2006).

A criacdo de scaffolds com arquitetura precisa € um recente avango com uso de projeto em
trés dimensdes (3D) por computador (figura 3.13) e de ferramentas automatizadas para
escultura de formas livres. Essas ferramentas juntas possibilitam a elaboracdo de um scaffold
projetado com todos os detalhes das propriedades mecanicas e de regeneragdo do tecido 6sseo.
O objetivo € permitir a impressao (colocacdo pontual) de células e biofatores para alcancar o
scaffold ideal (Hollister, 2005). A habilidade de diagramar materiais ceramicos em trés
dimensdes (3D) ¢ critico no aspecto estrutural, funcional e biomédico. Essa habilidade ¢
suportada por métodos de fabricacdo que usam esses controladores de movimento transversal
computadorizados para se reproduzir a forma geométrica projetada, oferecendo também a
possibilidade de criar ceramicas em 3D com variacdes locais de estrutura, composicdo e
propriedades que ndo seriam possiveis de serem obtidas de outro modo (Lewis, Smay et al.,

2006).

Figura 3. 13 - A seqiiéncia de imagens representa os passos de processamento requeridos
para otimizar o scaffold de hidroxiapatita (HAp) que foi ajustado na parte danificada da
mandibula do paciente: A imagem obtida da mandibula danificada por tomografia
computadorizada (esquerda) possibilita o projeto da parte a ser restaurada (centro) e
uma estrutura peridodica porosa de HAp é reproduzida (direita) (Lewis, Smay et al.,
2000).
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Estudos dos processos tumorais nos tecidos podem ser realizados pela investigagdo com
materiais porosos tridimensionais (3D) impregnados com células carcinogénicas e em
conjunto (figura 3.14), pela investigagdo do comportamento de drogas utilizadas no
tratamento cancerigeno. Scaffolds altamente porosos produzidos a partir do polimero sintético
poli(lactideo-co-glicosidio) (PLG) propiciam um sistema de cultura celular em 3D para serem
aplicados em ensaios in vitro bem como in vivo. Esses scaffolds sao facilmente produzidos,
manuseados e atendem ao uso em grande escala. Esse polimero foi utilizado para a
investigacdo do potencial maligno das células cancerigenas nas relagdes entre essas células
tumorais em um ambiente microestrutural 3 D controlado (Fischbach, Chen et al., 2007). A

figura abaixo mostra a aplicagdo do scaffold PLC nos estudos in vitro e in vivo.

scaffold PLC in vitro in vivo

Figura 3. 14 - Scaffold 3D do polimero PLG semeado com células cancerigenas
(esquerda). Corte transversal do tumor célula — polimero crescido in vitro (centro) e in
vivo (direita). (*) indica fragmentos do scaffold polimérico. (Fischbach, Chen et al., 2007)

3.7.4 - Breve revisao dos materiais empregados na obtencio de ceramicas porosas de
fosfatos de cacio neste trabalho.

A estratégia promover a sinterizagdo para obtenc¢ao de ceramicas a base de fosfato de calcio
pode ser alcangada com aplicagdo de aditivos. Carbonatos dos elementos quimicos das
colunas IA e ITA da tabela periddica, como o sddio (Na), potéssio (K) e, Litio (Li) sdo comuns
como matérias primas para vidros e ceramicas. Carbonatos de dlcalis sdo comparativamente
estaveis e se fundem sem sofrerem decomposicdo, com a excecdo do Li,COs que ¢

termicamente estdvel somente at¢ 600 °C e funde a 726 °C, enquanto ja esta sendo
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parcialmente decomposto. Diferentemente, o CaCO3; se decompdem em CO, e CaO, com
reacao de entalpia AH,s°c = 178,4 kJ (42,6 kcal) por mol. A decomposicao do MgCOs3 ocorre
substancialmente em baixas temperaturas e sua pressdo de dissociacdo atinge a pressao
atmosférica entre 400 a 480 °C e entalpia de: AHys°c = 121 kJ (28,9 kcal) por mol. A
decomposicao térmica do Na,COs se torna distinta, acima do ponto de fusdo (851 °C), onde o
NayCOs liquido se decompde em o NayO liqliido e CO; gasoso. O 6xido de sédio permanece
em solucdo e, quando a concentracdo desse o0xido aumenta, ele ¢ vaporizado na forma de
sodio gasoso e oxigénio. Comparado com o Na,O e K,O, que sdo decompostos para seus
elementos quimicos durante a vaporizagdo, o oxido de litio, Li,O ¢ mais estdvel e suas
moléculas predominam na fase de vapor. O K,COs funde a 891 °C e ¢ fornecido sob a forma

de potassio hidratado (Hlavac, 1983).

3.7.5 — Citotoxidade - Testes de Difusao em Agar (ASTM-F895)

Monocamadas celulares da linhagem 1929 de tecido conjuntivo de camundongo sao
cultivadas em placas de Petri de 35 mm na presenca de RPMI 1640 e 5% de soro fetal bovino
(SFB) e incubado por aproximadamente 48 horas, a 37°C e 5% de CO,. Apés a obtengdo da
confluéncia adequada, o meio de cultura liquido € substituido pelo meio de cobertura so6lido
composto de partes iguais de meio concentrado (2x) e agar Noble (3%). Amostras dos
controles negativos (polietileno de alta densidade e/ou disco de filtro atoxico) e positivos
(latex e/ou filtro atoéxico embebido com solucdo de fenol) e do material-teste sdo colocados
sobre a superficie do meio de cobertura solido e incubados por um periodo de 24 horas para
avaliagdo de suas propriedades citotoxicas. Componentes toxicos porventura presentes no
material-teste podem difundir-se pelo meio de cultura, formando um gradiente de
concentracdo e afetando as células localizadas a diferentes distancias da amostra. Apds a
delimitagdo da area de contato das amostras na superficie externa das placas, essas sdo
removidas e as células expostas a uma solugao do corante vermelho neutro (VN) que ira corar
as intactas. O indice de zona (IZ), que corresponde a area ou zona clara onde as células nao
foram coradas pelo vermelho neutro, e o indice de lise (IL), que indica a porcentagem de
células degeneradas ou afetadas dentro da zona de toxicidade, sdo relacionados para fornecer
o indice de resposta (IR) através da expressdao IR= IZ/IL. As amostras sdo avaliadas em

triplicatas em cada um dos experimentos realizados (Goes, Lopes et al., 2006)

29



Capitulo 4: Materiais e Métodos

Neste capitulo estdo descritas as técnicas de caracterizacdo e protocolo para experimentos in

vitro utilizados neste trabalho, representados resumidamente pelo fluxograma abaixo:

Processo para obtencao de Ceramica Porosa

Selecdo da matéria-prima

P6 de Hidroxiapatita
Sintética BCP
(comercial)

A

A

Hidroxiapatita
Orgéanica — Osso
Bovino Calcinado

Aditivos:
Carbonatos
Alcalinos

Calcinacao
a

Preparacao

750 °C

Ajuste de

> das
\ composicoes

M pH com Prensagem de
oagem acido pastilhas
Gl ,g UL fosforico
de agata i
Sim
Sinterizagao
1050 °C - 1350 °C
CCerémica Porosa>
A
Caracterizacdo das pastilhas
- - Microscopia éptica
Citotoxidade: Porosimetria (Hg)
o o MEV/EDXA
Teste in Vitro Fluorescéncia

Biocompativel ?

Difracao de raios - X

A

Artigos;
Dissertacao

Teste in Vivo
(Trabalhos Futuros)

C

D
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4.1 - Selecio e preparacio das matérias-primas empregadas na elaboracio das

ceramicas porosas.

A obtencdo de uma matéria-prima composta com hidroxiapatita deve atender as normas
ASTM F1088-04a ¢ ASTM F1185-03, que sdo as respectivas especificagdes para o beta-
fosfato tricalcio e hidroxiapatita aplicados como implante cirtirgico. Foram escolhidos para o
caminho na obtenc¢do de scaffolds os fosfatos de calcio de origem bovina e os compostos de
origem sintéticos genericamente denominados fosfatos de célcio bifasico (BCP).

Foram coletados ossos da tibia e do fémur de bovinos, provenientes de animais adultos, no
comércio varejista de carnes. A hidroxiapatita de origem comercial foi utilizada nas fases
onde o desenvolvimento dos scaffold, para este trabalho, estava mais consolidado. A tabela
IV.1 retne as principais matérias primas empregadas neste trabalho Os aditivos foram
empregados com objetivo de facilitar a sinteriza¢do pela formagao de fase liquida e contribuir

no aumento da porosidade e do tamanho dos poros.

Tabela IV. 1 — Matérias Primas

Matéria Prima Descricao Fabricante

Y P¢ de fosfato de BCP = hidroxiapatita | INSIDE Ceramicas
calcio bifasico (Ca;9(POys(OH);) + | Avancadas Ltda
sintetizado B-TCP (Ca3(PO4)2

X P6 de osso bovino Calcinado (750 °C) Osso bovino obtido

no varejo.

Li,CO3 Carbonatos alcalinos | Litio Vetec

K,CO; (P.A) Potassio Merck

Na,CO; Sédio Merck

CaCO; Calcio Merck

Mg COs; Magnésio LabSynth

(NH4);PO4 3H,0 Fosfato (P.A.) Amonio Hidratado Riedel-de Haén

A hidroxiapatita, com composi¢do quimica estequiométrica de Ca;o(PO4)s(OH), associada aos

aditivos que formam o sistema CaO-K,0-MgO-Li,O (CaCOs; - K,COs; — MgCO; —

Li,CO;3), sdo levados ao forno para que esta mistura seja sinterizada pela formacdo de fase

liquida que permite a unido dos graos do p6 do fosfato e calcio e também, a liberagcao dos
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gases que contribuem no aumento da porosidade. O fosfato pensado para ser introduzido

como aditivo no sistema ¢ proveniente do fosfato de amonio tri-hidradado (NH4);PO4 3H,0.

4.2.1 — Tratamento témico do osso bovino para obtencao de fosfatos de calcio.

Os pedagos de osso bovino, adquiridos no varejo de carnes (frigorifico), foram calcinados em
mufla, a 750 °C por um periodo de 1 hora para serem utilizados como fonte de fosfato de
calcio na produgao de pastilhas ceramicas. Para isso foi empregado uma mufla com resisténcia
elétrica, da marca Lavosier, modelo 402 D, a 750 °C. Os ossos utilizados foram cortados em
pedacos com lamina de serra elétrica e em seguida as partes moles internas e externas foram
removidas. A preparagdo do p6 do osso calcinado foi realizada por maceragdo manual dos
pedagos do osso durante 10 minutos em grau de agata até se obter um po6 fino com
granometria irregular.

O valor do pH obtido do pé em 4gua deionizada tipo mili-Q foi medido pelo leitor de pH da
OAKTON, modelo pH 100 series.

