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DESENVOLVIMENTO DE BIOCERAMICAS POROSAS PARA
REGENERAGAQ OSSEA

Resumo

Atualmente na area de biomateriais destinados a regeneragao 6ssea,
existe um interesse no desenvolvimento de materiais capazes de estimular a
resposta biologica necessaria para restabelecer as fungdes do tecido 6sseo em
caso de perda, falta ou mau funcionamento. A hidroxiapatita (HA,
Ca0(PO4)e(OH).) que apresenta semelhanga com a fase mineral dos ossos e
dos dentes, & biocompativel e osteocondutiva, e tem excelente afinidade
quimica e bioldgica com os tecidos 6sseos. Este trabalho teve como objetivo
desenvolver bioceramicas porosas para regeneragao dssea utilizando a técnica
réplica da esponja polimérica. Foram utilizadas esponjas de poliuretano com
densidades variadas para a obtengao dos suportes porosos. Os resultados de
espectroscopia no infravermelho e difracio de raios X revelaram a formagao da
HA monofasica e confirmaram a eficiéncia da reagdo de neutralizagao utilizada
na obten¢do da pasta cerdmica. As andlises por microscopia eletronica de
varredura revelaram suportes com poros interconectados com tamanhos
variados na ordem de macro (>100pm) e microporosidade {1-20pm) em menor
ou maior grau dependendo da densidade da esponja utilizada na produgio das
amostras. Estes resultados foram comprovados pela analise de porosimetria de
mercurio. Os suportes porosos HAPU-28 destacaram-se por apresentar maior
porosidade total em comparagao com 0s suportes produzidos com esponja de
menor densidade (HAPU-20 e HAPU-25). Os resultados apontam os suportes
porosos de HA desenvolvidos nesse estudo como materiais em potencial para
aplicagdo como substitutos dsseos por apresentarem alta porosidade (>70%),
composi¢ao quimica, interconectividade e tamanhos dos poros adequados a
regeneragao 6ssea.

Palavras-chave: Bioceramicas, fosfato de calcio, regeneragao dssea.



DEVELOPMENT OF POROUS BIOCERAMICS FOR
BONE REGENERATION

ABSTRACT

Currently in the area of biomaterials destined for bone regeneration, exists an
interest in the development of materials capable to stimulate the biotogical reply
necessary to reestablish the functions of the bone tissue in loss, lack or bad
functioning case. The hydroxyapatite (HA, Caio(PQOa)s(OH)2) that shows
similarity with the mineral phase of bone and teeth, it is biocompatible and
osteoconductive, and has excellent chemical and biological affinity with the
bone tissue. This study aimed to develop porous bioceramics for bone
regeneration using the replica of the polymeric sponge technique. Polyurethane
sponges were used with varying densities to obtain the scaffolds. Results of
infrared spectroscopy and X-ray diffraction analysis revealed the formation of
the HA monophasic and confirmed the efficiency of the neutralization reaction
used in obtaining the slurry ceramics. Analyses by scanning electron
microscopy revealed scaffolds with interconnected pores with different sizes on
the order of macro and microporosity to a lesser or greater degree depending
on the density of foam used in the production of samples. These results were
proven by the analysis of the mercury porosimetry. The porous scaffold HAPU-
28 detached by showing higher total porosity compared to scaffold produced
with sponge of lower density (HAPU-20 and HAPU-25). The results indicate the
porous HA scaffolds developed in this study as potential materials for
application as bone substitutes to have high porosity (> 70%), chemical
composition, interconnectivity and pore sizes appropriate to the bone
regeneration.

Key-words: Bioceramics, calcium phosphate, bone regeneration.
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1- INTRODUCAO

1.1. Apresentacao e objetivos

O aumento da expectativa de vida do homem, como conseq(iéncia dos
avangos da medicina, da maior preocupa¢ao com a alimentacio e do conforto
gerado pela assim denominada “vida moderna”, tem resultado no aumento da
populacdo de idosos e, consequentemente, das doengas relacionadas a
velhice. Além disso, os problemas de estrutura dssea, tais comao, trauma,
degeneragao e doencas das mais diversas, que necessitam frequentemente de
reparo ou reposi¢ao cirurgica, também atingem individuos jovens em sua fase
mais produtiva, em decorréncia de acidentes, notadamente os automobilisticos
e 0s de trabalho (KAWACH]I et al.,, 2000; HENESS e BEN-NISSAN, 2004).

Tem sido notavel o desenvolvimento dos biomateriais utilizados em
cirurgia ortopédica, traumatolégica e maxilofacial, particularmente dos
substitutos 6sseos (GUTIERRES et al, 2006). Estes sdo definidos como
materiais naturais ou sintéticos, que encontram aplicagdo em um vasto
espectro de implantes médicos e dentarios e proteses para reparo, aumento ou
substituicac de tecidos naturais (BONFIELD, 2001).

As terapias usuais empregando material de enxerto retirado de um sitio
diferente no paciente (autoenxerto), de outro doador humano (homoenxerto) ou
de outra espécie viva ou ndo-viva (hetero ou xenoenxerto) tém sido restringidas
devido a disponibilidade limitada de material, as complicacoes cirurgicas e de
prejuizo do sitio de colheita, e ao risco de transmissdo de doengas (DE
OLIVEIRA et al., 2007).

Os materiais metalicos, ceramicos e poliméricos facilitaram o salvamento
de vidas de muitos pacientes e melhoraram profundamente a qualidade de
vidas de outros individuos. A diversidade de aplicagbes destes materiais
compreende desde implantes dentarios ou de articulagbes, como o joelho,

placas e parafusos ortopédicos, valvulas cardiacas, lentes de contato,



Introdug¢do

aparelhos intra-uterinos, fios de sutura, enchimentos para cirurgia plastica,
entre outros (CORDAS, 2006).

O setor dos biomateriais € muito dindmico. A etapa inicial dominada pela
eliminagédo dos tecidos ou drgdos danificados, devido & caréncia de materiais
adequados, deu passo a uma etapa muito mais frutifera dominada pela
substituicdo dos mesmos. As tendéncias atuais tendem a regeneragao de
tecidos, 0 que implica uma revolugdo no campo dos biomateriais, criando uma
grande demanda para aqueles especialmente projetados e manufaturados para
regeneragao de tecidos em uma drea de pesquisa interdisciplinar e em
expansdo, a engenharia de tecidos, que se baseia em conhecimentos das
areas de ciéncia e engenharia de materiais, bioldégica e meédica (MORATO,
2004; DE OLIVEIRA et al., 2007).

Os scaffolds servem de suporte para o tecido em crescimento,
promovendo o reparo, a proliferagdo e a regeneragdoc do tecido natural,
reconstruindo e substituindo tecidos danificados. Portanto, células e
biomateriais sdo os componentes principais dos materiais compdsitos
elaborados a partir da engenharia de tecidos. Desta maneira, respostas
celulares que normalmente sé ocorrem naturalmente, podem ser induzidas,
acelerando os processos de cura efou reabilitagao. Em longo prazo, as
tendéncias apontam ao uso da terapia genética para regenerar tecidos sem
necessidade de utilizar matrizes (MORATO, 2004).

A presente pesquisa teve por objetivo desenvolver biocerdmicas porosas
de fosfato de calcio para regeneragao Ossea através da técnica réplica da
esponja polimérica. Desta forma os objetivos especificos deste trabalho foram:

» Produzir e caracterizar estruturalmente suportes porosos (scaffolds) de
fosfatos de calcio com diferentes relagbes Ca/P através da técnica réplica da
esponja polimérica;

e Avaliar a eficiéncia da reagao de neutralizagao utilizada para obtengao
da pasta ceramica na formagao das fases desejadas;

¢ Avaliar a influéncia do tratamento térmico quanto ao aspecto
morfolégico das fases ceramicas;
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¢ Determinar a relacao Ca/P, a fim de conhecer a estequiometria do
material;

¢ Produzir e caracterizar suportes porosos de hidroxiapatita utilizando
esponjas de poliuretano com densidades variadas;

e Avaliar a influéncia da variagao de densidade das esponjas poliméricas

na estrutura cristalina, distribuicao e tamanho de poros.



2- REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Biomateriais

Quando a estrutura biolégica de um 6rgao ou tecidec nido pode ser
reparada, a alternativa viavel para o restabelecimento das fungdes normais do
paciente é repd-la com um implante feito de um biomaterial (BARBANTI et al.,
2005). Os biomateriais sao definidos como materiais naturais ou sintéticos, que
encontram aplicacdo em um vasto espectro de implantes médicos e dentarios e
préteses para reparo, aumento ou substituicdo de tecidos naturais (BONFIELD,
2001).

Em fun¢do do tempo de permanéncia no corpo humano, os implantes
podem ser classificados em dois grandes grupos, permanentes ou temporarios.
implantes permanentes gquase sempre geram fendmenos cronicos de
inflamacao, sendo uma resposta tipicamente benigna a um corpo estranho,
mas que podem conduzir a complicagdes clinicas mais severas, como a
contragao dos tecidos. Os implantes temporarios por sua vez, ganharam uma
importancia crescente na area médica desde a década de 1960, sendo
utilizados em um amplo nimero de aplicagées no corpo humano, tais como:
suturas cirdrgicas, sistemas para liberagdo controlada de drogas, stents e
dispositivos ortopédicos. Atuaimente fazem parte do cotidiano dos centros
cirargicos no mundo inteiro (BARBANTI et al., 2005).

