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RESUMO

Bioceramicas porosas tém sido utilizadas como suporte para crescimento de células dsseas por
guiarem o crescimento celular, mimetizando a matriz extracelular e outras moléculas
bioldgicas, o que facilita a formacdo de tecidos e 6rgdos funcionais. Fosfatos de calcio sdao
conhecidos pela sua grande similaridade quimica e morfolégica com a parte mineral dos
tecidos dsseos. Essa similaridade permite a osteoconducdo, sendo este biomaterial substituido
por tecido ésseo novo com o tempo e com a vantagem de ndo desencadear processos
inflamatdrios e de corpo estranho, com eventual expulsdo do material implantado. Este estudo
teve como objetivo obter materiais de fosfato de cdlcio poroso, com potencial uso como
scaffolds ou arcaboucos para uso em engenharia de tecidos através de um método simples e
de baixo custo, por meio da utilizacdo de silica coloidal, fosfato tricalcico e microesferas de
parafina como agente formador de poros. Neste trabalho foi abordada a utilizagdo de B-TCP na
confeccdo dos suportes tridimensionais através da variacdo das quantidades de pd e de
microesferas de parafina avaliando-se suas influéncias na porosidade e resisténcia mecanica
dos corpos porosos obtidos. A porosidade dos scaffolds fabricados com esferas de parafina foi
observada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e seu comportamento mecanico foi
avaliado a partir de testes de compressdo. Sdo necessarios maiores estudos para avaliar a
citotoxicidade desse material e seu comportamento em cultivo celular e quando implantado.

Palavras chave: Fosfato tricdlcico, scaffolds, microesferas de parafina, bioceramicas,
biomateriais.
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1. Introducgao

O aumento da expectativa de vida, devido a avangos da medicina e da maior
preocupacdo com a alimentagdo e saude tem resultado no aumento da populagdo de idosos e
consequentemente de doencgas relacionadas a velhice. A osteoporose e a perda de massa
Ossea sdo algumas das doencas que afetam idosos, entretanto os problemas de estrutura
6ssea ndo sdo apenas “doencas de velhos”, individuos jovens também estdo sujeitos a estes
problemas em decorréncia de acidentes, notadamente os automobilisticos e os de trabalho
(Kawachi, 2000).

A magnitude desses problemas tem levado pesquisadores a procura de materiais que
possam substituir de forma apropriada os ossos danificados. O desenvolvimento de
biomateriais mostra-se fundamentalmente importante uma vez que representa um aumento
na expectativa de vida, na saude em geral e no bem estar da populagdo. Dessa forma, observa-
se nos ultimos anos um aumento significativa no interesse e na producdo de novas tecnologias

nessa area.

Um componente chave para a regeneracdo Ossea s3o o0s scaffolds, suportes
tridimensionais que servem como um molde para intera¢des celulares e a formagao da matriz
extracelular para fornecer a sustentacdo estrutural ao novo tecido formado. Existem muitos
critérios para um scaffold ideal para regeneracdo dssea e nenhum material ou scaffold foi até
hoje desenvolvido de forma a atender todas essas necessidades. Simplificando, scaffolds sao
geralmente desenhados para imitar a estrutura e propriedades dos 6érgdos os quais eles
substituem (Jones, 2008).

Entretanto, imitar ossos é complexo, uma vez que o0s 0ssos tém uma estrutura
hierdrquica complicada. Esses tém duas macroestruturas: osso cortical denso e compacto e
uma estrutura suporte de osso trabecular que é uma teia de macroporos abertos (osso
trabecular: poroso e esponjoso). Sua nanoestrutura consiste de uma matriz de fibras de
coldgeno que promove resisténcia a tragao e tenacidade, algumas outras proteinas (~5%), e
nanocristais de hidroxiapatita. Um scaffold bem sucedido ird imitar essa estrutura e serd
reabsorvido ao longo do tempo promovendo total regeneracdo éssea sem evidéncia de tecido
cicatricial. Portanto o material ndo deve apenas estimular e suportar o crescimento em trés
dimensdes, mas deve também degradar a taxa na qual o tecido se forma, e importante, este
deve ainda ter habilidade adicional para resistir as condi¢cdes de carregamento experimentadas
in situ. O suporte mecanico deve continuar a medida que o material degrada, até que o novo

tecido possa suportar a carga (Jones, 2008).

A utilizacdo de certos materiais como implantes ndo é um conceito novo. Os
biomateriais sdo utilizados desde o tempo em que o homem dava seus primeiros passos na
medicina e na odontologia, mas s6 depois da segunda guerra mundial houve um avancgo
significativo nesse ramo da engenharia de materiais.

Ceramicas porosas a base de hidroxiapatita e fosfato de calcio possuem grande
potencial de aplicagdo na area de implantes dsseos, principalmente na reconstitui¢do, reparos



e preenchimento de cavidades désseas decorrentes de processos inflamatorios, acidentes ou
osteoporose (Ravaglioli, 1995; Hench, 1993). Os implantes porosos possuem uma elevada éarea
superficial, o que permite uma maior drea de contato entre o implante e o tecido hospedeiro,
0 que aumenta a resisténcia da interface e evita mobilidade do implante, diminuindo assim as
chances de respostas inflamatdrias. A presenca de macroporosidade interconectada prové um
reticulado permeavel que permite a incorporagdo e crescimento de tecido ésseo em seu
interior. (Ravaglioli, 1995; Hench, 1993)

Existem diversos métodos para a obtencdo de ceramicas porosas, sendo os mais usuais
(Sepulveda, 1997): controle da sinterizacdo; sol-gel; replicacdo de estruturas poliméricas
porosas; formacdo de espuma em suspensbes ceramicas; incorporacdo de materiais volateis
eliminados durante a queima, ou seja, a fracdo, tamanho e distribuicdo do volume de poros
produzidos sdo determinados pela quantidade e tamanho da fase volatil, que pode ser
naftaleno, cera, farinha, carvdo, polimeros diversos. Apds a sinterizagdo, o corpo final
apresenta poros com o mesmo tamanho das fases organicas inseridas na mistura.

O desenvolvimento de estruturas porosas de fosfato de célcio é de grande utilizagao
em engenharia de tecidos, além de outras dreas da traumatologia. Existem diversos trabalhos
publicados na drea de biomateriais no Brasil, em especial sobre a obtencdo e caracterizacdo de
hidroxiapatita na forma de pd. Entretanto, sdo poucos os trabalhos sobre o sistema B-fosfato
tricalcico (B-TCP), e principalmente ndo hd muitos trabalhos nacionais referentes a obtengdo
de estruturas porosas desses materiais. Apesar disso, a obtencdo de materiais porosos requer
tecnologias de processamento de pds e de caracterizagdo de biomateriais que sdo disponiveis
no pais, o que pode permitir a obtencdo de materiais com custos relativamente baixos e de
elevada qualidade.



2. Objetivo

O objetivo do trabalho é a obtencdo de fosfato de cdlcio poroso, com potencial uso
como scaffolds ou arcaboucgos para uso em engenharia de tecidos, através de um método
simples e de baixo custo, por meio da utilizacdo de silica coloidal, fosfato tricalcico e
microesferas de parafina como agente formador de poros.
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3. Revisao Bibliografica

3.1 Biomateriais

A aplicagdo de biomateriais remonta a pré-histéria, no entanto, a palavra
“biomaterial” como a utilizamos atualmente, ha poucos anos foi introduzida na nomenclatura
médica (Gutierres et. al., 2006).

A definicdo de biomateriais mais aceita atualmente é a da Conferéncia de Consenso
em Biomateriais para aplica¢Oes clinicas, de 1982, a qual conceitua biomaterial como “Toda
substancia (com excec¢do de drogas) ou combinacdo de substancias, de origem sintética ou
natural, que durante um periodo de tempo indeterminado é empregado como um todo ou
parte integrante de um sistema para tratamento, ampliagdo ou substituicdo de quaisquer
tecidos, érgdos ou fungdes corporais” (Williams, 1987).

Inimeros fatores devem ser considerados antes que um material possa ser utilizado
como implante. Como caracteristica imprescindivel, estes materiais devem ser biocompativeis,
ou seja, devem atender aos requisitos para os quais foram projetados, ndo estimulando ou
provocando o minimo de reacgdes alérgicas ou inflamatérias (Vallet-Regi et. al., 1997).

Assim, biocompatibilidade pode ser entendida como a habilidade do material e de seus
possiveis produtos de degradacdo de serem tolerados pelos tecidos envoltdrios e ndo
causarem prejuizo ao organismo a curto e longo prazo. Para um material ser aceito como um
material de implante é necessario que ele atenda a alguns requisitos fundamentais:

e O material deve ser biocompativel, ou seja, sua presenga nao deve causar efeitos
nocivos no local do implante ou no sistema bioldgico;

e Os tecidos ndo devem causar a degradagdao do material, como por exemplo
corrosao em metais, ou pelo menos de forma toleravel;

e O material deve ser biofuncional, ou seja, deve ter as caracteristicas mecanicas
adequadas para cumprir a funcdo desejada, pelo tempo desejado;

e O material deve ser esterilizavel.