Foi realizada uma investigacdo do comportamento da porosidade do osso bovino por
porosimetria de mercurio, quando estes foram tratados termicamente entre 500 °C e 1350 °C
sendo que em mufla até¢ 1050 °C e para a temperatura de 1350 °C, por forno da marca Oga que

opera com resisténcia elétrica de carbeto de silicio (SiC).

4.2 —Producio de pastilhas.

Para producdo das pastilhas foram projetadas trés matrizes em ago-carbono temperado e
revenido, com os didmetros internos de cinco, dez, vinte e cinco milimetros. Apenas as

matrizes de dez e vinte e cinco milimetros foram utilizadas. A figura 4.1 mostra uma matriz

para confec¢do de pastilhas com 25 mm de diametro.
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Figura 4. 1 - Matriz para confec¢ao de pastilhas cerAmicas com diimetro de 25 mm.

Foram usados dois lotes de pé de osso calcinado X e X2 produzidos no laboratorio e o po
comercial para a elaboragdo das composi¢des, apresentados na tabela IV.2. As composicdes
foram prensadas, num primeiro estagio, com carga aplicada de duas toneladas. As prensagens
das pastilhas nos estagios seguintes foram com carga de uma e quatro toneladas. Essa variagao
da carga nas matrizes foi para investigar a contribuicdo da pressdo na sinterizacdo, apesar
desta se comportar com a formacgdo de fase liquida, do p6 com tamanho grdo obtido por
maceracgdo. Para obter pastilhas com espessura de aproximadamente 2 mm, as misturas dos
p6s foram pesadas em balanca digital, marca TEPRON modelo Mark 500 (classe II), sendo 2g
(dois gramas) para a matriz de 10 mm de didmetro e 3g (trés gramas) para a matriz com 25

mm de didmetro.

Tabela IV. 2- Composicio das misturas para fabricacio das pastilhas.

Com:DOSi' X X2 Y NCIZO K20 MgO P205 ngO
§do. % % Peso % Peso % Peso % Peso % Peso % Peso % Peso
Peso
1 90 10 0 0 0 0
2 85 10 0 0 0 5
3 50 0 0 0 0 50
4 80 10 5 0 0 5
5 80 10 2.5 0 5 2,5
6 80 10 2,5 2,5 2,5 2,5
7 70,5 25 1,8 0,2 0 2,5
8 70,5 25 1,8 0,2 0 2,5
9 70,5 25 1,8 0,2 0 2,5
10 80 10 5 0 0 5
11 87 10 1,8 0,2 0 3
12 88 10 1.8 0,2 0 0
13 87 10 1.8 0,2 0 3
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Os carbonatos alcalinos estao representados pelas proporc¢des dos seus respectivos 0xidos.

4.3 - Sinterizacao

As pastilhas foram sinterizadas em fornos elétricos do laboratério de cerdmica do STQ-
CETEC. Uma mufla de resisténcia de elétrica (Cr-Ni) foi utilizada para o experimento de
sinteriza¢do nas temperaturas de 750 °C e 1050 °C, com taxa de aquecimento de 5 °C/min. Um
forno Oga, com resisténcias de carbeto de silicio (SiC), do mesmo laboratorio, foi utilizado
para o experimento de sinterizagdo a 1350 °C, também com taxa de aquecimento de 5 °C/min.
Os fornos foram desligados 1 h e 4 h (uma hora e quatro horas) apos atingirem a temperatura
escolhida. As amostras foram retiradas quando os fornos estavam a temperatura ambiente.

A sinterizacdo por fase liquida ocorre quando em uma determinada temperatura surge uma
fase liquida que molha todas as particulas do pd. Essa fase normalmente ¢ obtida com adicao
de materiais fundentes. Isso minimiza os problemas de compactagdo causados pela
irregularidade no tamanho das particulas do pd. Ja na sinterizagdo comum, essa irregularidade
pode afetar a compactacdo e posteriormente na sinterizagdo de pos sem agentes fundentes.
Neste trabalho, o pd fui produzido por duas técnicas; maceragdo com produgdo de um pdé com

uma variagdo maior no tamanho da particula e pelo moinho Shater-Box.

4.4 - Porosimetria por Intrusido de Mercurio (PIM)

A tabela IV.3 mostra os parametros do ensaio de PIM que foram realizados no laboratério de
porosimetria do STQ-CETEC. O porosimetro utilizado foi o Autopore IV, Modelo 9220
marca Micromeritcs Instrument. Os penetrometros escolhidos para o ensaios de PIM foram o
de 3 ml para pastilhas sinterizadas e de 5 ml para fragmentos de osso bovino da parte cortical
da tibia. Foram realizados ensaios de PIM para os fragmentos de ossos tratados termicamente
nas temperaturas de cru, 100 °C, 120 °C, 500 °C, 750 °C, 1050 °C e 1350 °C, sendo que para
analise neste trabalho, somente foram consideradas as amostras tratadas termicamente com
temperatura igual ou superior a 500 °C, por essas terem sido consideradas osso calcinado.
Todas as composicdes que formaram pastilhas sinterizadas foram investigadas na técnica de
porosimetria de mercurio. Sendo que, foram considerados apenas os resultados validados pela

técnica. Foram selecionadas 6 amostras sinterizadas de cada composi¢ao para os ensaios.
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Tabela IV. 3 Parametros utilizados nos ensaios de porosimetria

Porosimetro Autopore IV-Modelo 9220 V3.05 - Micromeritcs Instrument

Pressdo de vacuo 0-345Pa
Baixa pressao: Tempo de vacuo 5 min
Diémetro do poro: 360 a 3,6 pm  Pressdo de merctrio (Hg) 3,447 kPa

Tempo de equilibrio 10s

Alta pressao: Tempo de equilibrio 10s
Diametro do poro: 6 a 0,003 um
Pressdo maxima 413,685 MPa
Angulos de contato (valores foram aferidos por amostra) 130° até 154° ( ver resultados)
Tensao superficial do mercurio 48,5 N/m”
Evacuagdo mecanica 6,6 Pa
Densidade do mercurio 13,5355 kg/1 (25°C)

4.4.1 - Medida do angulo de contato (AC)

O angulo de contato ¢ uma variavel solicitada pelo ensaio de porosimetria de mercurio. Ele
interfere no calculo do tamanho do poro. Para medir o valor do angulo de contato pelo método
da gota estatica, foram realizados ensaios onde as amostras eram fotografadas, como mostra a
figura 4.2, com uso da camera digital Panasonic modelo com 9200M Pixels e zoom optico de
10x. As imagens foram analisadas como auxilio do aplicativo Autocad 2006 da AutoDesk. O
angulo de contato foi obtido pela medida do angulo formado pela da tangente no ponto onde
uma elipse desenhada ao redor da gota intercepta a reta que define a interface liquido — solido
do sistema. O ajuste da elipse ¢ fungdo da forma elipsoidal que a gota adquire em contato com

o substrato.
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Figura 4. 2 - Figura Angulo de Contato obtido pela fotografia da gota sobre o substrato.
A esquerda, tem-se uma gota de agua sobre uma pe¢a em aco inox (passivado), angulo de
contato igual a 90°. A direita, é mostrado o cilculo geométrico do dngulo de contato
formado pela da tangente do ponto da interface entre a gota de mercurio depositada
sobre o0 mesmo substrato de aco resultando em AC=134°.

Temperatura de ensaio T = 16°C.

Etapas adotadas para se medir o valor do angulo de contato por registro fotografico:
a. Preparar a superficie da amostra de forma plana, inclusive nas bordas
b. Limpar a superficie sem alterar as propriedades do substrato.

c. Secar em estufa a amostra.

&

Escolher o liquido da gota desde que esse liquido ndo reaja quimicamente com
a superficie da amostra.
e. Devido a sua volatilidade (Webb e Orr, 1997) e toxidade (Azevedo,2003)
medidas de AC utilizando o mercurio metalico, devem ser realizados em capela
e ambiente resfriado.
f. Ferramentas: Maquina fotografica digital com zoom, aplicativo de CAD e
pipeta descartavel.
Nota: Método de medida AC da gota estatica com uso de aplicativo de CAD e fotografia
digitalizada (Vaz e Cardoso, 20006).

A aferigdo desse método foi através do angulometro da Micromeritics modelo 1501:
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O calculo de AC com esse aparelho foi realizado com o uso do micrometro do anguléometro. O
valor da maior medida da altura foi aplicado na equacdo proposta nos trabalhos de
Shulbert,1968 in (manual of anglometer 1501 — Micromeritics) e Heertjes, PM and Kossen,
NWEF, Powder technol. 1, 33 (1967), in (Weeb and Orr, 1997).

4.5 - Microscopia:

A investigacdo Optica das caracteristicas dos poros das pastilhas obtidas no processo de
sinterizacdo foi realizada pelo uso de microscopio Optico de luz transmitida e uma
visualizagdo espacial desses poros, feita por esterioscopio (lupa). A tabela IV.3 mostra os
parametros de microscopia aplicados para caracterizar as pastilhas constituidas somente com o
as matérias primas de fosfato de célcio puro e com as sinterizadas com misturas de aditivos

para possibilitar a formacao de fase liquida e aumento da porosidade interconectada.

Tabela IV. 4 - Parametros de microscopia

Instrumento Fabricante Acessorio: Ensaio

Lupa Micronal Camera Fotografica Digital Sony Aumento 100X
Microscopio  Leica Camera Digital Colorida JVC Luz Transmitida
Optico Aumento 100X

4.6 - Difracao de Raios X

O ensaio das amostras (tabela IV.5 ) foi realizado pelo equipamento DRX6000 da
SHIMATZU foi executado com o difratdmetro equipado com anodo de cobre. A varredura 20
foi efetuada nas seguintes condigdes: continuo; velocidade de 2,00°/min; passo de 0.02°;
limites compreendidos entre 4° a 80°.

Condigdes de operagdo: Voltagem do gerador de raios —X, 20kV; intensidade de corrente do
gerador de raios-X, 2mA; poténcia de 1,8kW. A identificagdo de fases cristalinas foi feita com

base no banco de dados de raios_ X, PDF (Powder Diffraction File) da ICDD (Icdd, 2000).
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Tabela IV. 5 — Amostras utilizadas para o ensaio de DRX

Amostra Descrigao Ensaiol  Ensaio 2 (Método
Rietveld)
X Amostra de 0sso bovino calcinado (macerado) 30 min. 16 horas
X2 Amostra de osso bovino calcinado (shater box) 30 min Nao realizado
Y Amostra comercial (BCP) 30min 16 horas
P11 Pastilha de composicao 11 (X + aditivos) 30 min 16 horas
P13 Pastilha de composic¢do 13 (Y + aditivos) 30 min 16 horas

4.6.1 - Método Rietveld (MR)

O M¢étodo Rietveld (Young, 1996) permite o refino na analise da estrutura cristalina de forma
a fazer com que o difratograma calculado com base em estruturas cristalinas definidas, se
aproxime da estrutura real. O difratograma observado deve ser obtido num processo de
varredura passo-a-passo com incremento do valor do angulo 260. O ensaio de DRX para
aplicagdo do MR foi realizado com passo de 0,02 graus e velocidade de 15 segundos por passo
com uso de monocromadores ¢ filtros. O dados do ensaio foram processados com o auxilio do
aplicativo FullProf Suite (Fullprof, 2007). A tabela IV.4 apresenta as amostras escolhidas

para que foram analisadas por este método.