Por séculos, quando tecidos tornavam-se doentes ou danificados, os
médicos tinham poucos recursos e, portanto a remogéo da parte afetada era a
unica alternativa, com O&bvias limitagdes. A remogdo de juntas, vériebras,
dentes ou oOrgdos conduziam a uma insignificante melhora na qualidade de
vida. Contudo, a expectativa de vida humana raramente excedia a diminuigdo
progressiva na qualidade dos tecidos, logo a necessidade de substituir as
partes danificadas era pequena. Durante o dltimo século a situagdo mudou
acentuadamente. A descoberta de anti-sépticos, penicilina e outros antibiéticos,

tratamento quimico da agua fornecida, melhora na higiene e vacinagéo
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contribuiram para o aumento da expectativa de vida do homem em paises
desenvolvidos, podendo atualmente alcangar uma faixa de mais de oitenta
anos (HENCH, 1998).

As alternativas de transplante e implante criadas para substituicdo de
tecidos revolucionaram a medicina a cerca de 30 anos. As significativas
vantagens dos implantes sobre o0s transplantes sdo: disponibilidade,
reprodutibilidade e confiabilidade. Estas caracteristicas devem ser garantidas
por adequadas praticas de fabricagdo, normas internacionais, regras
governamentais e testes de qualidade que assegurem probabilidade minima de
falhnas mecénicas dos implantes. Entretanto, a maioria dos implantes apresenta
problemas de estabilidade interfacial com os tecidos hospedeiros, diferenca
biomecanica do mddulo elastico, liberagao de particulas e de manutengio de
um suprimento de sangue estavel. Além disto, os implantes atuais ainda
carecem de duas das mais importantes caracteristicas dos tecidos biologicos:
capacidade de auto-reparacao e modificacao de suas estruturas e
propriedades para responder a estimulos externos tais como carga mecanica e
fluxo de sangue (HENCH, 1998). As tendéncias atuais tendem a regeneracao
de tecidos, o que implica uma revolugao no campo dos biomateriais (MORATO
et al., 2004). A Figura 2.1 apresenta a evolugao dos biomateriais.

O passado: remociao dos tecidos

O presente: substitwcio dos tecidos
| I
ransplantes imnplantes

i I

fitacie fixacio fixacio com
biole=ica bioativa  camento

O future: regeneracio dos tecidos

Euncenharia Materiais Bioativos
de Tecidos Regenerativos

Figura 2.1 - Evolugao dos Biomateriais.
Fonte: HENCH, 1998.
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Entre as caracteristicas que um biomaterial deve apresentar salienta-se
a necessidade de ter um comportamento mecanico adequado & fungao que
desempenha e ser inerte do ponto de vista quimico e biocompativel com o
organismo. De uma forma resumida, pode definir-se um biomaterial compativel
como aquele que nao influencia negativamente 0 seu ambiente bioldgico, ou
seja, nao deverdo ser observadas reagdes tdxicas, alérgicas ou
carcinogénicas. As propriedades fisicas do material ndo deverio ser afetadas
durante a sua utilizagdo in vivo (LACERDA et al., 2006). A resisténcia a
corrosdao e degradacao esta intimamente relacionada com a qualidade e
comportamento do implante no hospedeiro, tornando-se necessario um bom
conhecimento das suas caracteristicas e conseqiiéncias do uso em longo
prazo, assim como a resposta do hospedeirc ao mesmo, dependendo da
avaliacdo do desempenho desse material destas duas vertentes (CORDAS,
2006).

Assim, estas caracteristicas, do ponto de vista da aplicacdo clinica,
podem ser representadas pela sua biofuncionalidade e biocompatibilidade
(GUTIERRES et al., 2006). Outros fatores também estao envolvidos, tais como,
o design, a técnica utilizada na cirurgia e a saude do paciente. A forma, o
tamanho e as propriedades fisica e quimica do biomaterial podem determinar
variacbes na intensidade e no tempo do processo de inflamagdo ou
cicatrizagdo (RATNER, 1996).

Uma sequéncia de eventos locais ocorre em termos de repasta bioldgica
quando da implantagao de um biomaterial. Inicialmente ocorre a formacao de
um hematoma, com uma resposta de tipo inflamatéria com formagao de agua e
glicoproteinas, que revestem e aderem ao implante. Por quimiotactismo,
numerosas células sao recrutadas para o local, tais como os neutrdfilos,
eosindfilos, mondcitos e macréfagos. Estas Ultimas, além da sua atividade
fagocitica, estimulam a agdo dos linfocitos, fibroblastos, osteoclastos e células
polimorfonucleares. Seguidamente, inicia-se a angiogénese, com a migragao e
proliferagdo de células endoteliais que vao formar uma rede de capilares que
constituird o suporte vascular da zona. Por fim, devido a acdo de citocinas e de

diversos fatores de crescimento vai ocorrer um processo de diferenciacao das
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células mesenguimatosas pluripotenciais com a formacio de matriz éssea e de
0sso imaturo. Este processo encerra com a maturagdo e remodelacido 6ssea
(GUTIERRES et al,, 2006). A seqiéncia resumida dos eventos locais que
ocorrem, relativos a reposta do meio bioldgico quando da realizagdo do
implante, estdo descritos na Figura 2.2.

Ferimento

|

Inflamacao aguda

|

Inflamacao crénica

!

Granulacdo do tecido

.

Reacao do implante

Fibrose

Figura 2.2 - Sequéncia de eventos locais ocorridos aps a colocagao de implante.
Fonte: FOOK, 2005

Varios biomateriais tém sido desenvolvidos para preencher e reconstruir
defeitos 6sseos: coral natural, osso desmineralizado poroso de origem bovina,
matriz 6ssea desmineralizada de origem humana (DBM), ceramicas vitreas
bioativas e ceramicas de fosfato de calcio, tais como, a hidroxiapatita, B-fostato
tricalcio ou fosfato de calcio bifasico. Todos esses materiais sao biocompativeis
e osteocondutivos, guiando o tecido 6sseo das extremidades em diregao ao
centro do defeito (DACULSI, 2004).

Uma série de fatores tem incentivado o desenvolvimento de novos
biomateriais com comportamento superior e para novas aplicagbes. Dentre
esses fatores, destaca-se: fraco desempenho dos materiais utilizados
atualmente que sdo projetados para executarem suas fungdes por um periodo
maximo de 10 anos (com o aumento do tempo de vida médio da populagao,
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torna-se necessario o desenvolvimento de biomateriais com propriedades
superiores e capazes de cumprir suas atividades por tempos mais
prolongados); necessidade de se reduzir o nimero de cirurgias de revisio
destinadas a substituir implantes danificados; necessidade de se atender a
uma crescente demanda interna do produto e de se reduzir o custo dos
materiais envolvidos; falta de doadores para transplantes (SILVA JUNIOR e
OREFICE, 2001).

A diversidade das aplicagbes dos biomateriais, assim como, o amplo
espectro de sua composigdo quimica e a necessidade de formas e morfologias
apropriadas para sua utilizagao, faz da pesquisa nesta area do conhecimento
um trabalho de caracteristica eminentemente interdisciplinar, envolvendo
fatores que definem o sucesso de suas aplicagdes, tais como: rotas de sintese,
processamento em formas variadas, qualidade e esterilidade clinica e resposta
do tecido hospedeiro (KAWACHI et al., 2000).

2.2 - Bioceramicas

As cerdmicas sdo maleriais formados de elementos metdlicos e nao-
metélicos unidos por ligacdes idnicas e/ou covalentes. Assim como 0s metais,
as ligagbes interatdmicas nas ceramicas resultam em estruturas cristalinas
tridimensionais com alto fator de empacotamento. Em contraste a ligagao
metalica, os elétrons em ligagdes ibnicas e covalentes estao localizados entre
os ions/atomos. Consequentemente, as ceramicas sao tipicamente isolantes
elétricos e térmicos. A natureza das ligagdes também torna as ceramicas duras
e frageis, devido a uma inibicdo do deslocamento dos planos decorrente da
repulsdo entre as cargas (DEE et al., 2002; FOOK, 2005}).

O uso das ceramicas com propriedades especificas para aplicagbes
médicas vem expandindo desde 1970. As aplicagdes iniciais foram
concentradas em superficies cerdmicas lisas que geravam uma peguena
reacao com tecidos hospedeiros. Estas, assim chamadas ceramicas bioinertes
desfrutaram do sucesso clinico, particularmente na Europa. Pode-se dizer que,
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com o uso de cerdmicas bioinertes, iniciou-se uma revolugdo na indlstria
ceramica (SANTOS, 2002).

Portanto, sdo denominadas biocerdmicas a classe das cerdmicas
usadas para 0 reparo e reconstrucdo de partes doentes ou danificadas do
sistema esquelético do corpo humano, que € composto de 0ssos, juntas e
dentes (THAMARAISELVI e RAJESWARI, 2004). Elas também sac usadas
para substituir partes do sistema cardiovascular, especialmente valvulas
cardiacas. QOutras aplicagdes clinicas compreendem reparo cranial, implantes
otolaringolégicos, reconstru¢do maxilofacial, implantes dentarios, ligamentos e
tenddes artificiais (SANTQOS, 2002).

Para que as cerdmicas possam ser consideradas como bioceramicas
devem apresentar ou exceder as propriedades listadas na Tabela 2.1
(BILLOTTE, 2006).

Tabela 2.1 - Propriedades Desejadas de Biocerdmicas Implantaveis.