Embora biomateriais sejam primeiramente usados para aplicagdes médicas, também
sdo usados em diversas aplicacdes, tais como dispositivos para crescimento de células em uma
cultura, para andlise de proteinas sanguineas em laboratdrio clinico, em equipamentos para
processamento de biomoléculas, entre outras.
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3.2 Classificagao dos Biomateriais

Os materiais podem ser classificados de acordo com seu comportamento bioldgico,
baseado na resposta do tecido hospedeiro, em (Hench & Wilson, 1993):

Biotoleraveis: materiais apenas tolerados pelo organismo, sendo isolados dos tecidos
adjacentes por meio da formacdao de camada envoltéria de tecido fibroso. Esta camada é
induzida por meio da liberagdo de compostos quimicos, ions, produtos de corrosdo e outros
por parte do material implantado. Quanto maior a espessura a camada de tecido fibroso
formada, menor a tolerabilidade dos tecidos ao material. Os materiais biotolerdveis sao
praticamente todos os polimeros sintéticos como também a grande maioria dos metais.

Bioinertes: materiais também tolerados pelo organismo, mas em que a formacgdo de
tecido envoltdrio fibroso é minima, praticamente inexistente. O material ndo libera nenhum
tipo de componente ou, mais realisticamente, o faz em quantidades minimas. A quantidade de
células fagocitarias na interface é minima, a resposta fagocitica sera passageira e uma fina
capsula tomara lugar apds o implante. Em alguns casos esta camada é praticamente
imperceptivel. Os materiais bioinertes mais utilizados sdo alumina, zirconia, titanio, ligas de
titdnio e carbono.

Bioativos: materiais em que ocorrem ligacdes de natureza quimica entre material e
tecido d6sseo (osteointegracdo). Em fungdo da similaridade quimica entre estes materais e a
parte mineral éssea, os tecidos 6sseos se ligam a eles, permitindo a osteocondug¢do por meio
do recobrimento por células dsseas. Os principais materiais desta classe sdo os vidros e
vitroceramicas a base de fosfatos de calcio, a hidroxiapatita e os compostos de fosfato de
calcio.

Reabsorviveis: materiais que, apds certo periodo de tempo em contato com os
tecidos, acabam sendo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo organismo. Tais
materiais sdo extremamente interessantes em aplicacdes clinicas em funcdo de ser
desnecessaria nova intervengdo cirdrgica para a retirada do material de implante. Os principais
exemplos desses materiais sdo o fosfato tricalcico (TCP) e o poli(acido lactico).

Outra classificacdao dos biomateriais é dada por (Vallet-Regi et. al., 1997):
Biomédicos: a qual considera todos os materiais, biocompativeis, de origem artificial.
Bioldgicos: a qual considera todos os materiais, biocompativeis , de origem natural.

Pode-se ainda classificar os biomateriais segundo sua composi¢cdo quimica em: metais
e ligas metalicas, ceramicos, polimeros e compdsitos (Gutierres et. al., 2006).
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3.3 Aplicacdao dos Biomateriais

Devido ao aumento na expectativa de vida, aumenta o nimero de pacientes nos
hospitais em funcgdo principalmente da ocorréncia de osteoporose e acidentes com lesGes
graves por meio de veiculos de transporte. Esta demanda por préteses, implantes e
equipamentos médicos, gera a necessidade de avangos no campo dos biomateriais e pesquisas
em biotecnologia.

O critério de selecdo de biomateriais é baseado principalmente na aplicagcdo a que se
destinam. Por exemplo, para dispositivos que fiquem em contato com o sangue, esses
materiais sdo:

e Componentes de dispositivos extracorpéreos que removem e retornam sangue do
corpo;

e Dispositivos que sdo inseridos em um vaso sanguineo;
¢ Dispositivos que ficam permanentemente implantados.

Para dispositivos de aplicagdes em tecidos moles, os materiais se propdem a aumentar
ou redefinir o tecido (ex.: implantes de seios e implantes faciais). Em aplicagcdes ortopédicas e
odontoldgicas, os materiais sdo componentes de implantes estruturais (ex.: proteses de juntas
e implantes de raiz de dentes) ou sdo usados para reparar defeitos dsseos (ex.: parafusos e
pinos inseridos em osso) (Prado da Silva, 2007).

Entre os principais biomateriais para implantacdo em tecido dsseo utilizado nas areas
de odontologia e ortopedia, estdo as ceramicas vitreas e de calcio/fosfato, os metais e os
polimeros.

Os biomateriais devem ser isentos de produzir qualquer resposta bioldgica adversa
local ou sistémica, ou seja: o material deve ser ndo-tdxico, ndo-carcinogénico, ndo-antigénico e
ndao-mutagénico. Em aplicagdes sanguineas, eles devem também ser ndo-trombogénicos. As
complicacdes oriundas dos dispositivos implantados irdo variar de acordo com a sua aplicacao.
Por exemplo, infeccGes e biodegradacdo irdo afetar dispositivos que tém aplica¢cdes de longa
duragcdo como préteses permanentes e valvulas cardiacas (Prado da Silva, 2007).

Ao ser aplicado, deve manter as suas propriedades e caracteristicas estruturais, mas
simultaneamente substituir a funcdo para a qual foi criado.

E também importante que permita uma boa ades3o celular & sua superficie, tenha
uma resisténcia mecanica adequada, ndo tenha caracteristicas oncogénicas, seja hemostatico,
esterilizavel e, por fim, que a sua producdo em grandes quantidades seja facil e com custos
aceitaveis (Gutierres et. al., 2006).
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3.4 Bioceramicas

Ceramicas projetadas e fabricadas para reparar e reconstruir partes do corpo
danificadas ou doentes sdo chamadas bioceramicas. Entre as aplicagdes clinicas das
bioceramicas estdo reparos no sistema esquelético, articulacbes e dentes, e utilizacdo em
valvulas cardiacas. FormulagBes especiais de vidros também sdo usadas terapeuticamente
para o tratamento de tumores (Hench, 1993).

Bioceramicas sdo também usadas para preencher espaco enquanto o processo natural
de reparo restaura sua fungdo. Em outras situacdes a ceramica é usada como revestimento em
um substrato, ou como uma segunda fase em um compdsito, combinando as caracteristicas de
ambos em um novo material com propriedades bioquimicas e mecanicas reforgadas. A Figura
3.1 apresenta uma variedade de aplicacdes para as bioceramicas (Hench, 1993).

Figura 3.1: Aplicacdo de Bioceramicas: A. Reparos cranianos; B. Lentes Oculares; C. Otorrinolaringologia;
D. Reconstrugao maxilofacial; E. Implantes Dentdrios; F. Aumento de Rebordo Alveolar; G.
Preenchimento de cavidade periodontal; H. Acessos Percutdneos; |.Valvulas cardiacas; J. Cirurgias de
Coluna; K. Reparo de Crista llfaca; L. Preenchimento de Cavidades Osseas; M. Aplicagdes Ortopédicas
sobre Carga; N. Fixacdo Ortopédica; O. ArticulagGes (Hench, 1993).
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As bioceramicas sdo produzidas em uma variedade de formas e fases e servem para
diferentes funcbes no reparo do corpo, as quais estdo resumidas tabela 3.1. A fase ou fases
usadas dependem das propriedades e fun¢Ges requeridas.

Tabela 3.1: Forma, Fase e Fungdo de Bioceramicos (Hench, 1993).

Forma Fase Funcgao
P6 Policristalino Preenchimento de espaco, tratamento
Vidro terapéutico, regeneracao de tecidos
Policristalino - . A
. . Ligacao tecidual, tromboresisténcia,
Revestimento Vidro ~ ~
. al protec¢do contra a corrosdo
Vitroceramico
Monocristal
Policristalino e .
. Substituicdo e aumento de tecido,
Carga Vidro

. A substituicdo de partes funcionais
Vitroceramico

Compdsito (Multi-fase)

3.4.1 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita (HA) é um fosfato de calcio hidratado de composi¢cdo Caig (PO4)s(OH),,
componente majoritario (cerca de 95%) da fase mineral dos ossos e dentes humanos. A
hidroxiapatita é o material que compde o esqueleto dos vertebrados, devido a sua capacidade
de atuar como reserva de calcio e fésforo.

Apatitas bioldgicas sdo conhecidas pela sua ocorréncia em forma nao-estequiométrica,
usualmente com baixa razio Ca/P, e contém, apesar das suas imperfeicbes e defeitos
estruturais, quantidades substanciais de ions estranhos tais como CO,%, citrato, Mg2+, Na* e
tracos de CI', F, K, Sr**, e outros fons metélicos (Hench & Wilson, 1993).