4.7 — Fluorescéncia de raios-X:

O espectrometro de fluorescéncia de raios-X ¢ um instrumento que determina quantitativa ou
semi-quantivamente os elementos presentes numa determinada amostra. Isto € possivel através
da aplicacao de raios-X na superficie da amostra e a posterior analise dos fluorescentes raios-
X emitidos. Foi utilizado o espectrometro por energia dispersiva EDX-800 da SHIMATZU
com capacidade de determinagdo do carbono C ao uranio U (z=6 — 92), para a analise das
amostras com os parametros conforme indicado na tabela IV.6. As matérias primas de fosfato

de calcio X, X2 e Y bem como as pastilhas PX ¢ PY , P11 foram analisadas. Além destas,
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fragmentos do osso calcinado precursores dos pos de origem organica, também foram
analisados para identificar a origem da presenca de metais bivalente na amostra X2, detectada

no ensaio de florescéncia de raios-X.

Tabela IV. 6 — Parametros do ensaio de fluorescéncia de raios —-X

Tipo de analise: semi-quantitativa
Tubo de raios-X utilizado: rodio (Rh)

Uso de filtro: Nenhum
Ambiente do ensaio: Vécuo
Diametro do porta-amostra: 10 mm

4.8 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e EDS

A imagem eletronica de varredura ¢ formada pela incidéncia de um feixe de elétrons na
amostra, sob condi¢cdes de vacuo. A incidéncia do feixe de elétrons na amostra promove a
emissdo de elétrons secundarios, retroespalhados, assim como de raios X caracteristicos. A
imagem eletronica de varredura representa em tons de cinza o mapeamento e a contagem de
elétrons secundarios e retro- espalhados emitidos pelo material analisado. Ao MEV pode ser
acoplado o sistema de energia dispersiva (EDS) e também conhecida como técnica de analise
dispersiva de energia de raios-X, que possibilita a determinagdo da composi¢ao qualitativa ou
semiquantitativa das amostras, a partir da emissdo dos raios X caracteristicos. Os
equipamentos utilizados foram o JEOL — JCXA 733 para o MEV e o Micro analisador EXL-
link para o EDS. A tensdo utilizada no ensaio foi de 25 kV. A figura 4.3 mostra as amostras
tratadas com vaporizagdo de carbono para permitir a condugdo elétrica das amostras

ceramicas.
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Figura 4. 3 - Preparacio da amostras para analise no MEV. P6 da amostra X em fita (a)
e Pastilha da amostra PX (b), tratadas com vaporiza¢io de carbono. Suporte 1x1

4.9 - Testes de citotoxidade in vitro, Difusio em Agar (ASTM-F895).

A citotoxidade ¢ o efeito prejudicial ou nocivo ndo desejado induzido pelo biomaterial no
sistema da cultura de celulas in vitro (Marica, Sona Jantovaa et al., 2005). O teste de
citotoxicidade "in vitro" esta classificado na ISO 10993-1, como um teste de avalia¢do inicial
que utiliza técnicas de cultura de células (Daguano, Santos ef al., 2007) e a toxicidade celular
estd descrita pela ISO 10993-5.

O teste de citotoxidade foi realizado no laboratorio de Biologia Molecular, da Fundagao
Ezequiel Dias (FUNED) em Belo Horizonte. A cultura de células, esteriliza¢do (autoclave),
bem como a escolha do protocolo utilizado, foram os utilizados na rotina do laboratério. Para
o teste de citotoxidade, foi realizado o método de difusdo de Agar com o uso do indicador
Vermelho Neutro (VN) que foi colocado no topo de uma monocamada de células L929 e

incubado por 24 horas a 37 °C.
Os passos para esse ensaio de citotoxidade sdo:
1. Semear 10° células L929 por pogo, em uma placa de 6 pogos;

Lavar as placas com solugao salina, (soro fisiologico tampao, PBS);

Adicionar 3 ml de solugdo Agar, juntamente com vermelho neutro (VN);

Sl

Aplicar sobre o gel as amostras investigadas e o controle (mangueira de silicone

cortada transversalmente).
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Esterilizar as amostras: Autoclacagem ou Irradiagdo (as amostras podem perder as
caracteristicas fisico-quimicas nesta etapa. Portanto, deve-se averiguar qual
processo de esterilizacdo € o mais adequado.)

Incubar por 24 horas a 37 °C;

Observar ao redor das amostras os efeitos toxicos;

Graduar os efeitos tOxicos.
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Capitulo 5: Resultados e Discussao

5.1 - Producéo dos pés com hidroxiapatita.

A obtengao de fosfatos de calcio de matriz 6ssea € estimulada pelo alto custo da hidroxiapatita
comercial. O grama da hidroxiapatita sintetizada custa entre de seis a quinze reais (Sigma-
Aldrich, 2002). Optou-se pela produgdo de fosfatos de célcio facilmente obtido pela
calcinacdo de ossos de bovinos. O ponto de partida desse estudo foi investigar diferentes
misturas, buscando uma relagdo onde os aditivos e os pos de fosfatos de calcio promovessem
a sinterizacdo das amostras para suportar as exigéncias mecanicas, fisico-quimicas e de
compatibilidade bioldgica da pastilha porosa, detentora de poros interconectados onde o
tamanho desses poros seja capaz de acolher as células formadoras do tecido 6sseo.

O osso bovino teve a sua parte organica eliminada diretamente por calcinagdo, como mostra a
figura 1, em forno resistivo com tratamento térmico a 750 °C, em atmosfera oxidante (ar). Os
pedagos calcinados foram macerados em placa de agata. Observou-se apds a calcinagdo um
comportamento higroscopico do material, sendo necessaria sua armazenagem em ambiente

S€CO.

Figura 5. 1 - Osso Bovino, calcinado a 750 °C.

O estudo do potencial de hidrogénio (pH) em solugdo aquosa das amostras de pds de osso

calcinado a 750 °C (amostras X), do p6 do material comercial contendo a hidroxiapatita (Y) e
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da pastilha (PX) constituida somente com p6 de osso calcinado (p6 da amostra X) prensado
com cargas de quatro toneladas em matrizes de 10 e 25 mm tratadas termicamente a 1350 °C
para promover a sinterizacao foi realizado a fim de verificar o comportamento da pastilha ao
manuseio ¢ da dissolugdo da mesma em agua. Neste trabalho nao foram realizados estudos de
propriedades mecanicas. Para a hidroxiapatita ¢ esperado o consumo de prétons durante a
reacdo de dissolugdo dos fosfatos e o conseqiiente aumento do pH, como mostra a equagao

quimica 5.1 abaixo (Mavropoulos, 1999).

Cayo(PO4)s(OH), +14H™ — 10 Ca®>" +6H,PO,+2H,0 (5.1)

Medidas do pH mostradas na figura 5.2 indicaram que apds 48 horas as amostras detinham os
respectivos valores de pH estabilizados. O pd Y ficou estabilizado com pH=7,1 bem préximo
da faixa de pH do sangue humano (pH~7,25). Os p6s da amostra X apresentaram valores na
faixa de pH = 9 e a pastilha PX, produzida com esse po, apresentou um valor de pH=8. A
queda do pH da pastilha PX em relagao ao do pé da amostra X indica que a sinterizagdo
diminui a protonagem em solugdo aquosa, devido principalmente a diminuicao da area efetiva
da interface soluto/solvente. E conhecido pela fisiologia humana que o regime de estabilidade
do pH fisiologico do fluido interticial é controlado pelo proprio organismo e é executado por
mecanismo tampao, onde as variagdes de pH sdo corrigidas por um par acido — base que atua
como um estabilizador de pH (Paulev, 1999 - 2000). A tabela a V.1 mostra a legenda das

amostras cujo pH foi investigado:

Tabela V. 1- Legenda dos pos e pastilhas para testes de pH

Legenda Descri¢ido das amostras

Y P6 de fosfato de calcio bifasico sintetizado - Comercial (fornecedor externo)

X P6 de osso bovino calcinado (750 °C) macerado em grau de agata

X1 P6 de osso bovino calcinado (750 °C) macerado em grau de agata e lavado dgua destilada
(Temperatura = 100 °C)

X2 P6 de osso bovino calcinado (750 °C) moido no Shatter Box (com tragos de metais)

PX Pastilha Ceramica do p6 X sinterizado a 1350 °C

A condig¢ao de sinterizagdo da pastilha para fabricacao de ceramicas biologicamente aplicaveis
com patamar de pH fisiologico (pH=7,4) deve ser alcangada para que o implante ndo supere a

capacidade de manutencao local do pH fisiolégico pelos processos homeostaticos.
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Os valores de pH dessas amostras sdo apresentados na tabela V.2. Foram realizados 5 leituras

para cada amostra.

Tabela V. 2 - Valores de pH do p6 em meio aquoso (n=5)

Horas H,0 Y X X1 X2 PX
(h) pH pH pH pH pH pH
0 6,3 (x0,2) 7,6(x0,3) 9,8(0,3) 8,7 (x0,3) 10,4 £0,2 8,1 (x0,3)
4 6,6 (¥0,2) 7,5(x0,2) 9,2 (+0,2) 8,7(x0,3) 9,5 (0,2) 8,2(x0,2)
24  6,5(x0,2) 7,4(x0,2) 9,5(0,2) 8,9 (x0,2) 9,2 (x0,2) 7,8 (x0,2)
48  6,5(x0,2) 7,1(x0,2) 8,9 (0,2) 8,9 (x0,2) 8,9 (x0,3) 7,7(x0,3)

Os valores de pH dos pos de osso calcinado X, X1 X2 e da pastilha desse p6 de osso
calcinado PX estao muito longe dos valores pH fisiologico e mostram a necessidade de uma
correcdo do pH apoés a calcinacdo desses poés como matéria prima na produgdo de pastilhas
com pH fisiologico. Assim, pode-se constatar que o elevado pH em solu¢do aquosa desses
pos organicos tratados termicamente indicaram que o processo de calcinagdo do osso bovino

nessa temperatura produziu uma composicao de carater fortemente alcalino.

Ensaio de pH em fungdo do tempo

—m— H20 (Branco)
111 M
~v— X2
1 X
104\ Feol, e X1
\ v ‘\\\ — e PX
o] YrvTTTE R
- -3 *
gL B
jo:_ % ....................................... % ............................................................. _E
7 -
_/'/.\=
6
5 T T T T T T T 1

Horas (h)

Figura 5. 2 - Valores de pH das amostras dos pds de osso bovino tratado a 750 °C, do p6
comercial e de uma ceramica PX em meio aquoso obtidos em fun¢ao do tempo.
Temperatura do ensaio: 37°C
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Ainda sobre este estudo qualitativo, deve-se ressaltar que o p6 comercial possui um pH muito
similar ao da média do sangue humano, que estd na faixa de pH=7,25.