1. Deve ser n&o-téxica.

2. Deve ser nao-carcinégena.

3. Deve ser nao-alérgica.

4. Deve ser ndo-inflamatéria.

5. Deve ser biocompativel.

6. Deve ser biofuncional durante sua permanéncia no hospedeiro.

Fonte: BILLOTTE, 2006.

As biocerdmicas podem pertencer a trés grandes categorias
dependendo da interagdo que apresentem com o tecido vivo: a) bioinertes, que
sd3o materiais que nao interagem com 0s sistemas bioldgicos, b) bioativos, que
sao materiais duraveis que podem interagir superficialmente com tecidos
proximos e c¢) biodegradaveis, que sdo soliveis e reabsorvieis {eventualmente
substituem ou se incorporam ao tecido com o qual estd em contato)
(MARQUEZ, 2005).

No primeiro grupo estdo os 6xidos estaveis de metais, tais como, o éxido
de aluminio, éxido de titanio, 6xido de nidbio e 6xido de zirconio, aluminato de
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calcio, titanato de célcio, porcelana, cerosium (MgAlLQO4 + CaAlSi;03 + Al,O3) €
as varias formas de carbono (pirolitico, vitreo e depositado por vapor). No
segundo grupo encontram-se o0s biovidros e bioceramicas (materiais
compostos basicamente de SiO;, Ca0, P205 e Na;O em diferentes proporgoes)
e os fosfatos de célcio (hidroxiapatita - Cao(POa)s{OH)2 € TCP -fostato tricalcio
— Caz(PO4)2. E no terceiro grupo destacam-se o gesso (CaSQ04.1/2H;0) e
fosfatos e aluminatos de célcio (CaO.P20s, 3Ca0.P.0s, CaHl{PO,) 2.H.0,
Ca0.Alx03). A fronteira entre 0 segundo e o terceiro grupos é ténue, pois
alguns materiais, como os fosfatos de calcio, por exemplo, podem tanto se
comportar como cerdmica de superficie ativa como serem totalmente
reabsorvidos, em fungdo do tempo e da razédo Ca/P (MARIOLANI et al., 1993).

Nas oltimas duas decadas, os avangos notaveis no campo dos
biomateriais conduziram ao desenvolvimento dos biovidros e bioceramicas de
varias composi¢bes para o reparo 6sseo e aplicagdes de proteses (SINHA et
al.,, 2001). Tradicionalmente, a fragilidade, a baixa resisténcia a fratura e a
baixa resisténcia ao impacto limitam as aplicagdes dos materiais ceramicos.
Entretanto, um forte interesse no uso de ceramicas para aplicagbes em
engenharia biomédica foi desenvolvido no fim de 1960. Novas ceramicas, com
propriedades melhoradas, contribuiram para aumentar as possibilidades de uso
das ceramicas na biomedicina e seu uso tornou-se mais amplo desde entdo. A
baixa reatividade quimica das ceramicas, sua alta resisténcia a compressao e
sua melhor estética, fizeram com que esses materiais comegassem a ser
usados em implanies odontoidgicos. Em seguida seu uso estendeu-se as
aplicagdes ortopédicas (AZA et al., 2005).

2.2.1 - Fosfatos de Calcio
As ceramicas de fosfato de calcio tém merecido lugar de destague entre

as denominadas biocerdmicas por ndo apresentarem toxicidade local ou
sistémica (biocompatibilidade), auséncia de respostas a corpo estranho ou
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inflamacdes, aparente habilidade em interagir com o tecido hospedeiro e se
assemelham a composigao do osso (SANTOS, 2005).

Dentre as suas aplicagcbes esses materiais tém sido amplamente
utilizados em aplicagbes que requeiram baixa ou nenhuma sustentagdo. Em
cirurgias ortopédicas, essas ceramicas tém sido usadas para preenchimento de
defeitos Osseos em conseqiéncia da remogdo de ossos doentes ou
defeituosos (MIAO, 2004). Recobrimentos densos ou porosos de ceramica de
fosfato de calcio s@o frequentemente aplicados em materiais de boa resisténcia
mecanica para fixacdo biolégica ou osseointegracdo de implantes de
sustentagdo como hastes de quadril e raizes de dentes artificiais, tais como os
substratos metalicos. Ceramicas porosas de fosfato de calcio estdo também
desempenhando um importante papel no tratamento de problemas 6sseos com
o desenvolvimento da engenharia de tecido, que envolve o cultivo de células
apropriadas dentro de ceramicas porosas (scaffolds) e o implante desses
scaffolds dentro do corpo hospedeiro para completar o processo de
regeneracgao do tecido (MIAQO, 2004).

Entre esses materiais, a hidroxiapatita (HA), fosfato tricalcio (TCP),
HA/TCP e cimentos de fosfato de calcio tém sido bastante empregados em
sistemas de liberagdo controlada de farmacos ou como arcabougo (scaffold)
para tecidos celularizados. Ambas as areas sao novissimas, com inter e
transdisciplinaridades (SOARES, 2005; MIAO, 2004). Cerca de 60% em peso
do osso é composto de HA -Ca1o(PO4)s(OH). e portanto é evidente o porque da
HA e dos fosfatos de célcio relacionados (a-TCP e B-TCP) estarem em intensa
investigacdo como os maiores componentes dos scaffolds para a engenharia
de tecido 6sseo (REZWAN et al, 2006) .

De forma geral, as bioceramicas de fosfato de calcio tém sido estudadas
segundo os seguintes aspectos: comportamento em estudos in vivo e
comportamento da interface fosfato de calcio/solugbes ibnicas. Estes estudos
tém por objetivo investigar o comportamento destes materiais quando em
contato com os fluidos presentes no organismo humano e, finalmente aspectos

relacionados as variagbes da estrutura cristalina e da composicdo destes
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materiais, representados principalmente pela razdo Ca/P, cristalinidade e
presenca de outros ions além dos ions cdlcio e fosfato (BERTAZZO, 2004).

Os fosfatos de calcio para aplicagdo biolégica podem ser definidos a
partir da relag&o atémica entre os atomos de cdicio e fésforo - Ca/P. Esta
relagao varia de 0,5 a 2,0 e formam diferentes fases conforme Tabela 2.2.

Tabela 2. 2 - Formula e razdo Ca/P das fases de apatita.

Ca/P Nome Formula

2,0 Fosfato Tetracalcico (TeCP) Ca,O(PO,),

1,67 Hidroxiapatita (HA) Cao(PO4)s(OH),
1,5 Fosfato de Calcio Amorfo (ACP) Caz(P0,), . nH0
1,5 Fosfato Tricalcico (a, o, B, y) (TCP) Caz(P0.),

1,33 Fosfato Octacalcico (OCP) CagHx(PO4)s.5H,0
1,0 Fosfato Dicalcio Dihidratado (DCPD) CaHPO,4.2H0O
1,0 Fostato Dicaicio (DCP) CaHPO,

1,0 Pirofosfato de Calcio (CPP) CayP>0;

1,0 Pirofosfato de Calcio Dihidratado (CPPD) CaxP.0;.2H:.0
0,7 Fosfate Heptacalcico (HCP) CasPsO45)2

0,67 Dihidrogénic Fosfato Tetracélcico (TDHP} CasHyPeOy

0,5 Fosfato Monocalcico Monehidratado (MCPM) Ca(HzPO4)2.Hao
0,5 Metafosfato de Calcio (a, B, v) (CMP) Ca(PQj3),

Fonte: ACKI, 1991.

De forma genérica, as bioceramicas de fosfato de calcio degradam, com
uma velocidade dada pela seguinte ordem: CaHPQ4.2H.O > CaHPQO, >
CagHz(PO4)s.5H0 > Casz(PO4)2 > Cayo(PO4)6(OH).. A reabsorgdo do material
que representa esta degradacio € causada pela dissolugdo, que depende do
produto de solubilidade do material e do pH local no meio fisiologico, pela
desintegracéo fisica em particulas menores e, ainda, por fatores biolégicos,
como a fagocitose, a presenga de leucdcitos e de mediadores quimicos que
causam a redugéo do pH local (KAWACHI et al., 2000). Para Ca/P <1, a acidez
e a solubilidade sdo extremamente altas, e ambos os parametros decrescem
substancialmente para relagbes Ca/P préximas de 1,67, que € o valor da
hidroxiapatita estequiométrica, Cas(PO4)s(OH)2 (VALLET-REGI € GONZALEZ-
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CALBET, 2004). A velocidade de reabsorgdo pode aumentar com o aumento

da area superficial (Aps > Aslido porose > Asélido densa)s COM 0 decréscimo da
cristalinidade e no caso da hidroxiapatita, pela substituicdo de COs* nos sitios
de fosfato e hidroxila e por Mg®*, Sr** nos sitios de calcio (KAWACHI et al.,
2000).

Estas ceramicas podem ser produzidas por uma série complexa e
demorada de reagdes de sintese utilizando, principalmente, hidréxido ou
carbonato de calcio e acido fosforico. Ao final dessas reagdes de sintese,
obtém-se as ceramicas na forma de um po, isto &, constituidas por um
aglomerado de particulas em simples justaposi¢cdo, mantidas juntas por
ligagdes muito fracas, resultando baixas propriedades mecanicas (ROSA et al.,
2000). A sintese do fosfato de calcio tem sido realizada por diferentes métodos,
fais como: precipitagdo em solugdes aquosas, reagdes no estado solido,
métodos hidrotérmicos, processo sol-gel, e mais recentemente, micro emuisao
(FINISIE et al., 2001).