A estrutura da hidroxiapatita pertence ao sistema hexagonal, grupo espacial P63/m
(caracterizado por um eixo C de 6 unidades perpendiculares a 3 eixos equivalentes mantendo
um triangulo de 120°), com dimensdes de célula cristalina de a = 0,9423 nm e ¢ = 0,6875 nm.
Esses valores das dimensdes de célula unitaria valem para hidroxiapatita mineral ou
hidroxiapatita pura preparada por reacdo em estado sélido ou precipitacdo e sinterizacao a
1100°C. A célula unitaria de hidroxiapatita tem seis grupos PO,>, cinco grupos Ca™ e dois
grupos OH'. A estrutura cristalina da hidroxiapatita € mostrada na figura 3.2.
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Figura 3.2: Estrutura cristalina da hidroxiapatita (McGregor, 1998).

Devido a grande similiaridade quimica da hidroxiapatita com a fase mineral dos tecidos
6sseos, a HA é um dos materiais mais biocompativeis conhecidos, favorecendo o crescimento
dsseo para os locais em que ela se encontra (osteocondutor), estabelecendo ligagdes de
natureza quimica com o tecido dsseo, permitindo a proliferacdo de fibroblastos, osteoblastos e
outras células ésseas, sendo que as células ndo distinguem entre a hidroxiapatita e a superficie
dssea.

A biocompatibilidade da HA sintética ndo é apenas sugerida pela sua composi¢cdo, mas
também pelos resultados da implantagdo in vivo, a qual ndo produziu toxicidade local e
sistémica, inflamacdo e nenhuma resposta a corpo estranho. Este contato parece ser direto,
sem a intervencdo de uma camada fibrosa. Durante testes mecanicos, fratura frequentemente
ocorre através do osso e/ou HA, e ndo na interface osso-HA. O vinculo intimo do novo osso e
HA é a principal vantagem do uso de HA como um substituto ao enxerto dsseo (Hench &
Wilson, 1993).

A superficie da hidroxiapatita permite a intera¢do de liga¢cGes do tipo dipolo, fazendo
gue moléculas de dgua, proteinas e coldgeno sejam adsorvidas na superficie induzindo, assim,
a regeneracao tecidual. As principais aplicacbes da hidroxiapatita sdo reparos de defeitos
6sseos em aplicagGes odontoldgicas e ortopédicas, aumento de rebordo alveolar, regeneragao
guiada de tecidos 6sseos, reconstrucdo bucomaxilofacial, equipamentos percutaneos, reparo e
substituicdo de paredes orbitais, substituicdo do globo ocular e recobrimento de implantes
metalicos.

A hidroxiapatita é solivel em solu¢Ges acidas, enquanto que em solugGes alcalinas a
HA se apresenta insoluvel, e fracamente solivel em dgua destilada. Porém, a solubilidade da

hidroxiapatita em agua destilada aumenta com a adicdo de eletrdlitos (Aoki, 1991).
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A solubilidade da hidroxiapatita sintética é extremamente baixa, sendo que para a HA
sinterizada a taxa de solubilidade em tecido subcutineo é cerca de 0,1 mg/ano. Entretanto, a
hidroxiapatita pode apresentar-se em diferentes formas, porosidade, cristalinidade, defeitos
cristalinos, entre outros, o que interfere diretamente na solubilidade e capacidade de absorc¢do
pelo organismo do material. Assim, é possivel obter-se hidroxiapatita desde praticamente nao
absorvivel até totalmente absorvivel em meio fisioldgico em fungao dos diferentes métodos e
condicdes de obtencdo (AOKI, 1991). E importante ressaltar que a solubilidade da
hidroxiapatita ndo cristalina — deficiente em calcio — é menor que a hidroxiapatita pura —
estequiométrica.

A hidroxiapatita apresenta uma estrutura favordvel a invasdo vascular, mas a lentidao
de reabsorcdo e integracdo assim como a dificuldade em manter os granulos no local do
defeito 6sseo, levou a necessidade de criar compdsitos e pastas com caracteristicas de
biofuncionalidade superiores as dos seus constituintes individualmente (Gutierres et. al.,
2006).

3.4.2 Fosfato Tricdlcico (TCP)

O fosfato tricalcico (TCP) é o composto que apresenta relacdo Ca/P mais similar a
hidroxiapatica, como se pode observar através da tabela 3.2 (LE GEROS, 1991), demonstrando-
se como constituinte mais provavel de aceitacdo na resposta bioldgica. O TCP existe sob duas
formas alotropicas: a e B, contendo cerca de 39% de calcio e 20% de fosforo (Gutierres et. al.,
2006).

O fosfato tricalcico é soluvel em solugdes acidas, enquanto que em solugdes alcalinas o
TCP se apresenta insollvel. Além disso, a solubilidade do fosfato tricdlcico modifica-se na
presenca de aminodacidos, proteinas, enzimas e outros compostos organicos. Contudo, sua taxa
de solubilidade depende diretamente da forma, porosidade, tamanho de cristal, cristalinidade,
defeitos, etc.

17



Tabela 3.2: Classificagdo e resposta bioldgica de compostos de fosfato de calcio (Le Geros, 1991).

Composto Sigla Férmula Quimica Ca/P Resposta Bioldgica

Metafosfato de

. CMP Ca(P0O3), 0,5 Forte atividade macrofagica
Calcio
Pirofosfato de o .
. CpPP Ca,P,0; 1 Forte atividade macrofagica
Calcio
Fosfato Dicalcico o -
. DCP CaHPO, 1 Fraca atividade macrofagica
Anidro
Fosfato Dicalcico o L
. DCPD CaHPO,.2H,0 1 Fraca atividade macrofagica
Dihidratado
Fosfato Octacalcico ,
. OCP CagH,(P0O4)s.H,0 1,33 Absorvivel
Pentahidratado
Fosfato Tricalcico TCP Cas(P0Oy,), 1,5 Absorvivel
Hidroxiapatita HA Cay(P0O4)s(0OH), 1,67 Ativo biologicamente
Fosfato A e
TeCP Ca,(P0,),0 2 Sem relevancia clinica

Tetracalcico

As principais desvantagens do TCP, comparativamente com a hidroxiapatita, referem-
se a sua falta de suporte estrutural provocada pela sua reabsorcdo relativamente rapida, em
funcdo da sua macroporosidade (Gutierres et. al., 2006).

3.4.3 Outros Fosfatos de Cailcio

Além da hidroxiapatita discutida anteriormente em virtude da sua importancia e
extensivo uso comercial, existe ainda uma extensa lista de compostos de fosfato de calcio. Os
compostos de fosfato de calcio sdo substancias similares quimicamente as que ocorrem nos
processos biolégicos, podendo ou nao ser utilizadas como biomaterial em decorréncia de sua
resposta bioldgica.

Materiais para implantes de fosfato de calcio sdo compostos dos mesmos ions os quais
compdem a maior parte do mineral do osso natural. Devido a isso, esses materiais quando
implantados no 0sso sdo capazes de participar em solucGes sélidas de fosfato de cdlcio em
equilibrio com sua superficie. Os ions de calcio e fosfato necessarios para estabelecer seu
equilibrio podem ser derivados do implante, do osso que o cerca ou de ambos (Hench, 1993).
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O termo “cimentos de fosfato de calcio” foi primeiramente utilizado por Gruninger e
colaboradores (Driessens et al. 1993) e é descrito como uma mistura de pds, que se misturada
a 4gua ou a uma solugdo aquosa forma uma pasta que reage a temperatura ambiente
precipitando cristais de fosfatos de cdlcio que endurecem através do entrelagamento dos
mesmos.

O primeiro cimento ésseo de fosfato de calcio foi sinterizado por Brown e Chow em
1985, através da mistura de pds de tetracalcio fosfato (TTCP) e dicalcio fosfato (DCPA), que
davam pega quando misturados a agua devido a dissolugdo dos fosfatos calcio e a precipitacdo
de cristais de hidroxiapatita (HA). Apesar de apresentar varias formulagGes possiveis, os CFCs
podem apenas resultar em dois produtos finais: hidroxiapatita precipitada (PHA, apatita) e
dicalcio fosfato diidratado (DCPD, bruchita).

Esses cimentos reinem uma série de vantagens que permitem o seu uso como
preenchimento e substituicdo de partes danificadas do sistema ésseo sendo as principais:

e Nao ser necessario dar forma ao preenchimento;
e Minima cavidade do preenchimento;

e A preparacdo é realizada durante o ato cirurgico;
e Existe um 6timo contato entre osso e implante;
e Biocompatibilidade e bioatividade.

Para que este material tenha aplicabilidade clinica algumas exigéncias devem ser
satisfeitas, tais como (Lemaitre et al., 1987): auséncia de toxidade, perfeita adesdo ao tecido
duro, auséncia de propriedades alogénicas ou carcinogénicas, facil manipulacdo, dar pega e
endurecer in vivo dentro de um tempo razoavel, resisténcia mecanica apropriada e
permanente, reabsorbilidade, ser condutor e estimulador da formacdo de novo tecido dsseo,
ter tempos de pega e endurecimento controlaveis.