Depois desse estudo, motivado pelos ensaios de citotoxidade, fez-se a correcdo com solucao
de H3;PO,, sempre mantendo o pH aproximadamente neutro. Essa correcdo passou pelo
processo de lavagem do p6 calcinado, com a remocdo de cinzas e fases soluveis, em agua
deionizada aquecida e filtrado em papel de filtro quantitativo com 8 pm de didmetro. O po
obtido ¢ um concentrado preferencial de hidroxiapatita. Segundo autores como Putlyaev e
Safronova, Hench, Legeros e outros, a hidroxiapatita ¢ estadvel em meio aquoso com pH > 5 in
(Legeros, Trautz et al., 1967, Hench, 1991; Putlyaev e Safronova, 2006). Como principal
resultado dessas analises, temos uma rota para obtenc¢do de hidroxiapatita de origem organica

para uso biologico.

5.2 - Caracteristicas das amostras ceramicas sinterizadas.

A sinterizagdo promove a ligacdo entre as particulas devido a movimentagdo dos atomos
estimulados pela alta temperatura. Durante o estagio inicial as particulas formam ligagcdes com
as particulas vizinhas que estdo em contato. Com o progresso de densificacdo (diminui¢do dos
centros de curvatura) novos contatos sdo formados, processo de sinterizagdo caracteristico
para os p6s de fosfato de célcio puro compactados. J4 os aditivos sd@o usados para aumentar a
taxa de difusdo durante a sinterizacdo (criagdo de ligacdo primaria), podendo auxiliar na
formagdo de fase liquida. Tipicamente, a formagdo da fase liquida durante a sinterizagdo
contribui para a ligag@o entre as particulas, promovendo o aumento da resisténcia mecanica (a
resisténcia mecanica ndo foi abordado neste trabalho), fendmeno predominante nas misturas
investigadas neste trabalho. Nesta parte do estudo, foi realizado o tratamento térmico das
pastilhas prensadas com cargas apresentadas na tabela V.3 e se avaliou a sinterabilidade das
amostras. A tabela V.3 apresenta também a composi¢do quimica de pastilhas sinterizadas a
1350 °C durante 4 (quatro) horas. Para as amostra 10, 11 e 12, além da temperatura de 1350
°C também foram tratadas termicamente em 750 °C e 1050 °C, nas mesmas condigOes de
compactagdo. Estas composi¢des tiveram como ponto de partida as amostras de nimeros 4 ¢ 7

da tabela. Os difratogramas de raios-X, que sdo apresentados no item 5.9 deste capitulo,

45



indicam que o fosfato de célcio de osso calcinado X a 750 °C pode ser considerados como
tendo apenas a fase da hidroxiapatita e o fosfato comercial como sendo uma composicao de
duas fases, hidroxiapatita e B-TCP. A figura 5.3 mostra a presenca da fase de hidroxiapatita

no pod de osso calcinado X2 a 750 °C que foi moido em moinho Shater-Box.

P6 de osso calcinado em forno elétrico - 750 oC (X2)

100
80
60
40
20

Intensidde Relativa

20 10

2 THETA

‘—Pc’) de osso calcinado X2 e Hidroxiapatita ‘

Figura 5. 3 - DRX do p6é da amostra X2 calcinada a 750 °C, 1h. A ficha ICCD de fase de
hidroxiapatita #9-0432, (Icdd, 2000) apresenta correlacio aos picos da amostra.

Tabela V. 3 — Pastilhas produzidas por Sinterizacio até 1350 "°C, 4 horas.

Pastilha de Fosfato | Na,O | K,O | MgO | P,Os | Li,0 | Carga Sinterabili- Soluvel
composicdo | de Calcio | %(g) | %(g) | %(g) | %(g) | %(g) | (MPa) dade em agua?
X 100 0 0 0 0 0 80 Boa Nio
500
X2 100 0 0 0 0 0 80 Boa Nio
250
500
Y 100 0 0 0 0 0 80 Boa Nio
250
500
1 90 10 0 0 0 0 250 Ruim Sim
2 85 10 0 0 0 5 250 Ruim Sim
3 50 0 0 0 0 50 250 Boa Sim
4 80 10 5 0 0 5 250 Boa Pouco
5 80 10 2,5 0 5 2,5 250 Boa Pouco
6 80 10 2,5 2,5 2,5 2,5 250 Boa Pouco
7 70,5 25 1,8 0,2 0 2,5 250 Boa Pouco
8 70,5 25 1,8 0,2 0 2,5 80 Boa Pouco
9 70,5 25 1,8 0,2 0 2,5 80 Boa Pouco
10 80 10 5 0 0 5 80 Boa Pouco
11 87 10 1,8 0,2 0 3 80 Boa Pouco
500
12 88 10 1,8 0,2 0 0 80 Ruim Sim
500
13 87 10 1,8 0,2 0 3 80 Boa Pouco
20 Ruim
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Os carbonatos alcalinos e o fosfato de amonio hidratado estdo representados nesta tabela pelas
propor¢des dos seus respectivos 0xidos. A origem dos fosfatos de calcio das misturas sdao
apresentados na tabela I'V.2.

Quando expostas ao ar por alguns dias, as pastilhas das composi¢des 4, 5, 6, tratadas
termicamente a 1350 °C e prensadas a 250 MPa também se tornaram instdveis ao manuseio, se
desmanchando facilmente. As pastilhas numero 7, 8 e 9 da tabela V.3 foram levadas para
corte, onde suportaram o corte mecanico feito com disco de diamante. Em contato com a
agua as paredes destas amostras geraram uma pasta com aspecto argiloso e quando levada em
estufa para secagem, estas se decompuseram e perderam as caracteristicas basicas para
construgdo de um scaffold. Nesta etapa, a principal preocupagdo foi focada na busca de
pastilhas sinterizadas. Com a inten¢do de observar o comportamento da sinterizacdo, as
composigdes foram prensadas com cargas diferentes. Para reduzir a solubilidade em agua,
reduziu-se a quantidade de carbonato de sddio presente na amostra 7 para a da amostra
numero 4 da tabela V.3. A figura 5.4 mostra pastilhas de composicdo 8 e 9 prensadas em

matriz de 25mm de didmetro.

Figura 5. 4 — Pastilha composicao 8 (esquerda) e 9 (direita) prensadas com carga de 4
toneladas em matriz de 25mm ( 80 MPa) e sinterizada a 1350 °C em forno elétrico ao ar.

Assim, as novas composi¢oes foram propositalmente elaboradas e com a quantidade dos ions
2+ + o~ , .- \ ~ ’
Mg™, K" para as composicdes de numero 11, 12 e 13 similares as propor¢des dos seus ions

presentes no sangue humano.
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Para verificar se era possivel obter pastilhas sinterizadas em temperatura diferentes de 1350°C,
foram realizados experimentos com as amostras de pastilhas de composi¢ao 10, 11 e 12 nas
temperaturas de 750 °C, 1050 °C. Como resultado, observou-se que estas amostras nao
apresentaram boa resisténcia mecanica apds o processamento em temperatura de 750 °C. Na
temperatura de 1050 °C, estas amostras sinterizaram. A temperatura de 1350 °C da tabela V.3
continuou a ser a temperatura aplicada na produ¢do das pastilhas. As amostras de composi¢do
de numero 12 da tabela V.3, sem adi¢do do carbonato de litio (Li,COs3), foram deixadas ao ar
com umidade média de 30% e degradaram-se. As amostras da composi¢ao de numero 10,11 e
13 que receberam o carbonato de litio formaram fase liquida durante o tratamento térmico
como resultado do processo de sinterizacdo. A literatura apresenta algumas aplicagdes do litio
(Li) para uso clinico em pessoas com distirbios psicologicos, em pequenas, pois 0 €xcesso
desse elemento quimico pode causar morte (Goto, Wakamatsu et al., 1991; Harwood, 2005;
Qing, Wenbhai et al., 2000).

As pastilhas prensadas com 500 MPa (matriz de 10 mm com carga de quatro toneladas) foram
selecionadas para a continuidade das investigagcdes de porosimetria por intrusdo de mercurio.
Amostras das pastilhas prensadas com carga de 20 MPa, como a P13-20, ndo foram
submetidas aos ensaios de porosimetria PIM por que ndo sinterizaram bem. A figura 5.5
abaixo, mostra pastilhas PY (500 MPa) e PX (500 MPa) prensadas em matriz de 10 mm de

diametro com carga de 4 toneladas.

Figura 5. 5 - Amostras no formato de pastilhas, prensadas com 4 toneladas em matriz de
10 mm e sinterizadas até 1350 °C por 4h ao ar. Na linha superior, cerAmicas do po Y e
na linha inferior, cerimicas de po de osso bovino calcinado (PX-b).
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5.3 - Teste de citotoxidade in vitro, estudo preliminar

A toxidade dos fosfatos de calcio usados como matérias primas e algumas misturas de
composic¢des tratadas termicamente para formarem pastilhas sinterizadas foram investigadas
preliminarmente. Estas amostras dos pds e pastilhas ndo receberam tratamento com o ajuste
do pH para a faixa de pH fisioldgico. A esterilizacao realizada pelo processo de autoclavagem
das pastilhas de composi¢do 10, 11, 12 e 13 a 1350 °C (tabela IV.2), prensadas em matriz de
25 mm (80 MPa) ndo resistiram e degradaram. Isso mostrou que o processo de esterilizagao,
para futuros ensaios de citotoxidade devera seguir outro método, como o de irradiacdo. Neste
estudo, o ensaio de citotoxidade foi realizado com as amostras que ndo foram autoclavadas.
Apenas a amostra Y foi esterilizada por esse método. O ambiente da autoclavagem, como
umidade e temperatura, bem como a presenca nas amostras de s6dio (Na) e principalmente da
fase CaO, higroscopica, colaboraram para a decomposicao das pastilhas, apesar das mesmas
estarem previamente sinterizadas. Foram investigadas as amostras dos pds Y e X (pd de osso
bovino calcinado a 750 °C), os fragmentos de osso bovino calcinado nas temperaturas de 750
°C, a pastilha PX tratadas termicamente a 1350 °C, com 100% de p6 de osso bovino calcinado,
prensada com 80MPa. Nesse teste, as células cultivadas nao foram tratadas com antibioticos
para receberem as amostras. A figura 5.6 apresenta fotos do teste de citotoxidade com resposta

negativa (sem reacgdo), mostrando a boa biocompatibilidade do p6 comercial Y de pH=7.25.