2.2.1.1. Hidroxiapatita e outros fosfatos

A parte mineral dos ossos e dentes é constituida de uma forma cristalina
de fosfato de calcio similar a hidroxiapatita cuja estrutura quimica é
representada pela férmula [Caio(PO4)s(OH)z] (VITAL et al., 2006; BILLOTTE,
2000). A principal diferenga entre a hidroxiapatita sinterizada e o mineral osso é
a sua alta cristalinidade e a auséncia de carbonato. Isto resulta em uma taxa de
biodegradacdo menor em comparagdo com 0 mineral 0sseo nanocristalino
(TADIC, 2003). A Figura 2.3 apresenta a rede cristalina da hidroxiapatita.

Dentre as ceramicas de fosfalo de calcio, a hidroxiapatita € a mais
difundida (VITAL et al., 2006). Essa ceradmica é termodinamicamente estavel
em pH fisiolégico e participa ativamente das ligagdes dsseas, formando forte
ligagdo quimica com o tecido 6sseo (VAZ et al., 2006; ROSSI et al., 2006).

13
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Figura 2.3 - Estrutura cristalina da hidroxiapatita.
Fonte: VALLET-REGI e GONZALEZ-CALBET, 2004.

A familia apatita desse mineral, cuja formula geral & [A(BO4)sX2],
cristaliza dentro de prismas hexagonais rdmbicos com dimensdes da célula
unitaria a = 9.432 A e ¢ = 6.881 A. Diversos elementos podem ocupar os sitios
A, B e X como mostra a Tabela 2.3 (AOKI, 1991).

Tabela 2.3 - Grupos substituintes dos sitios da apatita.

Sitios Elementos substituintes
A Ca, Sr, Ba, Cd, Pb, etc
B P, V, As, S, Si, Ge, CO-?, etc
X F, Cl, OH, O, Br, CO,%, etc

Fonte: AOKI, 1991

Essa similaridade quimica com a fase mineral dos tecidos 6sseos tornou
a hidroxiapatita um dos materiais mais biocompativeis conhecidos, favorecendo
o crescimento 6sseo para os locais em que ela se encontra (osteocondutor),
estabelecendo ligagbes entre a hidroxiapatita e o tecido 6sseo (bioativo),

14
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permitindo a proliferagdo de fibroblastos, osteoblastos e outras células 6sseas,
sendo que as células ndo distinguem entre a hidroxiapatita e a superficie
dssea, o que indica a grande similaridade quimica superficial (VOLKMER et al.,
2006). A superficie da hidroxiapatita permite a interacido de ligagdes do tipo
dipolo, fazendo com que moléculas de agua e também, proteinas e colageno
sejam adsorvidos na superficie induzindo assim, a regeneragdo tecidual
(SALEH et al., 2004).

Além da hidroxiapatita, outros materiais sdo usados em aplicagbes
médicas, como €& o0 caso da ceramica alumina e da zircbnia. Estes ultimos
materiais sao estaveis a aitas temperaturas, tendo propriedades mecanicas
superiores aos dos fosfatos de calcio, tais como, resisténcia a corrosao, baixo
coeficiente de fricgdo, grande resisténcia ao desgaste, dureza e resisténcia a
propagacao de fraturas. Entretanto, ndao possuem a mesma eficiéncia na
integragdo com o tecido ésseo gue os fosfatos ceramicos (ROSSI et al., 2006).

Vidros bioativos, que possuem em sua composicao fosfatos e dxidos de
silicio, calcio, sddio, entre outros elementos, constituem também biomateriais
com grande atividade bioldgica e compatibilidade com o tecido Osseo.
Recentemente, tem-se procurado estimular a bicatividade e a
biocompatibilidade dos fosfatos de cdlcio, combinando-os com vidros bioativos
e com substancias orgénicas como o colageno e as proteinas. Esses
procedimentos de bioengenharia visam utilizar esses sistemas combinados
para acelerar a regeneracao dos tecidos duros (ROSSI et al., 2006).

Recentemente, hd um crescente interesse no desenvolvimento de
ceramicas de fosfato de calcio bifasico HA/B-TCP como materiais para
scaffolds visto que sdo mais eficazes na regeneragdo ou reparo dsseo do que a
forma pura da HA ou do B-TCP, e possuem uma taxa de degradacéo
controlada em determinadas condi¢oes (RAMAY e ZANG, 2004).

O fosfato tricalcio (TCP) € um fosfato de célcio baseado em material
sintético gue forma uma ligagao bioativa com o osso natural. Comparado com a
hidroxiapatita, ¢ TCP tem uma menor razao calcio-tésforo, gue aumenta a taxa
de degradagdo quando a ceramica é colocada em um ambiente biol6gico. O
TCP degrada quando no corpo e os produtos sao reabsorvidos pelo tecido
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vizinho. A absorgdo da matriz pode expor superficies ao tecido ou liberar
materiais combinados, tais como, antibidticos ou fatores de crescimento em
liberagéo controlada de drogas. A razdo mais comum para o uso dessa classe
de matrizes, no entanto, tem sido alterar as propriedades mecdanicas em fungéo
do tempo e a dissolugao completa, eliminando o0 interesse na
biocompatibilidade em longo prazo (SEELEY et al, 2007).

2.3 - Tecido ésseo: Funciao e Estrutura

O tecido dssec € o constituinte principal do esqueleto, serve de suporte
para as partes moles e protege os 6rgdos vitais, como os contidos nas caixas
craniana e toracica e no canal raquidiano. Aloja e protege a medula ossea,
formadora das céiulas do sangue (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).
Determina a dire¢ao e a extensdo dos movimentos do corpo. O osso atua como
um ponto de ancoragem para a maior parte dos muasculos esqueléticos e
ligamentos. Quando os muasculos contraem, 0s 0s$s0s longos agem como
alavancas, e as juntas funcionam como eixos, originando o movimento do
corpo (PARK et al., 2006). Atua como uma parte importante na homeostase de
calcio, visto que 99% deste mineral enconirado em todo organismo, esta
presente no tecido dsseo, o qual atua como um verdadeiro reservatério de
calcio (KAPANEN, 2002; MORAES JUNIOR, 2002).

O osso humano é um material compésito constituido de fase organica e
inorganica. A fase mineral compreende 60-70% do peso do tecido 6sseo de um
fosfato de calcio apatitico, denominado hidroxiapatita carbonatada (SINHA et
al., 2001). A fase organica é composta de matéria orgénica e agua. A maior
parte dessa matéria organica € colageno. Suas moléculas sao ligadas
formando cadeias lineares que estao em rotagao organizadas em forma de
fibras, originando estruturas macroscopicas variadas (Figura 2.4). Entre as
moléculas do colageno ha pequenos compartimentos vazios intersticiais,
espacados regularmente, onde 0s nanocristais apatiticos sdo depositados, em

um processo de biomineralizagao controlado envolvendo mais de 200 proteinas
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acidas diferentes. Essas proteinas agem como inibidores, nucleadores ou
suportes para o crescimento epitaxial de nanocristais ancorados no colageno
(VALLET-REGI e GONZALEZ-CALBET, 2004). O tamanho dos cristais sseos
reportado na literatura apresenta valores variando de 30-50nm de
comprimento, 15-30nm de largura e 2-10nm de espessura (OLSZTA et al,
2007).

/ Osso Cortical

- L}?f(‘ Osso

Estrutura da # % Trabecular
apatita «

o o, 01y

Nanocristais HA- ",7
carbonatada of ﬁ%

J -——
f \ 25-50nm

g Molécula
‘XTE .k m % = u 20 coligeno

Fibra de
coldgeno

Figura 2.4 - Osso cortical e osso trabecular. Arranjo da hidroxiapatita carbonatada e colageno
na formag&o dos tecidos duros. Fonte: VALLET-REGI e GONZALEZ-CALBET, 2004.

Os ossos sdo caracterizados por sua composi¢ao, estrutura cristalina,
morfologia, tamanho de particula e orientagdo (VALLET - REGI e GONZALEZ-
CALBET, 2004). A composicao do tecido ésseo varia com a espécie, a idade, o
tipo estrutural e se este foi ou ndo acometido por alguma doenca (TAKAMORI,
2004).
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Do ponta de vista histologico, o osso é um tecido conjuntivo mineralizado
muito vascularizado e inervado, que estd estruturado em laminas de matriz
ostedide calcificada. A disposi¢do destas laminas é que determina se o 0sso0 é
cortical ou esponjoso. O osso cortical ou compacto se estrutura em condutos
de Havers recobertos por laminas em disposicdo concéntrica onde estio
situados os osteécitos e é caracterizado por pouca atividade metabélica e
poucas células. O osso esponjoso ou trabecular é constituido por laminas
6sseas em forma de rede que delimita cavidades areolares em cujo interior se
encontra a medula dssea, tendo a fungdo de receber cargas e responder
rapidamente as necessidades fisiolégicas (FERNANDEZ-TRESGUERRES-
HERNANDEZ -GIL et al., 2006; MORAES JUNIOR, 2002).

A Tabela 2.4 apresenta as propriedades mecénicas dos tecidos 6sseos.

Tabela 2.4 - Propriedades Mecanicas dos Tecidos Osseos.