Portanto, um cimento 6sseo ideal apresenta as seguintes caracteristicas (Driessens et
al. 1997):

e O tempo requerido para a mistura deve ser curto: 1 min ou menos;

e O tempo de pega deve ser tal que permita a manipulagao apropriada do material sem
ser demasiadamente longo: a pega deve iniciar-se por volta de 5 min e finalizar-se
entre 15 ou 20 min;

e O tempo de preparo da massa (tempo durante o qual se pode moldar o material sem
afetar sua resisténcia final) deve ser proximo ao tempo de pega inicial: por volta de 5

min;

e O tempo de coesdo (0 momento a partir do qual o cimento ndo se incha nem se
desintegra em contato com os fluidos corporais) deve ser mais curto que o tempo de
preparo e de pega inicial;
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e Aresisténcia a compressao final deve ser pelo menos similar a do tecido reparado;
e Nao deve produzir calor durante a pega;

e O pH deve ser neutro (6,5 - 8,5) durante e depois da pega para evitar efeitos
citotoxicos.

3.4.4 Biovidros

Em escala de estrutura atdmica, o que difere os materiais vitreos dos materiais
cristalinos é a auséncia de periodicidade. Os vidros sdo normalmente formados por tratamento
térmico de fusdo seguido de um resfriamento rdpido até a solidificacdo sem que haja
cristalizagdao (Gutierres et. al., 2006). A taxa de resfriamento é extremamente importante para
estes materiais, uma vez que taxas excessivamente lentas permitem o rearranjo dos dtomos
gue se encontram dispersos na fase liquida, provocando a cristalizacdo do material.

A constituicdo dos vidros é essencialmente a base de silica (vidros silicatados) ou de
fosforo (vidros fosfatados), consoante o formador de vidro usado. Estes Ultimos sdo mais
facilmente fundidos e quimicamente mais instaveis que os silicatados (Gutierres et. al., 2006).
Vidros podem também ser formados utilizando-se modificadores de rede, normalmente ions
alcalinos (Na, K). Tais componentes permitem a formacdo de materiais vitreos devido a
ocupacdo pelos ions alcalinos de sitios aleatérios na estrutura da silica, o que ocasiona a
formacdo de uma estrutura que ndo apresenta periodicidade. Outros ions podem ainda ser
adicionados a essa estrutura aleatdria, permitindo a modificacdo de suas propriedades.

Larry Hench (Hench, 1993) foi o pioneiro da utilizacdo de vidros bioativos para fins
biomédicos. Biovidro (Bioglass®), desenvolvido em 1971 por Hench, Universidade da Flérida —
Gainsville, é o nome dado a uma série de composi¢des de vidros baseados no sistema SiO,,
Na,0, Ca0, P,05 e que permitem a ligacdo do tecido dsseo a esses materiais, por meio da
deposicdo de uma camada de hidroxicarbonatoapatita (HCA) bioldgica, que permite a ligagdo
interfacial. A ligacdo resultante é extremamente resistente, equivalendo ou superando a
resisténcia mecanica do material de implante ou do tecido ligado ao implante (Hench, 1993).

A capacidade de um vidro se ligar ao tecido dsseo, sofrer biodegradacdo e formar uma
camada de apatita superficial, varia em funcdo da sua composicdo e relagdo dos seus
constituintes (Gutierres et. al., 2006). O diagrama de Hench ilustra, para vidros silicatados, este
conceito de comportamento bioldgico em fungdo da composi¢do quimica.
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Figura 3.3: Diagrama de Hench (Hench 1993).

Os biovidros da zona:
A - estabelecem uma unido com o osso
B - sdo inertes
C - sdo reabsorviveis
D - ndo tem interesse biomédico
E - ligam-se quer aos tecidos ésseos quer aos tecidos moles

As principais aplicacdes dos biovidros sdo: recomposicio do assoalho das drbitas
oculares, substituicdo dos ossiculos do ouvido médio, preenchimento de cavidades,
equipamentos percutaneos, tratamento de doenca periodontal, recobrimento de préteses de
quadril.

3.5 Engenharia de Tecidos

A engenharia de tecidos (ET) € uma nova area promissora de pesquisa interdisciplinar
(Rob, 2008; O’shea, 2008), combinando o conhecimento de pesquisadores em ciéncias da
saude, biologia, ciéncia dos materiais e engenharia, a qual é uma potencial fonte para
tratamento de varias doencas e cirurgias reparadoras.

A ET compreende todos os métodos e esforcos para criar ou induzir a formacdo de
tecidos especificos em local especifico, através da selecdo e manipulagdo de trés elementos
principais (Muschler, 2002; O’shea, 2008; Khang, 2007): (1) células, células que sdo colhidas e
dissociadas do tecido doador, incluindo nervos, figado, pancreas, cartilagens, bem como
embriondrias/estaminais adultas ou células precursoras; (2) biomateriais como scaffolds
(suportes bioldgicos ou sintéticos) nos quais as células serdo atacadas e cultivadas, resultando
em implantacdo no local desejado; e (3) fatores de crescimento que promovam e/ou evitem
adesdo celular, proliferagdo, migracdo e diferenciacdo regulando a sintese de proteinas,
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fatores de crescimento e receptores. A figura 3.4 adaptada de Freed e colaboradores (Freed et
al, 1993) ilustra o desenvolvimento idealizado da técnica da engenharia de tecidos.

Estudo in vitro

Tecido Doador

Cultura de Células

in wvitro

Celulas Implante

Figura 3.4: Técnica da engenharia de tecidos (Freed et al., 1993).

Buscando uma padronizagao tanto na terminologia como na metodologia de pesquisa
e aplicacdo dos produtos preparados pela engenharia de tecidos, a regulamentacdo vem sendo
feita por normas ASTM (entre elas F2312-03, F2027-00el e F2150-02el) e por Orgdos
governamentais de paises da Europa, Japdo, Canada e outros (Lloyd-Evans, 2004). De uma
forma geral, a preparacdo dos produtos da engenharia de tecidos seguem as seguintes etapas:

e Selecdo e processamento do suporte;

e Inoculacdo da populacdo celular sobre o suporte;

e Crescimento do tecido prematuro;

e Crescimento do tecido maturado em sistema fisioldgico (bioreator);
e Reimplante cirdrgico;

e Assimilagdao do produto.

3.5.1 Materiais para Scaffolds

Para um scaffold para regeneracdao éssea ser bem sucedido em uma implantacao
direta em qualquer tipo de defeito dsseo, este deve (Jones, 2008):
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e Ser biocompativel (ou seja, induzir resposta minima ou imune in vivo);
e Promover adesdo celular, aderir ao osso e estimular osteogénese;

e Agir como suporte para o crescimento 6sseo e, portanto deve ter uma estrutura
porosa interconectada que possa permitir o crescimento celular interno,
vasculariza¢do e fornecimento de nutrientes;

e Ser reabsorvivel com seguranca no corpo e ter uma taxa de degradacao controlavel;
e Exibir propriedades mecanicas similares as do osso hospedeiro;

e Ter processo de fabricacdo que permita ao scaffold ser moldado a se adequar a faixa
de defeitos geométricos; e

e Ser esterilizavel e encontrar os requisitos regulatorios para uso clinico.

3.5.1.1 Scaffolds de Biopolimeros

Biopolimeros podem ser empregados a engenharia de tecidos visando promover a
adesdo celular, manutencdo da funcdo de diferenciacdo celular sem impedir a proliferacao,
como moldes para organizar e direcionar o crescimento de células e auxiliar na funcdo da
matriz extracelular (Yang, 2003). Scaffolds de polimeros biodegradaveis sdao o principal
interesse nesse campo, como uma amostra tridimensional para guiar a regeneracao tecidual
em diferentes aplicacGes (Shum, 2004).

Células sdao semeadas e cultivadas para se desenvolverem em tecidos ou scaffolds
biodegradaveis, que eventualmente desaparecem com o tempo. Tipicamente, scaffolds
desenvolvidos a partir de polimeros biodegradaveis sdo fabricados usando lixiviacdo de
particulas, tecnologias téxteis ou técnicas de impressdo tridimensionais. No método de
lixiviagdo de particulas, uma matriz é criada através da moldagem de uma solugdo polimérica
saturada de particulas solUveis em agua, tais como NaCl. Evaporando o solvente e
posteriormente o sal, tem-se como produto um scaffold poroso (Chen, 2003).

O poli(acido glicdlico) (PGA), poli(acido latico) (PLA), e seus copolimeros Poli(acido
latico-co-acido glicdlico) (PLGA) sdo uma familia de poliésteres alifaticos lineares
frequentemente utilizados em engenharia de tecidos (Ma, 2004; Zhang, 2001; Pachence,
2000). Esses polimeros degradam através da hidrdlise de suas ligacdes éster.