(a) Teste in vitro: Placa 1 Y (Inicio) ] (b) Placa 1 - Y (a 65 24 h)

Figura 5. 6 - (a) Amostras do po Y esterilizado em autoclave foram depositadas sobre a
cultura de células L1929 e (b) Resposta negativa das amostras apdés 24 horas sem
manifestacao do indicador vermelho.
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As figuras 5.7 e 5.8 mostram fotos do teste de citotoxidade de amostras que ndo foram
perdidas no processo de esterilizacdo por autoclavagem. As amostras foram depositadas sobre
os pocos contendo a cultura de células L929. A figura 5.7 apresenta o inicio (a) e fim (b) do
ensaio de citotoxidade de amostras de fragmentos de osso bovino calcinado a 750 °C, bem
como as amostras das pastilhas tratadas a 750 °C, com composicao 10, 11 e 12, com a seguinte
identificacdo: P (pastilha) (nimero da composicdo da tabela IV.2) — (temperatura de
tratamento térmico), ex: P10-750 °C. O teste destas amostras mostra que ocorreu imediata e
violenta reagdo positiva, com intensa mudancga de coloragdo. Estas amostras causaram a morte
das células L929 presentes sem formagdo de anel apos 24 horas. O pH medido dentro dos

pocos com uso de fita, revelou a forte caracteristica alcalina do meio, com pH > 8.

Fragmento de | | P10-750 °C [ | P11-750 °C *’ | Fragmento de | |P10-750°C [ [P11-750 °C E'_'r"
0sso calcinado N i b

0sso calcinado

12—1050 ' |P11- 1050 °C .;

(a) Teste in vitro: Placa 2 - (Inicio) (b) Teste in vitro: Placa 2 - (ap6s 24 horas)

Figura 5. 7 - (a) Amostras do FX, P10-750, P11-A, P12-B e P11-B nio esterilizadas foram
depositadas sobre a cultura de células 1.929 e (b) Morte das células 1.929.

As amostras da figura 5.8 foram lavadas e fervidas em agua deionizada a 100 °C. A
sensibilizagdo do indicador vermelho neutro foi mais lenta, como estd mostrado na foto da
figura 5.8 (a), mas ainda assim ocorreu a morte completa das células L929 presentes apds 24
horas, como esta apresentado na foto da figura 5.8 (b). A pastilha de composi¢ao X da tabela
V.3, 80MPa e tratada a 1350 °C (PX) apresentou uma cor mais suave do que o fragmento do
osso calcinado tratado a 750 °C.Apenas o p6 Y obteve 100 % de resposta satisfatoria para o
ensaio. Nio foi calculado o Indice de Zona (IZ) porque apés 24 horas néo havia a formagio do
anel para as amostras restantes. A verificagdo do pH das amostras antes do ensaio de
citotoxidade mostrou, neste caso, a importancia do controle do pH dos p6s de fosfato de célcio

utilizados como matéria prima na faixa do pH fisiolégico.
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Fragmento de osso| “| p10- 750 °C P10-750 °C Fragmento de osso| |P10- 750 °C [P10-750 °C
calcinado lavado Lavada [Lavada calcinado lavado Lavada [Lavada

P10-1050 °C O —
PX -Lavada | [.avada LIk PX - Lavada Controle

(a) Teste in vitro: Placa 3 - (Inicio) (b) Teste in vitro: Placa 3 — (ap6s 24 horas)

Figura 5. 8 - (a) As amostras foram fervidas em agua deionizada (b) Resposta positiva
das amostras logo apos 24 horas com manifestacio do indicador vermelho indicando a
morte das células 1.929.

5.4 - Micrografias da pastilha P11

Amostras da pastilha de composi¢do 11 (P11) com 2 mm de espessura foram estudadas por
microscopia optica de luz transmitida (figura 5.9-a) e por esterioscopia (lupa). A micrografia
da figura 5.9-a mostra a luz transpassando em algumas areas da pastilha de 2 mm de
espessura, indicando a presenca de poros interconectados. Na figura 5.9-b a presenca de fase

vitrea pode ser observada pela morfologia e brilho nesta amostra observada pela lupa.

Esc - 100pm
! Y 5 - L . e 3

Figura S. 9 - Micrografia de amostra P11 por microscopia optica de luz transmitida, 10X

onde as areas claras sao poros (b) Micrografia da amostra P11 por esterioscopia: lupa

com aumento de 10X onde a fotografia mostra o poro e o brilho da fase vitrea.
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5.5 - Medidas do 4ngulo de contato (AC) por fotometria e AutoCad® para uso na
determinac¢io do tamanho do poro pelo ensaio de Porosimetria de Intrusio de Mercurio

(PIM).

O angulo de contato influencia diretamente no resultado do valor do tamanho do poro pela
técnica de PIM, onde os calculos do tamanho de poro sdo obtidos segundo a equagao 5.2, de

Washburn (Washburn, 1921):

_ —4ycosf
P

D (5.2)

Onde, D ¢ o diametro do poro, y ¢ a tensdo superficial, 0 € o angulo de contato e P ¢ a pressao

hidraulica aplicada.

5.5.1 - Medida do Angulo de Contato (AC) por analise de imagem fotografica.

Com o auxilio do aplicativo de cad da Autodesk, Inc, AutoCad® 6.0, foi investigado o angulo
de contato das amostras estudadas no ensaio de porosimetria. O uso do ajuste por elipse
tornou a tomada de decisdo na escolha do ponto de intercessdo entre gota e substrato -
processo subjetivo. A reta que determina o angulo de contato, ¢ tomado como a tangente do
ponto de intercessdo pertencente a elipse, determinada pela bissetriz formada pelas retas que
ligam aos pontos focais dessa elipse (ver figura 5.10). Nessa medida a amostra P11 o angulo
de contato foi determinado como sendo 143°.

1) Imagem Optica de AC da ceramica P11:
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Figura 5. 10 - Medida do Angulo de Contato. Técnica de leitura do AC com uso do ajuste
de elipse. Medida por meio da obtencio da tangente no ponto de interface
gota/substrato. Gota de Hg / Pastilha P11: AC=143°. Aplicativo AutoCad 6.0°

Para comparar o resultado desse método, utilizou-se o angulometro Micromeritics 1501. A
figura 5.11 mostra uma obtenc¢do da medida de altura da gota de mercurio pelo micrometro

utilizado no aparelho de angulometro.

Figura 5. 11 - A figura mostra a ponta do micrometro usado durante a medida da altura
da gota de Hg sobre a pastilha P11, utilizado no aparelho de angulometro.

A equagdo 5.3 ¢ utilizada para calculo do co-seno 6, onde 6> 90° leva em considera¢ao os
efeitos da gravidade e capilaridade em funcdo da porosidade. As equacdes 5.4 e 5.5 sdo
complementares a equacdo 5.3 e a tabela 5.4 mostra a legenda dos simbolos empregados

nestas equacoes:

_ P 1/2
cos@=—-1+ LB}ZZ (5.3)
3(1-¢&)Bh
B= gﬁ (o termo considera a gravidade) (54)
4
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2

4

e=1-

(o termo considera a porosidade)

(5.5)

Tabela V. 4 - Legenda dos simbolos usados equacdes 5.3, 5.4 e 5.5 e os valores

relacionados para o calculo do AC da pastilha P11

Densidade do Mercurio

13,5512 (18°C)

Prg
Densidade absoluta do so6lido Ds 3,16 g/em’
Aceleragdo da gravidade g 980 cm™/s ou 9,8 m’/s
Tensao Superficial do Mercurio y 485 g/em’
Peso da amostra \\% 2,154 ¢
Espessura da amostra t 0,23 cm
Diametro da amostra d 2,5 cm
Altura maxima h max 0,375 cm (foram tomadas 5 medidas)

Pelos calculos: € =39,7%

Assim:

cos (0)=-0,793 — 0 =1424°

A medida feita pela fotometria (143°) ficou muito proxima da que foi estimada (142,4°) para a

pastilha P11-500. A tabela abaixo apresentada a investigacdo do angulo de contato do

mercurio pelo método de fotometria com fragmentos de osso bovino cortical obtido pelo ciclo

de calcinagao e tratamento térmico, para aplicacdo no ensaio de porosimetria de mercurio.

Tabela V. 5 — Angulo de contato (AC) das amostras de fragmento de osso tratado
termicamente para aplicacdo no ensaio de porosimetria de mercurio.

Osso Bovino Tratamento Térmico (°C), 4 h Fotometria AC (°)
Amostra 1 500 143
Amostra 2 750 143
Amostra 3 1050 150
Amostra 4 1350 151
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O angulo de contato para um material depende também das caracteristicas de porosidade e
capilaridade na superficie desse material. Com o aumento da temperatura, a densidade
aparente também foi aumentada e o efeito da capilaridade diminuiu. Isso foi traduzido no

aumento do angulo de contato do osso tratado em temperaturas acima de 750 °C.

5.6 - Porosimetria por Intrusio de Mercurio

A adsorcao de gas (ex. BET) e a porosimetria por intrusdao de mercurio podem ser técnicas
complementares. A técnica de adsor¢do de gds ndo sera empregada nesse estudo, pois os
tamanhos dos poros de interesse estdo na regido atendida pelo instrumento de porosimetria de
mercurio utilizado neste trabalho. A técnica de adsor¢do de agua, método descrito por Hedge
et al, 1995 in (Nielsen-Marsh e Hedges, 1999), ndo foi empregada neste trabalho, devido as
caracteristica higroscopicas dos materiais analisados.

A técnica de porosimetria de intrusdo de mercurio (equipamento de porosimetria Autopore II
9220 V3.05), fornece a distribuicdo de poros no intervalo 3 nm - 360 um de diametro. Os
resultados dos testes devem atender a faixa de confiabilidade dos ensaios, que corresponde ao
intervalo de 25 a 90% da haste do penetrometro.

A composigao das ceramicas foi planejada a fim de gerar amostras com maior concentragao
do tamanho de poros na faixa de 100 micrometros, conforme as necessidades do meio

bioldgico (Hench, 1991).

5.6.1 — Porosidade da materia prima. Medidas da distribuicio de porosidade de ossos da
parte cortical da tibia de bovinos, por meio da porosimetria de intrusao de mercurio.

O interesse no comportamento da porosidade do osso bovino quando os fragmentos desse
material sdo tratados termicamente estd em identificar a sinterabilidade dos mesmos e o uso
desses fragmentos como scaffold. Nessa parte do trabalho, procurou-se avaliar a porosidade de
amostras de osso bovino calcinado em diferentes temperaturas com conseqiiente eliminagao
da parte organica (colageno, etc.) A figura 5.12 mostra a porosidade obtida por PIM de
fragmento de osso bovino da parte cortical da tibia tratado termicamente nas temperaturas de

500°C, 750°C, 1050 'C e 1350 'C.
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Figura 5. 12 — Porosidade em funcio de temperatura de tratamento. As amostras da
tibia bovina foram tratadas termicamente a 500 C, 750 C, 1050 C e 1350 C.

Essa investigacdo auxiliou na escolha da temperatura de tratamento térmico do osso calcinado
para producdo de fosfatos de célcio, de forma a ndo alterar as fases e, a0 mesmo tempo obter
material sem contaminagdo organica. Temperaturas proximas de 750 °C mostram um patamar
que pode ser escolhido para extragdo do fosfato que sera utilizado na obtengdo da
hidroxiapatita. A 1050 °C verifica-se uma redu¢do da porosidade, que pode ou ndo estar
associados @ mudanca de fase do material. Por fim, acima de 1200 °C percebe-se a diminuicao
dréstica de porosidade devido a densificacao do fragmento de osso.