Tecidos Resisténcia a Resisténcia a Modulo de
Osseos Compressao Tracao (MPa) Elasticidade (GPa)
{MPa)

Tibia 159 140 18,1

Fémur 167 121 17,2

Radio 114 149 18,6
Humero 132 130 17,2
Cervical 10 3.1 0,23
Lombar 5 3,7 0,16

Fonte: KATTI, 2004

As propriedades mecanicas do osso resultam da combinagao da dureza
da fase inorganica e da resisténcia da fase organica. Esta superposigdo de
materiais heterogéneos com propriedades inteiramente diferentes resulta na
formacao de um nanocompdsito, no qual as propriedades fisicas superam as
dos componentes individuais. O 0sso pode remodelar-se e adaptar-se ao
esforgo mecénico aplicado, isto é, a aplicagdo de uma tensao mais elevada
resulta em um osso mais denso (KATTI, 2004).
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Além dos componentes organico e inorganico, o tecido 6sseo é um tipo
de tecido conjuntivo formado por células e material extracelular calcificado, a
matriz dssea. As células sdo os osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos,
conforme Figura 2.5 (JUNQUEIRA e CARREIRO, 2004). As células 6sseas se
localizam dentro do prdprio tecido 6ssec ou no estroma conjuntivo da medula
O0ssea, rico em células mesenquimais pluripotenciais indiferenciadas
(FERNANDEZ -TRESGUERRES-HERNANDEZ -GIL et al., 2006).

- Osteoblastos

Os osteoblastos sdo células dsseas responsaveis pela produgao
do tecido 6sseo0, uma vez que sao capazes de produzir a matriz éssea ou
ostedide, além de concentrar fosfato de caicio, participando da mineralizagao
da matriz. Sao células grandes (20 -30 um), de forma poliédrica, com
citoptasma basofilo e com um aparato de Golgi e um reticulo endoplasmico
rugoso de tamanho consideravel (JUNQUEIRA e CARREIRO, 2004; TORO,
2005; FERNANDEZ -TRESGUERRES-HERNANDEZ -GIL et al., 20086).

- Ostedcitos

Os ostedcitos sdo as células 6sseas definitivas, representando a
populacdo de células viventes estaveis com tarefa de manter 0 0sso como um
tecido vivo. Sao as células mais abundantes do osso (10 vezes mais que 0s
osteoblastos). Possuem forma estrelada e seu corpo se localiza no interior de
lacunas ou osteoplasmas (TORO, 2005; FERNANDEZ-TRESGUERRES-
HERNANDEZ -GIL et al., 2008).
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- Osteoclastos

Os osteoclastos sao as células ésseas responsaveis pela reabsorgéo do
tecido 6sseo. Trata-se de células grandes (100 pm), méveis, multinucleadas,
ricas em mitocondrias e vaclolos (TORO, 2005; FERNANDEZ-
TRESGUERRES-HERNANDEZ -GIL et al., 2006).

As células dsseas citadas acima estao representadas na Figura 2.5.

R L A

Osteoblasto

Osteoclasto
Ostedcito

Figura 2.5 - Células do tecido ¢sseo.

2.4 - Regeneracao 0ssea

A perda de um tecido ou parte dele leva o organismo a tentar substitui-lo
da melhor maneira e, se possivel, com um tecido semelhante ao original, isto &,
respeitando o maximo da anatomia e recuperando ao mesmo tempo 0 maximo
da funcionalidade do osso. O osso € um tecido dinamico em constante
formacgao e reabsor¢do. Este fendbmeno equilibrado, denominado processo de
remodelagem, permite a renovagao de 5-15% do osso total ao ano em
condi¢cdes normais apresentando, portanto, grande potencial de regeneracao;
entretanto, em casos de perda extensa devido a traumas, tumores, infecgoes,
etc., isso ndo acontece (OLIVEIRA et al., 2003; TORO, 2005).
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A atividade das células de degradacéo ou reabsor¢do — os osteoclastos
— e de formagao — os osteoblastos — esta constantemente renovando tecido
6sseo velho ou danificado. Os sinais gerados pela necessidade de caicio e a
necessidade de substituicdo de tecido 0sseo velho, recrutam os precursores
dos osteoclastos. Durante o periodo de aproximadamente um més, 0s
osteoclastos escavam um ponto de reabsor¢do criando um ambiente acido
para desmineralizar o osso e liberando enzimas que degradam a matriz
organica (Figura 2.6-a). Os osteoblastos chegam na sequéncia, produzindo as
proteinas da matriz 6ssea e facilitando a calcificacdo do osso. Os osteoblastos
levam aproximadamente trés meses para preencher a cavidade criada pelos
osteoclastos (Figura 2.6-b). O processo metabdlico completo, ilustrado na
Figura 2.6, € chamado de “turnover” ou “remodelagem” 6ssea (FISHER, 2007).

b)

Figura 2.6 - Remodelagem éssea: a) Processo de reabsorgao 6ssea;
b) Processo de formagao éssea.
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Em adultos jovens e saudaveis, a quantidade de osso formado esta em
equilibrio com a de osso reabsorvido. Com a idade, entretanto, esse balango
muda a favor da reabsorcdo Ossea, podendo levar a doengas como a
osteoporose, caracterizada pela reducdo da massa bem como pela
deterioragdo da arquitetura do tecido 6sseo (TAKAMORI, 2004).

O material 6sseo-substituto ideal deve aliar biocompatibilidade,
previsibilidade, aplicacdo clinica, auséncia de riscos transoperatorios e
seqglelas pos-operatdrias minimas. Apesar de ainda n3o existir um material que
preencha todos esses requisitos, uma grande variedade de opg¢des de
materiais para enxertos 0sseos foi desenvolvida, associada aos avangos nos
conhecimentos cientificos e tecnoldgicos nessa area (OLIVEIRA et al., 2003).

Para que haja regeneracdo dssea sao requeridos 4 componentes: um
sinal morfogenético, células hospedeiras que respondam ao sinal, um
carreador apropriado deste sinal que o possa entregar aos locais especificos e
sirva assim como um suporte para o crescimento das células responsivas do
hospedeiroc e um ieito viavel e bem vascularizado (SAKATA et al., 2004).

Os mecanismos fisiologicos envolvidos no processo de formacao de
tecido Osseo podem ocorrer de maneiras distintas, a osteogénese, a
osteocondugdo e a osteoindugao.

Os materiais osteogénicos referem-se a materiais organicos capazes de
estimular a formagdo de osso diretamente a partir de osteoblastos. Os
materiais osteocondutores (geralmente inorganicos) permitem a aposi¢do de
um novo tecido 6sseo na sua superficie, requerendo a presenca de tecido
6sseo pré-existente como fonte de células osteoprogenitoras. Os
osteoindutores sdo aqueles capazes de induzir a diferenciagdo de células
mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos ou condroblastos, aumentando
a formacgao Gssea no local ou mesmo estimulando a formagéo de osso em um
sitio heterotdpico (SICCA et al., 2000).

As técnicas utilizadas para regeneragao 0ssea incluem tanto a utilizagao
de enxertos de origem animal ou humano, como de materiais sintéticos
(polimeros e ceramicas principalmente) na forma de cimentos, granulos ou
estruturas tridimensionais para engenharia de tecidos (TORO, 2005).
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2.5. Engenharia de Tecidos

A técnica, conhecida como Engenharia de Tecidos, area cientifica em
continua expansao, consiste na regeneracgao de 6rgaos e tecidos vivos, através
do recrutamento de tecido do préprio paciente, que sao dissociados em células
e estas cultivadas sobre suportes biolégicos ou sintéticos, conhecidos como
scaffolds (suportes, matrizes tridimensionais, arcabougos, estruturas, etc.),
para entao serem reinseridos no paciente (BARBANTI et al, 2005).

De uma forma geral, a preparacao dos produtos da engenharia de
tecidos segue as seguintes etapas (Figura 2.7):

Engenharia de Tecidos

Tecido Doador Suporte

Cultura de Celulas
in vifro

- -
LR —_— T e

Estudo in vitro

]
‘;Eet

Figura 2.7 - Técnica da Engenharia de Tecidos.
Fonte: BARBANTI et al, 2005.
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() Selecao e processamento do suporte

(I} Inoculagéao da populagao celular sobre o suporte

(H1} Crescimento do tecido prematuro

(IV) Crescimento do tecido maturado em sistema fisiolégico (bioreator)
(V) Re-Impiante cirlrgico

(V1) Assimilacao do produto.

A estratégia de reparo e substituicao de partes danificadas do corpo
humano utilizada pela engenharia de tecido ¢ claramente diferente dos
implantes biomédicos tradicionais em uso, onde, a fim de efetuar uma
substituicdo dssea, a utilizacido de tecido doador é a tendéncia predominante,
seja alégeno ou autégeno (VALLET-REGI e GONZALEZ-CALBET, 2004).

A enxertia 6ssea € um dos assuntos mais pesquisados na ortopedia e
traumatologia, pois sempre se buscou explorar novas possibilidades de enxerto
que superem limitagoes ou satisfagcam condigoes especificas de seu emprego
(CALAPODOPULOS e VOLPON, 1994).

O enxerto autdgeno é a técnica utilizada normalmente e com melhores
resultados do ponto de vista da osteogénese. Nesse tipo de tratamento, obtém-
se tecido ésseo do proprio paciente, tendo como area doadora,
frequentemente, a regido da crista iliaca e, em alguns casos de cirurgias orais,
as regides do tiber da maxila, retromolar e mentoniana. Apresenta a grande
vantagem de nao transmitir doengas infectocontagiosas além da possibilidade
de se levar células osteoprogenitoras, juntamente com fragmentos dsseo que
atuam como condutores das células de reparo para ¢ tecido lesado. Entretanto,
algumas vezes apresenta limitagbes de uso, como, por exemplo, quantidade
insuficiente e qualidade de tecido a ser removida, a necessidade de um
segundo sitio cirlrgico, o pés-operaldrio desagradavel, a morbidade, o custo da
internacéo e a possibilidade da ocorréncia de seqielas (CALAPODOPULOS e
VOLPON, 1994; OREFFO e TRIFFIT, 1999). A utilizacdo de enxertos
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autégenos exige, ainda, a existéncia de um banco de 0ssos, cuja manutencéo
demanda um grande custo (WINN et al., 2000).