O PGA é um dos polimeros mais utilizados na fabricacdo de scaffolds. Devido a sua
hidrofilicidade relativamente natural, o PGA degrada rapidamente em solugdes aquosas ou in
vivo, e perde a integridade mecanica entre duas a quatro semanas (Ma, 1995).

O PLA também é um biopolimero amplamente utilizado para fabricacdao de scaffolds. O
grupo metil extra na unidade repetitiva do PLA (comparado com o PGA) faz com que tenha
maior hidrofobicidade e uma menor taxa de hidrélise. SGo necessdrios muitos meses ou alguns
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anos para um implante ou scaffold de PLA perder a integridade mecanica in vitro ou in vivo
(MA, 1995). Para obter-se uma taxa de degradacdo intermediaria entre PGA e PLA sdo
utilizadas razGes entre acido latico e acido glicdlico para sintetizar PLGAs. Esses polimeros
(PLA, PGA e PLGAs) sdo alguns dos muitos polimeros sintéticos aprovado pela US Food and
Drug Administration (FDA) para aplica¢des clinicas humanas.

Estudos realizados com scaffolds porosos, utilizando PLLA com uma estrutura similar a
matriz extracelular natural para suportar a diferenciacdo neural e o crescimento de células
neurais in vitro, foram realizados por Yang e colaboradores (Yang, 2002), a escolha do PLLA
como polimero foi devido as suas propriedades biolégicas e fisico-quimicas.

3.5.1.2 Scaffolds de Biocerdmicas

Uma classe importante de scaffolds para engenharia tecidos dsseos é baseada em
ceramicas bioativas e biodegradaveis e vidros, incluindo: hidroxiapatita, vidros bioativos de
silicato e fosfatos de cdlcio. Existem também fortes pesquisas na producdo de scaffolds a partir
de outros éxidos ceramicos, tais como alumina, titania e zirconia. Apesar destes ndo serem
ceramicas biodegradaveis, podem ser utilizados em aplicagcbes ex vivo ou em bioreatores.
(Yunos, 2008)

Tentativas de reproduzir a estrutura porosa do tecido ésseo natural levaram ao
desenvolvimento das ceramicas porosas. A razdo para a utilizacdo de ceramicas porosas é
fornecer local para o tecido dsseo crescer e fixar o implante biologicamente. Para o
crescimento ocorrer, o tamanho do poro deve ser grande o bastante para acomodar as células
juntamente com o sistema de irrigacdo sanguinea, ficando por volta de 100 a 200 um de
diametro (Hulbert et al., 1971; Karageorgiu, 2005)

O tecido responde diferentemente ao didmetro do poro do material e é resumido na
tabela 3.3 (Matsura, 1995).

Tabela 3.3: Crescimento tecidual de acordo como tamanho dos poros (Matsura, 1995).

Tamanho dos poros Resposta do tecido
Menor que 10 ym Sem crescimento
Entre 10 e 50 um Crescimento fibrovascular
Entre 50 e 150 pm Formacao de ostedide
Acima de 150 um Crescimento dsseo
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Embora a morfologia especifica ideal para a rede porosa ainda nao esteja clara, é
evidente que o tamanho de interconexdao é o parametro mais importante da rede de poros
para o crescimento do osso 3D. Deve-se ainda ressaltar que o osso deve ser vascularizado para
sobreviver. Se as veias sanguineas ndo povoam o scaffold, qualquer novo tecido que se formar
morrera (Jones, 2008).

Uma das aplicagdes para ceramicas porosas que tem grande destaque no campo de
biomateriais é a utilizagdo destes materiais para a reconstituicdo, reparos e preenchimento de
cavidades dsseas decorrentes de processos inflamatorios, acidentes ou osteoporose (Hench,
1993). Para tal, utilizam-se matérias primas de elevada pureza quimica e que ndo produzam
reacgdes téxicas quando colocadas em contato com tecidos vivos.
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4. Procedimento Experimental

Este trabalho foi realizado no Laboratdorio de Materiais Ceramicos (LACER) do
Departamento de Engenharia de Materiais da Escola de Engenharia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul.

4.1 Obtencdo do Fosfato Tricalcico (TCP)

O fosfato tricalcico utilizado para a fabricacdo dos scaffolds foi obtido da empresa
IQUIMM Industria Quimica, Sdo Caetano do Sul, Sdo Paulo, Brasil.

O TCP fornecido pela empresa IQUIMM foi o comercial de uso farmacéutico por ser
matéria prima nacional de alto grau de pureza.

4.2 Obtencgao das esferas de parafina

Para a obtencdo de parafina na forma de microesferas utilizou-se uma solucao aquosa
contendo 500 mL de agua deionizada, 4 g de poli(alcool vinilico) (PVAI) (Kuraray Poval) e 5 g de
sulfato de sddio (Na,S0O,) (Synth). A solucdo foi aquecida a 100°C e entdo adicionou-se parafina
comercial (Petrobras), aguardando-se a sua total fusdo (Tmparafina = 67°C). O sistema foi
colocado sob agitacdo mecanica (400 rpm) durante aproximadamente 10 minutos. Apds a
formagao de uma espuma consistente, foi desligado o aquecimento e resfriou-se rapidamente
com adicdo de dgua fria (Tsgua = 5°C).

A mistura foi entdo colocada em uma torre de peneiras, e as esferas lavadas com dgua
deionizada e separadas em trés faixas de granulometria: 100 a 250 gym, 250 a 350 ym e 350 a
850 um. As esferas foram secas a temperatura ambiente e armazenadas em dessecador.

4.3 Obtencao dos Biomateriais Porosos

Para a obtencdo dos corpos porosos foi utilizada silica coloidal da marca Bindzil,
produzida pela Akzo Nobel, com pureza de 30%.

Primeiramente foi feita a corre¢do do pH inicial da silica coloidal (~11) para um valor
igual ou proximo a 7. O ajuste de pH foi realizado através da adigdo de acido acético (30% v/v)
a silica.
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Ap0s a corregdo do pH, foram adicionadas as microesferas de parafina a silica coloidal,
em propor¢do variada para determinacdo da quantidade de poros necessaria para atender aos
requisitos de um scaffold ideal.

Adicionou-se entdo o pé de fosfato tricdlcico e a mistura foi homogeneizada, obtendo-
se assim uma pasta. Esta pasta foi conformada em um molde confeccionado em ago inoxidavel
contendo cavidades de 13 mm de diametro e 19 mm de altura. Mesmo sendo todas as
cavidades internas devidamente polidas, o molde foi lubrificado manualmente com uma fina
camada de desmoldante de silicone para facilitar a retirada dos corpos-de-prova para todas as
formulagdes.

A pasta proveniente da mistura silica coloidal + microesferas de parafina + fosfato
tricalcico foi mantida no molde por aproximadamente 24 horas em temperatura ambiente
para que ocorresse seu endurecimento. Posteriormente os corpos de prova foram removidos
do molde permanecendo em temperatura ambiente por mais 24 horas e entdo submetidos a
tratamento térmico. A queima das pecas foi realizada a temperatura 700°C com uma taxa de
aquecimento de 10°C/min e um patamar de duas horas. A figura ilustra o processo de
obtencdo dos corpos porosos.

Silica Coloidal Fosfato tricalcico Microesferas de parafina

Homogeneiza¢do da Mistura

Vazamento no molde

Gelificacdo

Secagem

Queima

Figura 4.1: Fluxograma de obtencdo dos corpos porosos.
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4.4 Caracterizacao

As propriedades e caracteristicas do fosfato tricdlcico, das microesferas de parafina e
dos arcabougos foram investigadas utilizando-se as técnicas descritas a seguir.

4.4.1 Difragdo de raios X

A avaliacdo da composicdao de fases do fosfato tricalcico foi realizada através de um
difratdmetro de raios X, marca comercial PHILLIPS®, modelo X’Pert MPD. O limite minimo de
detecgdo de fases cristalinas dispersas capazes de serem detectadas no equipamento utilizado
esta na faixa de 4%. Para a realizagdo da analise utilizou-se um programa com intervalo de
varredura angular de 20 a 50°, com avanco gradual de 0,02° a cada intervalo de tempo de 1 s.
A configuracdo do aparelho contou com uma mascara com abertura de 15 mm na saida do
tubo, uma corrente no filamento de 40 mA e uma tensao de aceleracao dos elétrons de 40 kV.

4.4.2 Espectroscopia de Infravermelho

Esta técnica é utilizada como complemento a técnica de difracdo de raios X, uma vez
que esta detecta as frequéncias de vibracdo das ligacdes quimicas no sdélido. Nesta técnica, as
amostras foram caracterizadas num intervalo de 500 a 4000 cm™ em um espectrdometro
Spectrum 1000. Para tanto, fez-se necessaria a confecgdo de uma pastilha envolvendo o pé de
fosfato tricalcico e uma porcentagem de KBr de grau espectroscépico na proporc¢ao de 0,3 mg
de pd para 300 mg de KBr.