A variacdo na cor dos fragmentos mostrada na figura 5.13 sugere a possibilidade de
transformacdes ocorridas no processo de tratamento térmico em presenga do ar (sem
atmosfera inerte). A amostra de osso tratada a 500 °C apresenta uma coloragdo acinzentada
que indica a pir6lise incompleta dos constituintes organicos. Em torno da temperatura de 750
°C o material se tornou branco azulado, como indicio da elimina¢do das biomacromoléculas
presentes na amostra. Em temperaturas mais elevadas, o material tratado comeca apresentar

tons esverdeados e rosas bem suaves.
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(@) 120 °C (b} 500 "C {c) 750 °C (d) 1050 °C (e) 1350 °C

Figura 5. 13 - Fragmento de osso bovino cortical tratado termicamente: (a) 120 °C (b)
500 °C (¢) 750 °C (d)1050 °C (e) 1350 °C.

Na figura 5.14, estdo apresentados resultados de ensaio de porosimetria dessas amostras
tratadas termicamente, com as curvas de volume cumulativo ¢ volume incremental em fungdo
do diametro de poro. Foi coletado um conjunto de 94 pontos durante a intrusdo de mercurio.
Valores negativos foram substituidos por zeros, pois esses representam o um efeito térmico de
aumento de temperatura com aumento da pressdo. (Webb e Orr, 1997). O aumento de pressao
nesses pontos pode também destruir estruturas mais delicadas.

A curva da figura 5.14 mostra que a 500 °C ocorre mudanga de inclinacdo em 12 pum, 0,1 um
e 0,01 um durante a intrusdo de mercurio, indicando a provavel presenga de material organico,
ainda retido no material. A intrusdao de mercurio (Hg) identifica mudancas de inclinagdo na
faixa de poros 0,3 pm para as amostras tratadas a 750 °C e 1050 °C. E importante observar que

as amostra tratadas a 500 °C e 700 °C acumularam 10 vezes mais pum Hg em uma do que as

amostras densificadas a 1050 °C e 1350 °C.
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Figura 5. 14 — PIM: Volume cumulativo em funciio do didmetro dos poros , amostras
provenientes do osso bovino tratado termicamente a (a) 500 °C, (b) 750 °C, (c) 1050 °C e
(d) 1350 °C.

A curva de PIM de volume incremental dos fragmentos de osso cortical da tibia de bovino
tratada termicamente mostra a redugdo da porosidade com o aumento da temperatura. Os
fragmentos de osso bovino tratados termicamente a 1350 °C apresentaram trincas devido a
contragdo do fragmento em camadas cOncavas na direcdo da parte externa para a interna do
fragmento. Assim, o mercurio penetrou nas frestas que se formaram e foram entendidas pelo
ensaio como poros na faixa de 10um. Com a grande densificagdo do fragmento a 1350 °C, a
ocorréncia predominante de poros abertos foi observada na faixa abaixo de 0,01 pum de
diametro. Ainda para os fragmentos de osso tratos nas temperaturas de 500 °C, 750 °C e 1050
°C, figuras 5.15-a ¢ 5.15-b e 5.15-c, suspeita-se de destruicao de estruturas internas durante a
intrusdo de mercurio devido a fragilidade das paredes do poro e a alta pressdo para introduzir

o mercurio. As figuras 5.15-c e 5.15-d mostram que pouquissimo mercurio foi introduzido .
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Figura 5. 15 — PIM, Vol. incremental em funcio do didAmetro dos poros. Osso calcinado
tratado termicamente (a) 500 °C (b) 750 °C (¢) 1050 °C (d) 1350 °C

5.6.1 - Porosimetria por PIM: Influéncia dos aditivos na porosidade.

Nessa fase de estudo, foi investigada a porosidade de amostra de pastilhas P11-500 de

composi¢do 11 da tabela IV.2 em 500 MPa e pastilhas de p6 de osso bovino calcinado PX-500

59



pura conforme a tabela V.3. Quando foram prensadas com 500 MPa as amostras fosfato de
calcio puro apresentaram uma porosidade interconectada de 16% como as PX-500, enquanto
as ceramicas P11-500 com a presenca de carbonatos alcalinos obtiveram resposta superior,
entorno de 39 % conforme apresentado pela tabela V.8. O ensaio de PIM estd representado
pela curva da figura 5.16 pelo volume acumulado em fun¢ao do didametro de poros dessas duas
amostras. Essa investigagdo buscou avaliar como a acdo dos gases provenientes dos
carbonatos adicionados ao fosfato de calcio interfere nas caracteristicas de porosidade dessas
ceramicas sinterizadas. A confiabilidade dos resultados do ensaio de porosimetria dessas
amostras foi verificada pelo ensaio com material padrao fornecido pelo fabricante. A tabela
V.8 mostra o efeito dos gases produzidos no processo de sinterizagdo das pastilhas P11-500
onde o aumento eficiente na produgdo de poros interconectados € com tamanho médio de 120
um devido a presenca de carbonatos de sodio, litio e potassio e magnésio foi bem superior ao

encontrado nas ceramicas do tipo PX-500, com didmetro médio de poro de 1,5 pm.

Tabela V. 6 - Resumo dos dados de PIM comparando 2 amostras ceramicas.

Tipo de Amostra PX-500 (1350 C) P11-500 (1350 C)
Area superficial total dos poros 2,4m’/g 3,6m’/g
Diametro médio do poro (volume) 1,5 um 122, 4 um
Densidade Aparente 1,7 g/mL 2,0 g/mL
Densidade real 2,09 g/mL 3,28 g/mL
Porosidade Aparente 16,0 % 38,9 %

A literatura discute a possibilidade de se interpretar as mudangas de direcdo e o aspecto da
inclinagdo das curvas pressdo em fun¢do do diametro do poro para determinar a morfologia
dos poros. Neste trabalho, essa abordagem ndo serd investigada. Os graficos mostrados na
figura 5.16 representam o ensaio de PIM do volume cumulativo em fun¢do do didmetro do
poro e mostra que a quantidade de mercurio que penetrou na amostra PX-500 foi praticamente a

metade em relagdo a ceramica P11-500.
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Figura 5. 16 - Porosimetria por Intrusio de Mercirio (PIM): Volume cumulativo x
didmetro do poro de duas ceramicas com fosfato de calcio. A ceramica P11-500 (acima)
pode ser considerada um scaffold. Ja a ceramica PX-500 se mostrou muito compacta.

Pode-se observar nas curvas da figura 5.16 o aparecimento de histerese, isto €, o caminho
seguido pela extrusdao ndo ¢ o mesmo para a intrusdo. Apos o ciclo completo de intrusdo e
extrusdo, algum merctrio sempre fica retido (adsorvido) pela amostra, assim a extrusdo nao
acompanha uma parte da regido de tamanho de poros identificada pela intrusdo. Nos ensaios
de PIM, as curvas de extrusdo dessas amostras indicam que o mercurio ficou retido na regido
abaixo de 10 um. Pode até mesmo ocorrer destruicdo de poros com estruturas mais delicadas
no interior da amostra devido a uma pressao elevada. Essa retencdo se deve ao pescogo
formado na conexao entre os poros, o que dificulta a continuagdo da extragdo do mercurio no
ciclo de extrusdo de mercurio. Observa-se na curva da figura 5.16 de volume cumulativo, que
a amostra P11-500 possui uma concentragdo de diametro de poros na ordem de 120 um, onde

o processo de sinterizagdo apresentou a formagao de fase liquida.
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Figura 5. 17 — PIM, A curva tracejada corresponde a amostra P11-500, e a curva
continua com 100 % de pé calcinado de origem bobina PX-500. O grande volume de
poros na faixa acima dos 100 pm atende em principio, as expectativas de aplicaciao dessa
ceramica, pois o tamanho das células é até 10 vezes menor. A curva da amostra PX-500

apresenta uma regiio de porosidade intergranular faixa de 1 pm.

A curva da figura 5.17 mostra que a amostra PX-500, possui duas regides distintas, com
énfase na faixa entre 0,6 um e 2,0 um que segue a uma provavel presenga de poros
intergranulares. A segunda faixa de tamanho de poros para esta amostra, entorno de 100 um,
ndo esta significativamente representada como cumulativa e, portanto nao possui uma
quantidade significativa de poros nessa faixa. Esta distribuicdo bimodal esta associada a uma
provavel presenga de duas faixas de tamanho de particulas com grande diferenca de tamanho
presente no pd utilizado, mas com apenas representatividade volumétrica somente em uma
faixa com tamanho de pds abaixo de 50 pum. Nesta amostra ndo ocorreu formagao de gases,
como as reagdes de decomposi¢do dos carbonatos alcalinos sofrida na amostra P11-500 e o
processo de sinterizagao se deve principalmente a formacao de ligagdes primarias entre as

particulas do p6 prensado.
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5.7 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) da amostra de pd de osso
calcinado X apresentados nas figuras 5.18(a) e 5.18(b), mostram que os granulos (acima de 1
um e abaixo de 50 um) estao constituidos por aglomerados irregulares de particulas pequenas
ou mesmo coldides (abaixo de 1 pm). Nas figuras 5.18(c) e 5.18(d) a pastilha sinterizada de
composi¢do 11 da tabela V.3, denominada P11 (80 MPa), mostra a presen¢a de poros com
formas relativamente arredondadas. A figura 5.18(d) mostra que ocorreu a formagdo da fase

liquida no processo de sinteriza¢do, com aspecto de uma superficie suavizada.

Figura 5. 18 - MEV (a) Po de osso calcinado X, macerado, 40X. (b) P60 de osso calcinado
X, macerado, 1000X (c) Pastilha P11, 100X (d) Pastilha de P11, 1000X.
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Foi realizada analise de EDXA (Analise de Energia Dispersiva de Raios X) como mostra a
figura 5.19, também conhecida como EDS, nas amostras onde foram lidos cinco pontos
distintos que apresentaram a mesma relacdo de elementos quimicos, indicando a presenga de
uma mesma fase nesses pontos, tanto para a amostra X do p6 de osso bovino calcinado como
a pastilha ceramica P11 proveniente da mistura da amostra X com carbonatos alcalinos de

composi¢ao apresentada na tabela V.9.
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Figura 5. 19 - Os graficos acima apresentam os elementos quimicos identificados pelo
EDS, (a) amostra X pura e em (b) pastilha P11.