Como alternativa ao enxerto com osso autdgeno, tém-se utilizado os
enxertos alégenos e os xendgenos. Os enxertos aldgenos sao obtidos de
doadores da mesma espécie, enquanto que os xendgenos sio transplantados
entre animais de espécies diferentes. Os autégenos sao histocompativeis e
n&o induzem a rejeicao, diferente do observado com os alégenos e xendgenos.
Esses ultimos, para serem utilizados, devem ter a antigenicidade diminuida por
irradiagdo, congelamento, preservacdo quimica ou autoclavagem, entre outros
tratamentos (JOHNSON, 1995).

O elevado nimero de pessoas em todo o mundo que é afetado por estes
problemas, bem como, os conseqlientes custos socio-econdmicos, sao razdes
acrescidas para a necessidade de desenvolvimento de terapias alternativas

para tratar a perda ou mau funcionamento ¢sseo.

2.5.1 - Propriedades e composi¢ao dos scaffolds

Um scaffold ideal deve possuir as seguintes caracteristicas para
provocar a resposta biolégica adequada: (i) ser tridimensional e altamente
poroso com uma rede de poros interconectados para crescimento
celular/tecidual e transporte de nutrienies e residuos metabdlicos, (i) ser
biodegradavel ou bioabsorvivel com uma controlada taxa de degradacado e
reabsorcdo, que pode ser determinada com base na taxa de formagao do novo
tecido e o periodo normal para remodelagem do tecido no local do implante, (iii)
possuir uma composigdo quimica adequada para a adesdo, proliferagdo e
diferenciacio celuiar, (iv) possuir propriedades mecéanicas semelhantes aos
tecidos locais onde sera realizado ¢ implante, uma vez que proporcionam um
suporte tempordrio a aplicagdo de cargas in vivo durante o processo de
regeneracdo e (v) ser processado facilmente com variedades de formas e
tamanhos (BUCKLEY e O’KELLY, 2004; SPECTOR, 2006).
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A porosidade aumenta a area superficial disponivel para a justaposicao
osso-implante e a osseointegracéo, consequentemente, o periodo de ligagao
interfacial entre o implante e o osso é reduzido (VERCIK et al., 2003; CAMPQOS
et al., 2005).

A Figura 2.8 apresenta de forma geral as etapas principais da
regeneracdo Ossea utilizando scaffolds com micro e macroporosidades. A
etapa inicial consiste na colocagao do scaffold poroso no local a ser reparado
(1). Em seguida, ocorre a penetracdo de vasos sanguineos através das
porosidades e migragao dos osteoblastos (células-méae do tecido 6sseo). Apods
o reconhecimento da estrutura propicia para o desenvolvimento dos
osteoblastos, o organismo imediatamente comega a reproduzir e reconstituir a
ossatura naquele ponto (2). No decorrer do processo de neo-formagao éssea
essa estrutura vai se transformando em novo tecido 6sseo até a sua
regeneracao completa (3) (OSTEOHEALTH, 2006).

Figura 2.8 - Etapas da regeneragao 6ssea utilizando scaffolds.
Fonte: OSTEOHEALTH, 2006

Segundo Karageorgiou e Kaplan (2005), o tamanho minimo necessério
para o crescimento de células ésseas é de 100 - 200 pm. Poros menores entre
75 - 100 pm resultam no crescimento de tecido ostedide ndo mineralizado.
Poros menores ainda, entre 10 — 75 ym, permitem a penetracdo apenas de
tecido fibroso, o que ajuda na fixagao mecanica da peca.
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Klawiter et al. em 1971 e Whang et al. em 1999, demonstraram através
de experimentos o efeito do tamanho do poro na regeneracdo de tecidos.
Poros de 5 pm permitem a neovascularizagéo, entre 5-15 pm para crescimento
de fibroblastos, 40-100 pm para crescimento da matriz ostedide € 100-350 pm
para regeneragao dssea.

Os trés principais tipos de materiais estudados para o uso no
desenvolvimento de scaffolds incluem: (i) Polimeros naturais, tais como
colageno, glicosaminoglicano, amido, quitina e quitosana, (i} Polimeros
sintéticos, a base de acido polilactico (PLA), &cido poliglicolico {(PGA) e seus
copolimeros (PLGA), e (iii} Ceramicas, tais como hidroxiapatita (HA) e p-fosfato
tricélcio (B - TCP} (BUCKLEY e O’KELLY, 2004).

Os polimeros naturais oferecem grande potencial em termos de
biocompatibilidade, porém podem existir grandes variagbes em seus grupos
como também um inadequado desempenho mecénico. Algumas familias de
polimeros sintéticos liberam produtos acidiferos como também sofrem
degradagao via hidrolise quando expostos em ambientes aquosos. Apesar dos
produtos dessa degradacao estarem presentes naturalmente no ¢orpo humano
e serem removidos via metabolismo natural, o pH local do micro ambiente pode
ser reduzido abaixo do pH fisioldgico natural e deste modo induzir uma
resposta imunologica. O efeito desse ambiente acidifero pode causar necrose
celular tanto quanio pode agir como um autocatalisador promovendo
aceleragdo da degradacdo do polimero (BUCKLEY e O’KELLY, 2004).

As ceramicas também tém sido intensamente usadas, devido a sua alta
biocompatibilidade e semelhanga com o componente inorganico natural dos
0ss0s e dentes. As ceramicas sdo inerentemente frageis e essa propriedade
limita sua aplicabilidade nos estudos em engenharia de tecido/mecanobiologia
para aplicagdes que suportem carga, uma vez que as ceramicas saoc mais
resistentes a compresséo do que a tragao (BUCKLEY e O'KELLY, 2004).

Peréz et al (2005) realizaram um estudo experimental da resposia 6ssea
dos implantes de espuma de hidroxiapatita (HA-09) de elevada porosidade (72-
90%) e poros esféricos de 50 pm de tamanho, obtida pelo método gel-casting,
em coelhos. Durante o experimento foi observado crescimento 6sseoc no
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interior dos poros e em torno dos implantes. O material provocou uma reagao
inflamatéria precoce e pouco relevante. Durante o tempo de implantagéo foi
observada uma reabsor¢do parcial do material. Portanto, a espuma de
hidroxiapatita (HA-09) pode ser considerada como um novo material
biocompativel, bioreabsorvivel e osteocondutor, e, portanto possivel substituto
0sseo.

2.5.2 - Técnicas de fabricacdo de scaffolds

Diversas técnicas sdo utilizadas na produc¢ao de scaffolds, dentre elas o
método de incorporagdo de particulas organicas volateis no pé de HA, gel-
casting de espumas e a técnica de replicagdao de esponjas poliméricas. Em
todas as técnicas, o produto a verde passa por um processo de calcinagao
para volatilizacao dos aditivos organicos (SANTOS et al., 2006). O método de
incorporagdo de particulas organicas com pd ceramico resulta em uma
estrutura porosa fechada, interconectividade pobre e poros nao-uniformes. O
gel-casting de espumas & uma técnica comum para fabricagao de scaffolds
ceramicos com alta resisténcia mecanica, mas usualmente resulta em uma
estrutura com interconectividade de poros pobre e uma distribuigdo de tamanho
de poros ndo-uniformes. O método da esponja polimérica produz scaffolds
ceramicos porosos de celula aberta, tamanho de poro controlavel, poros
interconectados e geometria desejada, porém apresenta baixa resisténcia
mecanica para aplicagdes em regides que requerem sustentacao (RAMAY e
ZHANG, 2003).

Recentemente, o processo freeze drying (ou freeze casting) tem atraido
uma grande parte da atengdo como um bom candidatc como método
preferencial visto que este pode produzir estruturas de poros bem definidas em
uma escala precisa. Nesse método, canais de poros interconectados
tridimensionalmente sdc produzidos pela remogao do meio congelado via
sublimacdo. Até o presente, agua e camfeno tém sido adotados como 0s
materiais veiculares. Desses dois materiais 0 camfeno pode ser congelado e
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facilmente sublimado préximo da temperatura ambiente, oferecendo maior
flexibilidade no processo (LEE et al. 2006).

Alguns dos métodos acima mencionados tém sido combinados para
produzir hidroxiapatita porosa com melhores propriedades. Ramay e Zhang
prepararam scaifolds porosos de hidroxiapatita através da combinagio da
técnica gel-casting com o método da esponja polimérica. Essa nova técnica
resultou em hidroxiapatita porosa com melhor resisténcia mecanica e estrutura
de poro controlavel. Os scaffolds preparados apresentaram uma microestrutura
homogénea, e uma estrutura porosa aberta, uniforme e interconectada com um
tamanho de poro de 200- 400um (RAMAY e ZHANG, 2003).