4.4.3 Difragdo de Laser (granulometria)

Para um controle do processo de beneficiamento da matéria prima determinou-se a
distribuicdo do tamanho das particulas (DTP) do pé sintetizado para fragdes volumétricas da
amostra de 10%, 50% e 90%.

O tamanho médio de particula é calculado com relacdo a todo o intervalo de tamanhos
de particulas medido no granuldometro, diferente da distribuicdo que demonstra as faixas de
concentragao de certos tamanhos de particula.

Para a distribuicdo do tamanho das particulas foi utilizado o método de espalhamento
de radiacdo laser num granuldometro de marca comercial CILAS®, modelo 1180. O método
experimental escolhido foi a Umido, no qual a amostra fica suspensa em um fluido durante as
medidas de distribuicdo de particulas. Tal método é preferencialmente usado por eliminar as
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chances de que duas particulas passem ao mesmo tempo pelo detector, provocando erro nos
resultados. Como fluido optou-se pela utilizacdo de agua.

Usando a teoria de difracdo de Fraunhofer, os valores de intensidade foram entdo
usados para determinar a distribuicdo e o tamanho médio de particulas das amostras.

4.4.4 Andlise Termodiferencial

A técnica de andlise termodiferencial foi utilizada como uma ferramenta de controle
para o entendimento dos fendmenos envolvidos na reacao dos precursores quimicos utilizados
durante a etapa de sintese da matéria prima.

Quando uma substdncia sofre uma mudanca fisica ou quimica, observa-se uma
variacdo correspondente na entalpia. Se o processo for promovido por uma variagdo
controlada de temperatura, isto constitui a base das técnicas conhecidas com andlise térmica
diferencial (DTA). A DTA permite medir a diferenca de temperatura entre a amostra e um
material de referéncia (inerte) em funcdo da temperatura enquanto ambos sdo aquecidos nas
mesmas condi¢cdes. A analise pode ser realizada com um programa de aquecimento ou
resfriamento, com velocidade de variacdo de temperatura programavel (em geral, na faixa de
5 a 20 K/min). H4 ainda a possibilidade de o sistema ser mantido a uma temperatura
constante, isto é, operar no modo isotérmico, a qualquer temperatura dentro da faixa de
operacdo do equipamento, durante um tempo determinado. Assim, as areas sob os picos
serdo proporcionais as variagdes de entalpia que ocorrem em cada transformacdo. O registro
da curva é expresso em termos de fluxo de calor (miliwatts, mW) versos temperatura (°C) ou
tempo (min).

As reagles exotérmicas sdo representadas por picos, enquanto as reagdes
endotérmicas sdo representadas por vales na curva termodinamica. A interpretacdo destas
variacoes permite identificacdo das reacdes ocorridas.

O programa de execucdo da anélise seguiu uma taxa de aquecimento de 10K/min até a
temperatura de 700°C em uma termobalanga, marca comercial HARROP®, modelo ST-736. A
atmosfera utilizada foi a ambiente com fluxo de ar forcado com vazdo de 30L/h.

4.4.5 Porosidade

A porosidade das amostras foi calculada como porcentagem da densidade tedrica do
fosfato tricélcico, que é 3,07 g/cm3 (Marchi, 2006; Miranda, 2005). Para tanto foram medidos o
diametro e a altura de todas as amostras, assim como suas respectivas massas. As pecas foram
pesadas em balanca com precisdo de 0,002 g e tiveram suas dimensdes medidas com uso de
um paquimetro.
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O valor de densidade, , foi calculado segundo a equacdo (1):

o= 4.m
d2.zh

Equacdo (1)

Onde m é a massa das amostras (g), d é o didametro (mm) e h é a altura (mm) dos corpos de
prova.

A partir da densidade da amostra, a percentagem de porosidade foi calculada em
relacdo a densidade tedrica do fosfato tricalcico (3,07 g/cm?), utilizando-se a férmula abaixo:

Porosidade (%) = {1 - [%H.IOO Equagdo (2)

’

4.4.6 Resisténcia Mecdnica a Compressdo

Para determinacdo da resisténcia mecanica a compressao foram utilizados os corpos-
de-prova obtidos apds conformagdo em molde de ago e posterior queima em forno, conforme
descrito anteriormente. Estes foram previamente submetidos a uma andlise visual direta, com
o intuito de verificar a sua integridade e acabamento superficial. Como critério de exclusao,
foram descartados os corpos-de-prova que apresentaram defeitos visiveis como quebras,
bolhas ou falta de preenchimento.

Para a avaliacdo da resisténcia mecanica a compressao, foi utilizada uma maquina
universal de ensaios ATS, modelo 1105 C a uma velocidade de travessa de 5 mm/min. Com o
ensaio de resisténcia mecanica pode-se determinar a carga maxima necessdria para o calculo
da resisténcia mecanica dos corpos-de-prova. A resisténcia mecanica a compressao é dada
pela tensdo de ruptura ultima do corpo-de-prova, que é dependente da forca atuante na area
efetiva da secdo reta do corpo-de-prova. A resisténcia mecanica a compressao foi calculada de
acordo com a equacéo (3).

o=F/A Equacdo (3)

Onde o é a tensdo de ruptura (MPa), F é a forca (N) necessaria para a fratura e A é a area da
secdo reta dos corpos-de-prova (mm?).
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4.4.7 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A andlise por microscopia teve como objetivo auxiliar as investigacGes das
caracteristicas microestruturais dos materiais investigados. A microestrutura pode ser
considerada uma ponte entre o processamento ceramico e as propriedades tecnoldgicas de
interesse presentes no corpo ceramico. O microscépio eletrénico de varredura utilizado foi um
equipamento marca JEOL®, modelo JSSM-6060. As amostras analisadas sofreram a aplicacdo de
uma camada fina de ouro via sputtering.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Caracterizacao do Fosfato Tricalcico

Para avaliacdo da distribuicdo de particulas do fosfato tricalcico calcinado a 1000°C
utilizou-se como meio dispersante dgua e um tempo de ultrassomde 60 s. O resultando
obtido pela técnica foi uma distribuicdo de tamanho de particulas estreita e com valor médio
de 4,01 um.

A distribuicdo granulométrica de uma composicdo ceramica influencia diretamente
importantes caracteristicas como: porosidade e resisténcia a verde, reologia de suspensoes,
temperatura de sinterizacdo, resisténcia mecanica, etc. Justifica-se assim, a necessidade bdsica
do controle da granulometria de um material ceramico e a existéncia de diversos modelos
tedricos de distribuicdo granulométrica (Pileggi et al., 1998).

A figura 5.1 mostra a distribuicdo de tamanho de particulas médio do TCP, obtido por
difracdo a laser.
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Figura 5.1: Histograma da distribuicdo de tamanho de particulas para o fosfato tricalcico obtido apds 30
minutos de moagem em alcool.

Pode-se observar a partir do histograma, uma configuracdo bimodal na distribuicdo de
tamanho de particulas do TCP analisado. Esta configuracdo estd provavelmente associada a
uma diferenca de tamanho presente no pd analisado, possivelmente devido a uma fase
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diferente da fase B-TCP estar presente no pé. A presenca dessas particulas menores pode
contribuir para um melhor empacotamento da matriz, visto que elas podem se alocar entre os
poros resultantes do encontro entre agregados maiores.

A analise por espectroscopia de infravermelho (figura 5.2) mostra os grupos quimicos
presentes no fosfato tricdlcico calcinado a 1000°C. Observa-se que o espectro do TCP
apresenta bandas largas, o que demonstra a baixa cristalinidade do material (Le Geros, 1991).
O pico definido em 560 e 611 cm™ é caracteristico dos fosfatos de célcio (Le Geros, 1991),
referente a ligacdo P-O e se relaciona aos grupos PO,>. Outros picos correspondentes as
ligacBes PO,> s30 0 em 1044 e em 2925 cm™. O pico em 727 cm™ é referente a ligagdo C-O de
grupos COs> no B-TCP. Os picos em 1629 cm™ e na regido de 3200 a 3600 cm™ correspondem a
agua absorvida.
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Figura 5.2: Espectroscopia de infravermelho do pé de fosfato tricalcico calcinado a 1000°C.

A andlise de difracdo de raios X do TCP calcinado é apresentada na figura 5.3. O
difratograma apresenta a fase majoritaria de B-TCP, como se pode observar pelos picos
identificados a partir da ficha padrao de difracdo nimero 09-0169 do Joint Committee on
Powder Difraction Standards — JCPDS. Observa-se também a presengca minoritaria de
pirofosfato de célcio (CPP). A presenca da fase de CPP pode ser devido ao TCP utilizado ser
comercial, podendo ter havido erro na formulacdo, com falta de calcio ou ndo
homogeneidades durante a reagao, levando a formacgdo do pirofosfato de célcio.
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Figura 5.3: Difratograma de raios X do pd de fosfato tricalcico calcinado a 1000°C.