A relagdo de Ca/P das amostras investigadas pela analise dispersiva de raios —X mostra a

influencia dos ions dos carbonatos sobre o p6 de osso bovino calcinado

Tabela V. 7 - Resumo de EDXA das amostras de Po PCO e Pastilha P11

EDS, normalizada Po6 de X Pastilha P11
% Elemento P Ca P Ca Na K
Média = 343 65,7 | 399 45,6 11,8 2,7
Relagao Ca/P 1,92 1,14
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A seguir, a figura 5.20 apresenta em forma grafica a proporcao obtida por EDS dos elementos
presentes na superficie das duas amostras X e P11, bem como a relagdo Ca/P obtida pela

analise de fluorescéncia na amostra P11 que serd analisada no proximo topico, item 5.8.

EDXA - P4 da amostra X EDXA - Pastilha da amostra P11
K
Na

oP

HCa P oP
B Ca
ONa
oK

(a) (b)

Figura 5. 20 - Grafico da relacdo Ca/P obtida EDXA do p6 da amostra X (a) e da
pastilha P11 (b).

Essa relagdo estimada de Ca/P foi de aproximadamente 1,92 no ensaio semi-quantitativo de
EDS para a amostra X. A relacdo de Ca/P obtida pelo EDS na pastilha P11 foi de 1,14 na
superficie da mesma. Com a adi¢do de carbonatos de metais alcalinos, depois do tratamento
térmico, os elementos metalicos poderiam se incorporar ou substituir o fon Ca*" na rede
cristalografica da HAp. Apesar do litio ter sido introduzido na composi¢do da pastilha na
forma de carbonato de litio, a técnica de EDS nao detecta elementos leves abaixo do peso
molecular do carbono. Como a andlise de EDS apresenta somente a composi¢do dos pontos
observados na superficie da pastilha, o resultado dessa andlise indica que as cinco diferentes
regides observadas representam a mesma fase.

Os componentes quimicos usados neste estudo sdo basicamente aqueles contidos no 0sso
natural. Segundo L. Vaz et al.(Vaz, Lopes et al., 1999a), a adigao litio na forma de fosfato
(LisPO4) usado como aditivo de sinterizagdo e aplicado no controle de porosidade de
implantes ceramicos de hidroxiapatita proporcionou um aumento de resisténcia mecanica do
implante (Vaz, Lopes et al., 1999b). O litio na forma de carbonato (Li,CO3) usado como
fundente das pastilhas P11 e P13, também auxiliou substancialmente na sinterizagdo. Isso

ficou evidenciado quando se compara a pastilha de nimero P13 com a pastilha preparada com
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a composicao de numero 12 (veja tabela V.5), que foi desenvolvida sem a adi¢cdo do carbonato
de litio e nas mesmas condigdes de processamento. Segundo Suchaneck, o K,CO; e o
Na,CO; aumentam a densificagdo da hidroxiapatita pela sinterizagdo com fase liquida e /ou
um aumento do coeficiente de difusdo de ions na hidroxiapatita devido a incorporacao de ions
monovalentes (Na“ e K") dentro das posi¢des do calcio na estrutura da hidroxiapatita, com
subseqiiente formacdo de lacunas de OH  (Suchanek, Yashima et al.,, 1997). A analise
semiquantitativa do ensaio EXDA da pastilha P11 estima uma diminui¢do da relagcdo Ca/P na
superficie da amostra. A captacdo de ions do metal ou do halogénio durante a sintese do HAp

r ’ r1: . . ~ ’ 2+
¢ possivel, por exemplo, dos fosfatos de Sédio ou do Potéssio. A introducdo de ions de Mg e
compostos idnicos como o SiO; podem afetar o crescimento dos cristais ndo somente por

solucdo liquida mas também por sinterizacdo (Putlyaev e Safronova, 2006). Assim,

observando, os resultados do EXDA da pastilha P11 que apresentam também os ions K*, Na"
e, como é conhecido a adigdo de carbonatos citados na tabela V.5, a presenga de fons CO;,

Mg2+, K', Na", Li', também podem modificar a estrutura da hidroxiapatira do p6 da amostra X
e Y na composi¢do da pastilha P11 sinterizada. Observa-se o decréscimo na relacdo Ca/P do
material da superficie analisada da pastilha P11 sinterizada com relacdo ao encontrado na

amostra X.

5.8 - Fluorescéncia de Raios-X _ Analise semi-quantitativa

Uma analise semi-quantitativa de fluorescéncia de raios X mostrou que a relagao (molar) Ca/P
foi igual a aproximadamente 2,23 para o pd de da amostra X e 1,74 para a pastilha P11
sinterizada, mostrando a tendéncia de diminui¢do da relagdo Ca/P. Essa diminui¢ao havia sido
observada na analise de EDS, mas a diferenca do valor encontrada na relacdo Ca/P se deve a
pequena amostragem pontual realizada na técnica de EDS, onde foram observados apenas 5
pontos aleatdrios. A analise pela fluorescéncia de raios-X assume area mais abrangente. A
figura 5.18 mostra a regido de energia dada em KeV, onde os elementos célcio (Ca) e fosforo
(P) estdo presentes. A figura 5.21 (a) ndo apresenta potéssio, ja a pastilha P11, grafico da

figura 5.21 (b), possui um pico de potassio em aproximadamente 3,34 keV.
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Fluorescéncia da amostra X (regido de Ca e P) Fluorescéncia de P11
(regi@o de Ca e P)
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Figura S. 21 - Fluorescéncia — Trecho onde estao identificados os picos de P e Ca na
amostra X (a) e na pastilha P11 (b)

Tragos de elementos como Silicio (Si), Estroncio (Sr), Zinco (Zn), e Zirconio (Zr) foram

identificados nas amostras X e Y nos ensaios de Fluorescéncia (figura 5.22).

Fluorescéncia
Relagao Ca/P na Amostra X

P

(a)

Sr

.

Fluorescéncia
Relagao Ca/P na Pastilha P11

P

Ca

(b)

Figura 5. 22 - Relacdo Ca/P obtido por Fluorescéncia de Raios X da amostra X (a) e de

po de osso calcinado e da pastilha P11 (b).

O primeiro lote X1 analisado registrou a preseng¢a acidental de Chumbo (Pb) e Estanho (Sn),

elementos que ndo estdo presentes no material antes da moagem. Esse p6 foi produzido em

moinho tipo shatter box. O lote foi desconsiderado. Problemas de contaminacdo na

preparagdo de amostras para a difragdo ou fluorescéncia de raios-X, inclusive por moagem no
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moinho tipo Shatter Box, sao abordados na ref. (Buhrke, Ron Jenkins et al., 1997). Novo lote
de p6 de osso bovino calcinado foi produzido por moagem em grau de Agata.

A hidroxiapatita possui alta capacidade para remover aluminio e ions divalentes de metais
pesados e tem sido usada para tratamento de efluentes de rejeito (Ma, J. et al., 1994).

Em seu trabalho de tese de doutorado, Elena Mavropoulos (Mavropoulos, 1999) demostra que
2,5 gramas de hidroxiapatita foi capaz de capturar 1700 mg de chumbo por litro de solucao.
Assim, a aplicacdo do osso bovino calcinado pode ser usado como material que atua como
absorvedor de metais pesados para limpeza de moinhos, ou no tratamento de aguas
contaminadas por esses metais, como no caso mencionado do chumbo e podera contribuir
com outros processos no controle da contaminagdo por uma serie de elementos metélicos
como Al, Zn, Fe(Il), Cd, Cu e Ni. Portanto, para preparacao de pd de osso bovino calcinado e

pastilhas para uso como biomaterial, o ambiente deve estar livre desses ions.

5.9 - Difratograma de Raios - X

Os pos da amostra X, da amostra Y e as pastilhas P11 e P13 foram investigados por DRX e
apresentaram-se com um alto grau de complexidade devido a natureza das apatitas de calcio.
Os primeiros difratogramas das pastilhas foram feitos com parametros comercias, isto €, a
velocidade de varredura feita pelo goniometro foi igual a 2 graus por minuto e passo de
varredura igual a 0,02, numa faixa 20 entre 10 ° a 80 °. Com isso os difratogramas
apresentaram mais ruido, intensidade menor dos picos e impossibilidades de trabalhar pelo
método de Rietveld (Young, 1996). Mesmo assim, a analise se mostrou util para comparar os
pos e identificar as fases cristalinas presentes.

Os difratogramas de raios-X da figura 5.23 mostram que a matéria prima da amostra X, com
composi¢ao majoritaria de hidroxiapatita identificada pela ficha do banco de dados da ICDD,
#9-0432 (Icdd, 2000) e o p6 da pastilha P11, revelam formagdo de novas fases além da
hidroxiapatita. Para os fosfatos de cdlcio de origem bovina, encontram-se uma familia de
apatitas como a presenga das hidroxiapatitas (carbonatadas), fluorapatitas, B-TCP e fosfato de

calcio amorfo.
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Pastilha P11

Intensidade Relativa

2 Teta (graus)

‘—Pastilha P11 o Hidroxiapatita + Beta-TCP o CaO o Na30a6(PO4)5‘

Figura 5. 23 - DRX do p6 da amostra X (a) e da pastilha P11 (b) sinterizada a 1350 °C,
4h. As fases sdo identificadas na amostra pelos simbolos indicados na legenda e
correspondem as fichas de identificacdo de fase #9-0432, #09-0169, #37-1497,# 11-0236
(Icdd, 2000).

As fases de hidroxiapatita, B-TCP, CaO e Na3;Cag(PO4)s foram identificadas como presentes
na pastilha P11 tratada a 1350 °C e apresentadas na figura 5.23-b. Outras fases como o-
NaCaPO4, MgO, Na,0, ndo foram representadas, mas também sdo possiveis de coexistirem na
pastilha P11. A fase de 6xido de calcio, CaO, identificada pela ficha ICDD #37-1497, pode
causar perda da coesdo do material sinterizado devido ao stress com a formagao de Ca(OH), e
mudanga de volume. A presenca de CaO na pastilha pode também alterar a taxa e extensao da
biodegradagdo (Suchanek, Yashima et al., 1997). O aparecimento das fases [-Caz(POs),,
denominada B-TCP , ficha ICDD #09-0169 (mineral Whitlockita), indica uma tendéncia de
biodegradagdo da pastilha. O fosfato de célcio e s6dio, Na;Cag(POs)s, ficha ICDD # 11-0236,

pode figurar em pequenas quantidades na pastilha, sendo considerado bioativo e nao ¢ visto
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como agente de interferéncia na taxa de biodegradacdo. A figura 5. 24 mostram dois
difratogramas onde a figura 5.24-a apresenta as fases da matéria prima Y estd constituida
principalmente das fases de hidroxiapatita e B-TCP e pode ser denominado fosfato de célcio

bifasico (BCP).

PoY
o 100
2
E 80
[]
X g0
3
ki 40
2 20
8
£ o1
2 Teta (graus)
——Po6daamostra¥Y « Hidroxiapatita + beta-TCP"
(a)
Pastilha P13
©
2
s
e
7]
T
1]
=l
B
c
8
£
2 Teta (graus)
‘—Pastlha P13 .« Hidroxiapatita + Beta-TCP o CaO o NaBCa6(PO4)5‘

(b)

Figura 5. 24 - DRX do pé matéria prima Y (a) e da pastilha P13 (b) sinterizada a
1350°C, 4h. As fases sdo identificadas na amostra pelos icones indicados na legenda e
correspondem as fichas de identificacio de fase #9-0432, #09-0169, #37-1497,# 11-0236
(Icdd, 2000).