Em geral os processos de fabricagdo de ceramicas porosas
proporcionam compactos com baixa resisténcia a verde, microestruturas com
grande quantidade de trincas ou ainda poros com geometrias complexas que
proporcionam regidoes de concentracdo de tensdo. Tais caracteristicas
diminuem a resisténcia mecanica do produto final impondo sérias restricbes a
sua utilizagdo em aplicagdes estruturais (CARLOS et al, 2006).
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3 — METODOS EXPERIMENTAIS

3.1 - Processo de Obtencéo da Pasta Ceramica

Para a obtengao de uma pasta ceramica foi utilizado ¢ processo de
reacao de neutralizagdo utilizando como reagentes o hidréxido de calcio
[Ca{OH);] e a&acido fosforico {HsPO.). As concentracbes e o aparato
experimental foram desenvolvidos e adaptados pelo Grupo de Biomateriais da
UAEMa/UFCG. As quantidades das solugbes foram estequiometricamente
determinadas de acordo com os valores das relagbes atdmicas ou razdes entre
0s atomos de calcio e foésforo - Ca/P. Na primeira etapa do estudo foram
utilizadas as razdes 1,0 (Pirofosfato de calcio), 1,67 (Hidroxiapatita) e 2,0
(Fosfato Tetracalcio), para confirmar a eficiéncia do processo de obtencdo da

pasta ceramica, de acordo com as seguintes reacdes:
2Ca(OH)z (agqy+ 2H3PO4 (aqp — > Ca2P207paq + 5H0y (Ca/P =1,0)
10Ca(OH)z (aq) + 6HaPO4 (aq) —» Ca10(PO4)s(OH)z (aqy+ 18H20y, (Ca/P=1,67)
4Ca(OH)z (ag) + 2H3PO4 (ag) — 5 CasO(POs)oag + 7H20¢ (Ca/P =2,0)

Para evitar ao maximo as contaminagodes, foi utilizada agua deionizada
para o preparo das solugoes de Ca(OH), e HzPO,. A solugdo de Ca(OH). com
concentragao 2 M foi colocada em um béquer de vidro sob agitagdo constante
e aquecida até 80°C. Em seguida, a solugao de HiPQO, também com a
concentragdo de 2 M, a temperatura ambiente, foi adicionada lentamente,
controlando-se o gotejamento. Apds a completa adigdo o produto obtido
permaneceu por um periodo de +/- 50 minutos sob agitacdo a temperatura de
100°C, para atingir a consisténcia desejada. A pasta ceramica permaneceu em
repouso até atingir a temperatura de 30°C e logo apés feita a leitura do pH.

30



Métodos Experimentais

Em comparagdo com outros métodos sugeridos na literatura, este
método foi escolhido em virtude da simplicidade da reagdo, do baixo custo dos
reagentes, da facilidade de sua compra e do grau de pureza adequado. Além
disto, o subproduto da reagcdo é a agua, ndo causando maiores problemas
quanto a utilizagao do produto da reagao como biomateriais.

3.2 - Selecao da esponja polimérica

A fim de obter estruturas porosas de fosfato de célcio com
macroporosidades de célula aberta baseado na réplica de um substrato poroso,
foram adotadas como substratos esponjas poliméricas de poliuretano com
densidades variadas e cortadas em formato retangular com dimensdes de 30 x
20 x 20 mm®. As esponjas de poliuretano foram adquiridas no comércio local e
apresentaram uma eficiente habilidade de preenchimento. Durante o processo
de sinterizacdo a esponja de poliuretano foi completamente eliminada em uma
temperatura de aproximadamente 550°C (RAMAY E ZANG, 2003).

Figura 3.1 - Imagem das esponjas de poliuretano selecionadas.

Na determinacdo da densidade das esponjas utilizou-se o célculo da
densidade geométrica. A densidade geométrica (p) foi medida através da
equagao (A).
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p (g/cm™®) = m/V, (A)

onde m é a massa do corpo e V 0 volume externo (MOREIRA et al., 2002)

As densidades das espumas utilizadas estdo apresentadas na Tabela
3.1.

Tabela 3.1 - Valores de densidade geométrica (g.cm's) das esponjas selecionadas.

Esponjas Densidade Geométrica
_{g-cm®)
PU-20 0,0196 + 7,69 x 10™
PU-25 0,0255 + 9,98 x 10
PU-28 0,0288 + 1,32 x 10°

3.3 - Técnica Reéplica da Esponja Polimeérica - TREP

Para a fabricag&o de blocos porosos foi utilizada a técnica da réplica da
esponja polimérica, desenvolvida e realizada no Laboratério de Engenharia de
Materiais do UAEMa/ CCT/UFCG.

Esse método consiste em inicialmente selecionar uma esponja
polimérica de acordo com a densidade e distribuicdo dos poros, uma vez que
esses fatores apresentam relagao direta com a estrutura final dos blocos
porosos.

Essas esponjas foram impregnadas com a pasta cerdmica submergindo
as esponjas na pasta ceramica (T= 30°C e pH = 10,35) e em seguida
comprimindo-as manualmente em duas placas de vidro para eliminar o ar e
promover a adsor¢do. Em seguida foi removido o excesso da pasta nas
esponjas por meio de compressao.

A secagem dos corpos de prova foi realizada em estufa a 110°C por 24
horas, seguida pelo processo de sinterizagcdo a 700°C e 1100°C a uma taxa de
aquecimento de 10°C/min. As diferentes temperaturas de sinterizagéo
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empregadas visam avaliar a influéncia da temperatura na densificagdo dos
blocos porosos e a escolha dessas temperaturas se baseia nas transformacgdes
térmicas sofridas pelos fosfatos de célcio estudados.

3.4. Otimizacao

A partir da avaliagdo das condigbes experimentais utilizadas na fase
investigativa, constatamos a necessidade de um maior controle da viscosidade
da pasta ceramica na etapa de impregnacdo das esponjas e da taxa de
aquecimento durante a sinterizagdo dos suportes, objetivando uma maior
efetividade da fixagdo do recobrimento ceramico no substrato polimérico,
evitando assim, o colapso da estrutura porosa, otimizando o tamanho de poros
e aumentando a resisténcia mecanica dos suportes.

A viscosidade da pasta ceramica foi a mais alta possivel para recobrir 0s
filamentos da esponja sem causar o entupimento dos poros da estrutura
celular. A viscosidade da pasta ceramica medida foi de 364cP realizada em
viscosimetro de marca Brookfield, modelo RVT, spindle 2, sob taxa de
cisalhamento de 50rpm, em temperatura ambiente e pressao atmosférica.

Taxas de aquecimento mais lentas durante o processo de sinterizacao
foram necessarias para remogao do esqueleto da esponja polimérica a fim de
reduzir o impacto causado pelo volume de gas produzido durante sua
decomposicdo, evitando assim a ocorréncia de defeitos e rupturas dos
filamentos. Dessa forma, apds o processo de secagem em estufa a 110°C, as
amostras foram aquecidas a uma taxa de 5°C/min até atingir 600°C. As
amostras foram aquecidas nessa temperatura por 1 hora para remover a
espuma de poliuretano, e entdo sinterizadas a uma taxa de 10°C/min até
11002C com tempo permanéncia de 2 horas.
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3.5 — Técnicas de caracterizagido das bioceramicas

As andlises dos suportes porosos foram realizadas apés o tratamento
térmico utilizando-se as técnicas: difragao de raios-X (DRX), microscopia dptica
(MQO), microscopia eletrbnica de varredura (MEV), espectroscopia por energia
dispersiva de raios-X (EDX), espectroscopia na regiao do infravermelho com
transtormada de Fourier (FTIR) e porosimetria de mercirio.

Preliminarmente a analise por DRX foi utlizada para confirmar a
eficiéncia do processo de reagdo de neutralizagdo para obtengdo da pasta
ceramica identificando as fases presentes de acordo com as relacbes Ca/P
estudadas.

A morfologia, a composi¢cao quimica, o tamanho e a distribuicdo de
tamanho dos poros dos scaffolds foram caracterizadas usando microscopia
Optica, microscopia eletrbnica de varredura e porosimetria de mercdrio. A
composigédo quimica dos elementos presentes, principalmente a relagéo Ca/P,
foi obtida por espectroscopia por energia dispersiva de raios-X.

A analise por espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier foi utilizada para identificar as bandas caracteristicas dos grupos
presentes no fosfato de calcio.

A retracdo volumétrica foi calculada apenas para a fase intermediaria
(Ca/P=1,67), pois ndo houve condigbes experimentais para a medicac das
demais amostras.

3.5.1 - Difragao de Raios X

Neste trabalho, utilizou-se um difratdmetro de raios X SIEMENS D5000
com varredura angular entre 10 e 70° na montagem de Bragg-Brentano,
utilizando-se radiacdo de Cu(ka1) com passo de 0,05° (28), sendo que o tempo
de passo foi de 1,0 segundos para cada amostra. A identificagdo das fases
presentes foi realizada comparando-se os dados obtidos com as fichas padrées
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da base de dados mantida pelo JCPDS — International Center for Diffraction
Data (JOINT, 2003). A andlise foi realizada no Instituto de Quimica — Unesp —
Araraquara.

3.5.2 - Microscopia Optica

Para materiais que sdo opacos a luz visivel, como é o caso dos metais,
da maioria dos ceramicos e polimeros, somente a superficie pode ser
observada e deve ser criteriosamente preparada de maneira a propiciar
condigoes de revelar a microestrutura. A caracterizagdo por microscopia 6tica
dos suportes porosos foi realizada em um microscopio Optico Leica DMR,
acoplado a uma estacao de captura e analise de imagens com Soffware Leica
Qwin, instalado no Instituto de Quimica-Unesp-Araraquara.

3.5.3 - Microscopia Eletrénica de Varredura

O microscépio eletronico de varredura (MEV) € um equipamento capaz
de produzir imagens de alta ampliagdo (até 300.000 x) e resolugdo. A
microscopia eletrbnica fornece informacac morfologica e topografica sobre
superficies de soélidos, necessaria para se entender o comportamento das
superficies.