A fotomicrografia do fosfato tricalcico calcinado é apresentada na figura 5.4. Pode-se
observar pela micrografia que os grdaos nao apresentam um tamanho muito uniforme e estao
interligados a particulas maiores. Resultados semelhantes foram encontrados na literatura por

Motisuke (2009) para pés de TTCP e B-TCP.
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Figura 5.4: Fotomicrografia da amostra do fosfato tricalcico calcinado a 1000°C.

5.2 Caracterizacao das esferas de parafina

As esferas de parafina foram confeccionadas com o objetivo de se obter corpos
organicos que poderiam, apds queima a uma determinada temperatura, proporcionar a
formacdo de poros de formato, tamanho e distribuicdo de tamanho controlados. Além disso, é
importante que haja a interconexao desses poros para possibilitar o crescimento tecidual.

A parafina foi escolhida por ser um material organico de baixo ponto de fusdo, o que
possibilita facilidade no processamento; ter inércia quimica, ndo causando nenhuma reacgdo
com o cimento ou a fase liquida; e ser de baixo custo.

Para obtencdo das esferas de parafina foram feitos testes iniciais baseados na
literatura (Shum, 2005) apenas com a utilizagdo de alcool polivinilico (PVAI) na solugdo de
agitacdo. Ndo foram obtidos resultados satisfatorios, pois parte das esferas formadas ficaram
com um tamanho acima do esperado e unidas em aglomerados. A partir do trabalho de
Mizutani et al. (2005), que utilizou Na,SO,; na obtengdo de esferas de poli(acido L-lactico)
(PLLA), determinou-se que este também seria importante na obtencdo de esferas de parafina.
A espuma formada sob agitacdo da solucdo de PVA e Na,SO, se tornou mais espessa
visualmente, com maior estabilidade, o que permitiu a formagdao de esferas de parafina de
menor tamanho, sem aglomerados e pedacos disformes. Na figura 5.5 pode-se observar uma
maior homogeneidade na forma e tamanho das esferas de parafina utilizando essa técnica. A
distribuicdo de tamanho fez-se através da separagdo por uma torre de peneiras. As esferas
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utilizadas foram da faixa de 100 a 250 um, uma vez que segundo a literatura (Matsura, 1995),
o tamanho de poro ideal para o crescimento de tecido dsseo é acima de 150 um.

1ak

Figura 5.5: Fotomicrografia mostrando as microesferas de parafina utilizadas na confec¢do de poros dos
corpos de prova.

A analise termogravimétrica da parafina mostrou que esta tem seu pico de degradacao
a uma temperatura de aproximadamente 350°C, sendo que a degradacdo completa ocorre um
pouco antes dos 550°C, como pode ser visualizado no termograma da figura 5.6.
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Figura 5.6: Termograma mostrando a curva de degradagdo da parafina.

Devido a baixa temperatura de degradacdo da parafina empregada, ndo se fez
necessario o estudo de outros materiais para utilizacdo como agentes porogénicos, ou mesmo
parafinas de menor tamanho de cadeia, os quais apresentam maior custo que a parafina
comercial, material esta de custo extremamente baixo e facil acesso.

5.3 Obtenc¢ao dos Materiais Porosos

Para a extracdo das esferas de parafina e producdo dos corpos porosos, utilizou-se
uma temperatura de 700°C, visto que a esta temperatura ocorreria a total degradacdo da
parafina, conforme estudo termogravimétrico previamente mostrado.

Maiores estudos da influéncia da temperatura nas fases cristalinas de fosfatos de
calcio podem ser Uteis para a obtencdo de materiais contento mais de uma fase cristalina (a-
TCP, B-TCP, hidroxiapatita) e com diferentes cristalinidades, e portanto com solubilidades e
comportamentos in vivo diferenciados, o que pode ser util em aplicagGes tais como liberagao
controlada de medicamentos, preenchimento de grandes cavidades, entre outras. Além disso,
o aumento da cristalinidade e da temperatura de calcinacdo pode resultar em valores de
resisténcia mecanica mais elevados e préximos dos tecidos a serem substituidos.
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Shum et al.(Shum, 2005) ao produzirem scaffolds poliméricos utilizando parafina como
agente formador de poros removeram a parafina dos seus scaffolds mergulhando os corpos
em hexano a temperatura ambiente por 2 dias, trocando o hexano trés vezes ao dia. Apds
esses dois dias, os corpos foram deixados em uma solu¢do de hexano com ciclohexano a uma
temperatura de -20°C por 6h, seguido de uma secagem a -10°C por 2 dias e uma secagem a
vacuo por uma semana para total extracao do solvente. O processo de extracdo da parafina
para obtencdo dos scaffolds foi muito lento e dispendioso, mas necessario devido ao fato de
gue o material utilizado era um polimero com ponto de fusdo relativamente baixo,
impossibilitando a utilizacdo de um método térmico, pois, além de degradar a parafina,
degradaria o polimero.

A literatura (Zorzi, 2001) comenta que a extracdo de ceras de corpos ceramicos deve
ser feita a uma taxa e aquecimento mais baixa possivel. Segundo Trunec (1997), a extracdo de
ligantes é o passo mais critico na moldagem por injecdo, onde a parafina é muito usada como
ligante, sendo que a sua quantidade pode chegar a 50% em volume. A parafina deve ser
removida lentamente, em um processo que requer a gradual formacdo de canais ao longo da
peca. Estes canais permitem que a parafina saia da pe¢a sem causar o colapso da mesma
(Mutsuddy e Ford, 1995). O diametro dos canais depende do tamanho das particulas do pé e
da porosidade da peca e sua forma é altamente variavel dentro da peca injetada. Os canais
tém um alto nivel de interconectividade e sdo tortuosos, de tal forma que o ligante fluido
percorre uma distdncia muito maior que a espessura da peg¢a ceramica (Mutsuddy e Ford,
1995).

Machado (2007) utilizou um pré-tratamento do corpo de prova em estufa a
temperatura de aproximadamente 100°C durante aproximadamente 2h. O tratamento foi
realizado com o auxilio de papel absorvente que ficava em contato com o corpo de prova.
Como a temperatura de fusdo da parafina é em torno de 60°C, essa temperatura foi suficiente
para a fusdo da parafina e para que esta fosse absorvida pelo papel na medida em que fluia
para fora do corpo de prova. Desta maneira restava pouca parafina no corpo de prova e os
micronais conseguiam eliminar a parafina residual e seus subprodutos de decomposicdo sem
causar um aumento exagerado de pressdo dentro dos poros, e consequentemente sem
colapsar o corpo de prova. Zorzi (2001), Matsuddy e Ford (1995) explicam em seus trabalhos
gue uma variante da extracdo térmica é chamada de wicking, processo no qual um ligante
liguido, com baixa viscosidade é “sugado” por forgas capilares em um meio poroso que
envolve a peca ceramica. E o processo conhecido como fluxo capilar em leito poroso (wicking).
O fluxo capilar do liquido através do meio poroso que envolve a peca impede que se forme
uma descontinuidade liquido-vapor na superficie do corpo, que poderia provocar a formacgao
de defeitos na peca. Dessa forma foi possivel colocar o corpo de prova no forno a uma taxa
mais alta sem a destruicdo da estrutura. A taxa usada foi de 10°C/min e os corpos mantiveram
sua estrutura de poros intacta.

Para razdo de estudo da influéncia do teor de esferas de parafina na porosidade dos
scaffolds e do teor de pd de fosfato tricdlcico na resisténcia mecanica, foram confeccionados
corpos de prova com diferentes quantidades de parafina, mantendo-se fixa a proporcao de
fosfato tricalcico e fase liquida utilizada (silica coloidal). Duas raz6es de po6 foram utilizadas
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para a variacdo de quantidade de esferas. As composi¢cdes dos corpos porosos estdo descritas
na tabela 5.1.

Tabela 5.1: Formulagdes dos corpos de prova produzidos.

Formulagao Teor de Silica Teor de microesferas
(proporgdo) Coloidal (g) Teor de TCP (g) de parafina (g)
$1:T1,5:P1 10 15 10
$1:T1,5:P1,5 10 15 15
$1:T1,5:P2 10 15 20
$1:T2:P1 10 20 10
$1:T2:P1,5 10 20 15
$1:T2:P2 10 20 20

5.3.1 Influéncia da formulagédo dos corpos porosos sobre a porosidade

As fotomicrografias da superficie de fratura dos materiais produzidos com as
formulagGes S1:T1,5:P1, S1:T1,5:P1,5 e S1:T1,5:P2 podem ser vistas nas figuras 5.7, 5.8 e 5.9.
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Figura 5.7: Fotomicrografia da microestrutura dos corpos de prova com a formulagdo S1:T1,5:P1 (10 g
de silica coloidal, 15 g de fosfato tricalcico e 10 g de esferas de parafina).