As pastilhas de composicao P13 (figura 5.24-b) apresentou formagdo intensa da fase CaO,
sugerindo uma menor estabilidade térmica da fase B-TCP, ja presente no p6 Y. Como foi
mencionado, o CaO ¢ uma fase indesejada na producdo de pastilhas cerdmicas de aplicagdo

bioldgica. Para os fosfatos de calcio de origem comercial, encontram-se uma presenca
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significativa da fase de hidroxiapatita e em menor quantidade as fases -TCP e fosfato de
calcio amorfo.

O ensaio de DRX apresentado na figura 5.25 mostra os difratogramas sobrepostos das
matérias primas organica e sintética. A aplicagdo do método de Rietveld com auxilio do
programa FullProf-Suite (Fullprof, 2007) indica a presenca de duas fases para a matéria
sintética (hidroxiapatita ¢ Whitlockita) e uma fase para o material organico (hidroxiapatita). A
figura 5.25 mostra similaridade dos picos do material organico (amostra X), com o sintético
(Y). No estudo de materiais de apatita, entende-se que o ensaio de DRX deve ser executado
com tempos longos para possibilitar a identificacdo de fases muito parecidas, como no caso de
fluoroapatita, cloroapatita, e hidroxiapatita. Um pequeno desvio no posicionamento das
amostras no DRX pode produzir um deslocamento dos picos em relagdo ao padrao de
difragdo. Quando se tem precisa a posicdo das distintas amostras, uma mudan¢a em relagdo
aos padrdes deve-se exclusivamente a natureza da amostra (seus parametros naturais de rede)
e ndo se deve a alguma mudanca na posi¢ao de uma amostra em relagdo a outra no DRX. Isto
¢ particularmente importante quando se estuda sistemas que tém composi¢cdes quimicas

similares como as hidro(fluoro)apatitas.

.| Amostra X
Amostra Y
Curva de X _~» Picos da Hidroxiapatita
_ (todos os picos ndo indicados)
E Curvade Y
(=3
=

25

103

2-Theta(")

Figura S. 25 — O grafico apresenta os difratogramas sobrepostos dos pos da amostra X e
de Y. Método de Rietveld com auxilio do programa FullProf-Suite (Fullprof, 2007). O
tempo de ensaio feito pelo DRX foi de aproximadamente 16 horas, com passo de 0,02 a
cada 15 segundos, para 2 0 entre 4° a 80 °.
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Capitulo 6: Conclusoes

O processo de sinterizagdo de pastilhas a 1350 °C com composi¢ao da mistura de
aproximadamente 20% de carbonatos alcalinos e 80 % de p6 de osso bovino calcinado ou p6
de fosfato de célcio bifasico foi capaz de produzir amostras com aproximadamente 40% de
porosidade interconectada e poros com tamanho médio de aproximadamente 120 um, o que
corresponde a possibilidade de vascularizacdo e fixacdo das células do tecido dsseo. O

carbonato de litio (Li) agiu como formador da fase liquida nesse processo de sinterizacgao.

A formacgao da fase CaO ¢ indesejada, pois a elevada higroscopicidade da fase CaO permite o
surgimento da fase Ca(OH),, promovendo a degradacao da pastilha sinterizada. A formagao da

fase 3-TCP deve ser controlada porque esta aumenta a velocidade degradagdo da ceramica.

Materiais com baixo ponto de volatilizagdo e que ndo interferem na estrutura cristalina da
hidroxiapatita; sdo promissores na elaborag¢do de ceramicas sinterizadas com alta porosidade e

tamanho de poros adequado para acomodar células.

As pastilhas prensadas com carga de quatro toneladas na matriz de 5 mm e tratadas
termicamente a 1350 °C resultaram em pastilhas bem sinterizadas. Portanto, a pressdo 5,1

ton/cm? (500 MPa) foi satisfatoria no processamento dessas pastilhas.

O p6 da amostra Y sintetizado ¢ uma composi¢do de uma fase de hidroxiapatita e B-TCP
denominada fosfato de calcio bifasico e em meio aquoso apresenta pH =~ 7,25. Esse po ¢
biocompativel, como mostrou o resultado do testes de citotoxidade. A composi¢ao de fosfato
de calcio de origem organica (0sso bovino) tratado termicamente a 750 °C, apresentou pH =9
em meio aquoso. A comparagdo dos difratogramas de DRX dessas amostras revela grande
similaridade dos picos entre as matérias-primas de origem organica e sintetizada. Uma etapa

importante ¢ o controle do pH dos po6s de hidroxiapatita para produgdo das pastilhas, que
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devem ter o pH neutro, de modo a contribuir para a produgdo de pastilhas com pH fisioldgico
para aplicagdo como biomaterial. Esse material pode ser tratado com adi¢ao de H3;PO4 diluido,

corrigindo-se o pH e mantendo sempre essa corre¢ao na regiao entre 5 < pH < 8.

Antes de se realizar o teste de citotoxidade para essas pastilhas sinterizadas, recomenda-se
medir o valor de pH em 4gua deionizada, para verificar se esse material se encontra na regiao

do pH fisiolégico.

Para garantir a qualidade das amostras no teste de citotoxidade, o tipo de esterilizagdo também
deve ser uma etapa investigada. Os ensaios mostraram que ocorrem alteragdes nas amostras,
dependendo do método de esterilizacdo escolhido. Nesse trabalho, as pastilhas degradaram

quando foram submetidas ao processo de esterilizagao por autoclavagem.
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Trabalhos Futuros:

1- Elaboracido de scaffolds sinterizados com hidroxiapatita e substancias

organicas como o carboximetilcelulose (CMC) ou quitosanas.

Nesse trabalho poderia-se obter ceramicas porosas com tamanho de poros maiores que 100

um sem comprometer a estrutura cristalina da fase da hidroxiapatita.

2- Elaboracao de lAminas tenazes e porosas a base de hidroxiapatita capazes de
permitir o fluxo de células do tecido 6sseo e impedir a ocupacdao de espaco durante a

osteogénese, por tecido mole em reparo da parte cortical de ossos logos.

A importancia de manter o tecido mole afastado do espago necessario ao crescimento do
tecido 0sseo ¢ uma das condi¢des necessarias para o sucesso da regeneragdo 6ssea. Poderia-se
ae desenvolver o implante de laminas de ceramicas porosas de hidroxiapatita que atuem nas

situagdes onde os scaffolds nao podem ser usados.

3- Elaboracido de procedimentos para garantir o sucesso do uso de materiais a

base de hidroxiapatita em clinicas odontologicas.

Apesar do uso da hidroxiapatita como material de enxerto em procedimentos odontoldgico, o
sucesso do emprego desse material ¢ comprometido pelos métodos de manipulagdo e
preparagao empregados pelo cirurgido. A elabora¢do de uma metodologia na manipulagao dos
compostos de hidroxiapatita deverd ser aperfeicoada para garantir a diminuigdo de rejeigao

desses materiais.
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4- Investigacdo da relacdo porosidade e tamanho de poros com uso da parte

mineralizada do osso bovino, acido hialoronico e células HeLa.
A investigacao in vitro com uso de células tumorais / scaffold ceramico propicia a obtengdo da

eficaz relagdo de porosidade e tamanho de poros no desenvolvimento de estruturas

regenerativas do tecido 6sseo.
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Anexo I - Diagramas de fase para o sistema binario CaO-P,0Os e sistemas

com introducao de alcalis.
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Figura A: Sistema CaO-P,0s. C,P =Ca,P,07, C;P = Ca3;P,03, C4P = CasP,09. H. Margor-
Marette and P.V.Riboud, 1966, in LEVIN, E. M; ROBBINS, C. R; MCMURDIE, H. F. Phase

diagrams for ceramists: Supplement. Columbus: American Ceramic Society, c1969. 625p.
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Figura B —, C = CaO, P = P,0s. J.H. Welch e W. Gult, 1961 in Leving, E. M., C. R. Robbins,
et al., Eds. Phase Diagrams for Ceramists: The American Ceramic Society.INC, v.1ed. 1964
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Ca0-P;0s5 (cont.)
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Figura C — Sistema CaO — P205. TROMEL, G., (1943) ¢ HILL, W.L., FAULST, G.T. ¢
REYNOLDS, D.S., (1944) in LEVING, E. M., ROBBINS, C. R, et al., Eds. Phase Diagrams

for Ceramists: The American Ceramic Society.Inc, v.1ed., 1964

87



K,0-CaO-P,0,

a976°
Liquid
900+ —
B50°
. 834°
el (675%
800 ]
702°
it (15%) -
600 ,.2 ]
O
.
&
18
'
B i i T T
20 4
KP03 0 G0 . C{E{PO3]2
Mol %

Figura C — Sistema KPOs3-Ca(PO3),. R. Andrieu e R. Diament, (1964) in LEVIN, E. M;
MCMURDIE, H. F. Phase diagrams for ceramists, v 3, 1975.
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Figura D — Sistema CaO-MgO-P,0s a 1000 °C. ROTH, R. S; NEGAS, T., COOK, L. P. Phase
diagrams for ceramists, v.4, Ohio: c1981.
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Figura F - Diagrama indexado do sistema Na,O-CaO-P,Os , Berak, J., Znamierowska, T.,
(Ed), Pol. J. Chem. P 46, 1972 in LEVIN, E. M.; MCMURDIE, H. F. Phase diagrams for

ceramists, v3, 1975.
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Figura G — Mardirosova,l.V e Bukhalova, G.A., Russ. J. Inorg. Chem., vl1, 1966 in LEVIN,

Ernest M; MCMURDIE, Howard F. Phase diagrams for ceramists, v 3, 1975
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Anexo II - Fabricacio de cadinhos de alumina pelo processo de colagem.

Os moldes dos cadinhos foram fabricados em gesso com uso de formas plasticas e deixados
em estufa da FANEM, modelo 315 SE, a 50 °C por 24 horas. Os cadinhos foram fabricados
pelo processo de Colagem, descrito em ‘“Cadinhos de alumina para fusdo de vidro”
(D'alcantara, 2003), e sinterizados a temperatura de 1500 °C e com taxa de aquecimento de 5
°C./min, em forno da marca Analdgica AN-1600, com elementos de aquecimento a base de

molibdénio (MoSi,), fornecidos pela Zircar.

Tabela — Quantidade dos materiais usados para formar a suspensiao de 300ml - método
de colagem.

Materiais Fornecedor Para suspensao de 300 ml
Dispex A40 —(dispersante eletroestérico) CIBA 5,4 ml
H,O destilada Lab. Cetec 174,6 ml
V4(0)) Z-Tech Corpotation 23,76 g
AlLO3;— A300FL (TM=2,8 um) Alcoa 451,44 ¢
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