Figura 5.8: Fotomicrografia da microestrutura dos corpos de prova com a formulagdo S1:T1,5:P1,5 (10 g
de silica coloidal, 15 g de fosfato tricalcico e 15 g de esferas de parafina).
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Figura 5.9: Fotomicrografia da microestrutura dos corpos de prova com a formulagdo $1:T1,5:P2 (10 g
de silica coloidal, 15 g de fosfato tricalcico e 20 g de esferas de parafina).

Pode-se observar visualmente um aumento na quantidade de poros e a medida que se
aumentou o teor de microesferas, entretanto ndo se observa interconectividade significativa
entre os poros. Nao foram encontrados dados na literatura que demonstrem a quantidade de
esferas minima necessaria para obter-se interconectividade. A quantidade de esferas estd
relacionada a formacdo de uma camada minima de cimento entre as esferas, de forma que
elas possam entrar em contato umas com as outras e, assim, apds a retirada da parafina,
serem formadas interconexdes entre os poros oriundos das esferas de parafina.

Nas figuras 5.10, 5.11 e 5.12 sdo mostradas as micrografias da superficie dos corpos
porosos obtidos com 20 g de fosfato tricdlcico, também variando-se a proporcdo de
microesferas de parafina nas proporc¢des S1:T2:P1, S1:T2:P1,5 e S1:T2:P2.

Pelas imagens pode-se perceber um maior empacotamento dos corpos de prova
confeccionados com maior teor de pd de fosfato tricdlcico e menor teor de vazios que o
observado nas formulagdes com 15 g de TCP. O formato dos poros encontrado para ambas as
formulagGes é irregular e a distribuicdo de poros é larga, semelhante ao encontrado por
Neville (1997), para cimento Portland.
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Figura 5.10: Fotomicrografia da microestrutura dos corpos de prova com a formulagdo S1:T2:P1 (10 g de
silica coloidal, 20 g de fosfato tricalcico e 10 g de esferas de parafina).

Figura 5.11: Fotomicrografia da microestrutura dos corpos de prova com a formulagdo S1:T2:P1,5(10 g
de silica coloidal, 20 g de fosfato tricalcico e 15 g de esferas de parafina).
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Figura 5.12: Fotomicrografia da microestrutura dos corpos de prova com a formulagao S1:T2:P2 (10 g de
silica coloidal, 20 g de fosfato tricalcico e 20 g de esferas de parafina).

Os valores de porosidade dos arcabougos em relagdao a quantidade de parafina e TCP
podem ser vistos no grafico da figura 5.13. Os valores de porosidade encontrados para ambas
as formulacBes sdo semelhantes aos descritos na literatura (Machado, 2007), mostrando a
linearidade com que cresce a porosidade na medida em que se adiciona matéria organica para
a obtengdo de poros. O valor de R* das curvas comprova suas linearidades. A pequena
inclinacdo das retas representa a necessidade de uma maior quantidade de matéria organica
para que se tenha um pequeno aumento na porosidade.

Sendo a porosidade aberta considerada um fator favoravel a osteocondugdo (MA,
2004; Alves, 2005), permitindo o crescimento de tecidos no interior dos poros, pode-se dizer
que todas as formulagbes possuem tendéncia a favorecer este comportamento bioldgico,
tendo em vista que todas as formulag¢Ges apresentam porosidade elevada.
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Figura 5.13: Grafico mostrando a variacdo da porosidade com relagdo a quantidade de parafina e TCP
utilizados na confecg¢do dos corpos de prova.

5.3.2 Influéncia da formulagdo dos corpos porosos sobre a resisténcia mecénica

Este estudo teve como objetivo analisar a influéncia do teor de TCP e das microesferas
de parafina na resisténcia mecanica e porosidade dos corpos porosos obtidos. O grafico da
figura 5.14 compara as resisténcias mecanicas sob compressdo obtidas para as formulacGes
com 15 e 20 g de fosfato tricalcico. Pode-se perceber que hd um aumento na resisténcia
mecanica com o aumento do teor de TCP. Este aumento deve-se ao maior empacotamento e
contato das particulas de cimento da matriz na formulagdo com maior teor de TCP. Entretanto,
com o aumento do teor de esferas a resisténcia mecanica das pecas diminui, o que era de se
esperar ja que é conhecido que a resisténcia mecanica (o,) dos materiais ceramicos decresce
exponencialmente com a fragdo volumétrica porosidade (P), de acordo com a relagdo o, =
og.exp(-nP) (Callister, 2006).

Segundo Callister (2006), a porosidade exerce um efeito negativo sobre a resisténcia
mecanica dos materiais ceramicos por dois motivos: (1) os poros reduzem a area da secdo reta
através da qual uma carta é aplicada, e (2) os poros atuam como concentradores de tensdes.

A figura 5.15 faz uma comparac¢do dos valores de densidade geométrica dos corpos
obtidos com teor de TCP de 15 e 20 g. Pode-se observar que a densidade dos corpos porosos é
maior para a formulacdo com maior quantidade de fosfato tricalcico. Em relacdo a quantidade
de microesferas de parafina, conforme a quantidade de vazios aumenta, a densidade do
material diminui.

Machado (2007) estudou a influéncia da quantidade de fase liquida na resisténcia de
seus arcaboucos e concluiu que a medida que aumente a fracdo liquida no cimento, a
densidade diminui, aumentando a fracdo de vazios e consequentemente diminuindo a
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resisténcia mecanica a compressdo dos corpos porosos. Para diminuir o teor de vazios e
aumentar o empacotamento dos scaffolds Machado (2007) utilizou uma solucdo com
defloculante na composicdo da fase liquida.
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Figura 5.14: Grafico mostrando a variagdo da resisténcia mecanica com relagao a quantidade de parafina
e TCP utilizados na confecgdo dos corpos de prova.
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Figura 5.15: Grafico mostrando a variagdo da densidade com relagdo a quantidade de parafina e TCP
utilizados na confecgdo dos corpos de prova.
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6. Conclusoes

Foram obtidos e caracterizados materiais porosos com potencial uso como scaffolds
para crescimento celular e tecidual a partir de fosfato de tricalcico utilizando-se silica coloidal,
observando-se que:

e Obteve-se esferas de parafina com diametro na ordem e micrometros (faixa utilizada:
100 a 250 um), utilizando-se método reportado na literatura;

e Obteve-se corpos porosos de fosfato tricalcico com a adicdo das esferas de parafina e
posterior extragdo das mesmas apds cura utilizando-se método térmico;

e Atemperatura para a extracao da parafina do corpo poroso foi estabelecida em 700°C
por ocorrer total extracdo da parafina a esta temperatura e ndo ocorrer mudancga de
fase do fosfato tricalcico, como descrito na literatura;

e Os scaffolds obtidos com esferas de parafina tiveram alta porosidade (max. 83,6%),
poros com formato esférico e pouco interconectados;

e Através da microscopia eletronica de varredura pode-se observar a estrutura porosa
obtida pela utilizacdo das microesferas de parafina;

e A variacdo na quantidade de fosfato tricdlcico assim como na quantidade de
microesferas de parafina provoca modificacdes na porosidade do scaffold obtido.
Quanto maior a quantidade de TCP, maior a densidade e maior a resisténcia mecanica,
sendo que a porosidade minima foi de 69,8% para a formulagdao com 20 g de TCP e 10
g de microesferas, e a resisténcia mecanica maxima (para a menor porosidade) foi de
1,26 MPa;

e O formato dos poros foi irregular e o tamanho pequeno para favorecer o crescimento
de tecido ésseo em suas cavidades, o que fez com que tais composi¢cdes fossem
descartadas para o uso como scaffolds celulares;

e Os arcaboucos obtidos apresentaram valores de resisténcia mecanica muito baixos, o
gue impossibilita sua utilizacdo em locais com solicitacdo de carga;

e A resisténcia mecanica obtida para os corpos de prova com 15 g de TCP e 20 g de
esferas (0,16 MPa) pode ser considerada adequada para locais onde haja baixa
solicitagdo mecanica;

e S30 necessarios estudos posteriores para melhorar a interconectividade dos poros
obtidos e avaliar os materiais obtidos em culturas celulares e em animais para que os
materiais desenvolvidos possam ser considerados como scaffolds para crescimento
tecidual.
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7. Sugestoes para Trabalhos Futuros

Como sequéncia do presente trabalho, sdo sugeridos os seguintes estudos:

e Utilizagcdo de novas faixas de granulometria de microesferas e estudo da sua influéncia
na resisténcia mecanica e porosidade;

e Estudo da influéncia de diferentes tamanhos de poros na conducdo de tecidos e
biocompatibilidade;

e Estudo das condicGes de preparacdo e sinterizacdo dos corpos porosos sobre a
resisténcia mecanica e porosidade;

e Estudo de outros métodos para obtencdo dos corpos porosos, como gelcasting de
espumas e técnica da réplica;

e Andlise do comportamento dos corpos porosos in vitro e posterior estudo da
implantagdo in vivo.
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