A caracterizagdo por microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos
suportes porosos foi realizada no equipamento fabricado pela JEOL-JSM,

modelo T-330 A, localizado no Instituto de Quimica-Unesp-Araraquara.

3.5.4 - Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X

O EDX é um acessorio essencial no estudo de caracterizagdo

microscopica de materiais, no qual os elementos quimicos presentes numa
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amostra podem ser identificados através do espectro de raios-X emitido pela
amostra. O diametro reduzido do feixe permite a determinagio da composicao
quimica em amostras de tamanhos muito reduzidos (< 5 um), permitindo uma
analise quase que pontual.

Neste trabalho a andlise quimica foi realizada no equipamento fabricado
pela JEOL-JSM, modelo T-330A, acoplado com sistema para micro anélise
guimica por Espectroscopia de Energia Dispersiva — EDS, instalado no Instituto
de Quimica — Unesp, Araraquara.

3.5.5 — Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

A andlise de espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) do material constituinte dos suportes foi realizada em um
espectrometro AVATAR TM 360 ESP Nicolet (DEMa/ CCT/UFCG) e com

varredura de 4000 a 400 cm-1. A amostra foi caracterizada na forma de pastilha
feita a partir de 0,007g da amostra e 0,19 de KBr prensada a 5 toneladas
durante 30 segundos.

Para a interpretacao das bandas de absorcéo obtidas para os grupos
presentes no fosfato de célcio, utilizaram-se dados da literatura (APARECIDA,
2006), os quais sdo apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Frequéncias de absorgac no IV caracteristicas dos fosfatos de calcio.

Grupos Numero de Onda (cm™)
PO 474, 562, 580, 640 e 960-1200.
P-OH 527, 870 e 910-1040.
CO5* (substituigéo do tipo A) 880, 1450 e 1514,
CO,> (substituicdo do tipo B} 870, 1412 e 1465.
OH" (livre) 630 e 3569.
OH (H0) 1600-1650 e 3000-3700.
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3.5.6 — Porosimetria de Mercurio

Entre os métodos que envolvem a intrusdo e ou extrusao forgada dos
poros por um liquido, 0 mais popular e 0 mais importante € a da porosimetria
de mercurio, pois em uma unica medida é possivel determinar dados como a
distribuicdo de tamanho de poros e porosidade total do material poroso.

A avaliagdo da porosidade quanto a distribuicédo e tamanho de poros foi
realizada utilizando a técnica de porosimetria de intrusdo de mercurio no
equipamento Micrimetrics — Autopore 11l 9410, instalado no Instituto de Quimica
— Unesp - Araraquara.
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3.5.7. Fluxograma da Metodologia

O fluxograma contido na Figura 3.2 apresenta a metodologia e descreve

as etapas e a sequiéncia de desenvolvimento da pesquisa.

[ Preparacao da pasta ceramica J

A

[ Confecgao dos Corpos de Prova - J

Técnica Réplica da Esponja Polimérica

A

[ Secagem em estufa a 150°C por 24h ]

[ Sinterizacdo dos blocos porosos J

A

[ Caracterizagao ]

/ Fase Investigativa\ / Fase Exploratéria\

e DRX; ¢ DRX;
* MO; s MEV;
e MEV; < e EDX;
e EDX. * FTIR;
* Porosimetria de
Mercurio

- J \ /

FIGURA 3.2 - Fluxograma da metodologia do trabalho.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica réplica da esponja polimérica € uma das alternativas mais
acessiveis do ponto de vista da reprodutibilidade operacional e da relagao
custo/beneficio. (TIAN e TIAN, 2001).

Neste estudo, suportes porosos de fosfato de calcio foram preparados a
partir desta técnica utilizando como substratos esponjas de poliuretano.
Durante a etapa de sinterizagdo o esqueleto polimérico é eliminado e uma
réplica da esponja é obtida. Estruturas porosas com diferentes tamanhos de
poros e geometrias podem ser obtidas utilizando esponjas poliméricas com
estruturas desejadas. A Figura 4.1 mostra suportes porosos de fosfato de
calcio em formatos e tamanhos variados.

Figura 4.1 - Imagens dos suportes porosos de fosfato de calcio razdao Ca/P = 1,67

4.1. Fase investigativa

Na fase investigativa as amostras dos suportes porosos confeccionados
com esponja PU-25 em diferentes relagbes Ca/P foram caracterizados por
difracdo de raios-X, microscopia Optica, microscopia eletronica de varredura e
energia dispersiva de raios-X.
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4.1.1. Difracao de Raios-X

Os difratogramas de raios X das amostras obtidas com valores de razao
Ca/P iguais a 1,0, 1,67 e 2,0 tratadas termicamente a 700°C estdo
apresentadas nas Figuras 4.2 a 4.4.

A Figura 4.2 apresenta o0 DRX do suporte poroso obtido com razao Ca/P
=1,0 e tratamento térmico a 700°C. Comprovou-se que 0S picos eram
referentes ao fosfato de calcio de razao Ca/P=1.0, denominado pirofosfato de
calcio, cuja formula quimica € CazP20;.

Por analise da Figura 4.3, também pode ser comprovado que o fosfato
de calcio obtido era composto unicamente por hidroxiapatita (HA). O mesmo
nao foi comprovado para os suportes obtidos com razao Ca/P = 2,0, Figura 4.4,
pois a fase esperada, o fosfato tetracalcio (TeCP), nao foi encontrada, porém o
gue obteve-se foi uma combinagdo das fases TCP (fosfato tricalcio) e HA
(hidroxiapatita). O tratamento térmico empregado (700°C) nao foi suficiente
para obtencdo do TeCP. Segundo Kanazawa (1989) a temperatura de
transformacdo térmica para a obtencdo do fosfato tetracalcio € acima de
1200°C.

De acordo com a literatura as fases de apatita dependem da
estequiometria da reacdo e do tratamento térmico (ELLIOTT, 1994; AOKI,
2001; KANAZAWA, 1989).

0 20 40 60 80 100
Figura 4.2 - DRX do suporte poroso com razao
Ca/P = 1,0 e tratamento térmico a 700°C.
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Figura 4.3 - DRX do suporte poroso com razdo Figura 4.4 - DRX do suporte poroso com razao

Ca/P = 1.67 e tratamento térmico a 700°C.

Ca/P = 2,00 e tratamento térmico a 700°C.

Com o tratamento térmico a 1100°C os suportes porosos com razao

Ca/P = 1,67, Figura 4.5, apresentaram a fase hidroxiapatita (HA) e tragos de

fosfato tricalcio (TCP). Segundo Aoki (1991), o fosfato de calcio com razao

Ca/P= 1,67 sofre transformacao térmica acima de 1100°C resultando em uma

m

istura de TCP e HA.

A fase TeCP nao foi encontrada nos suportes porosos de razao Ca/P =

2,0 tratados termicamente a 1100°C, Figura 4.6. A fase predominante

apresentada foi a hidroxiapatita. A temperatura empregada também foi inferior

a temperatura de transformacéo térmica para obtencdo do TeCP que é de
1200°C, valor sugerido pela literatura (KANAZAWA, 1989).

80.0— L 16049D pe
——T74-566 Hydro:
70.0- ——B86-1585 FOSFATO TRICA

Figura 4.5 - DRX do suporte poroso com razao
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Figura 4.6 - DRX do suporte poroso com razdo
Ca/P = 2,00 e tratamento térmico a 1100°C.
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4.1.2. Microscopia Optica

As imagens das analises de microscopia Optica das amostras obtidas
com valores de razido Ca/P iguais a 1,0, 1,67 e 2,0 tratadas termicamente a
700°C estao apresentadas nas Figuras 4.7 a 4.9.

Para discutir essas morfologias € importante definir dois tipos de poros:
micro e macroporos. Esses poros sdo diferenciados por seu tamanho:
microporos tem um diametro entre 1-20pm, enquanto que macroporos tem um
didmetro > 100um (BOHNER et al., 2005). Os resultados revelam a presenca
de macroporos (>150um) e microporos com dimensdes variadas na superficie
de todos os suportes tratados termicamente a 700°C.

y . N 4
Figura 4.7 - Microscopia Optica do suporte Figura 4.8 - Microscopia Optica do suporte
poroso com razdao Ca/P =1,0 e tratamento poroso com razdo Ca/P =1,67 e tratamento
térmico a 700°C. térmico a 700°C.

Figura 4.9 - Microscopia optica do suporte
poroso com razao Ca/P =2,0 e tratamento
térmico a 700°C.
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As imagens das andlises de microscopia 6ptica das amostras obtidas
com valores de razao Ca/P iguais a 1.67 e 2.0 tratadas termicamente a 11002C
estdao apresentadas nas Figuras 4.10 e 4.11. Com base nas figuras abaixo,
pode se observar que o tratamento térmico a 1100 °C provocou uma
diminuicao dos microporos, porém alguns poros maiores se mantiveram.

Figura 4.10 - Microscopia 6ptica do suporte Figura 4.11 -. Microscopia 6ptica do suporte
poroso com razao Ca/P =1,67 e tratamento poroso com razdo Ca/P =2,0 e tratamento
térmico a 1100°C. térmico a 1100°C.

A maior parte dos macroporos observados nas micrografias acima
possui tamanho adequado a regeneragao 6ssea, com valores acima de 100um,
e presenga de poros interconectados. Estas caracteristicas proporcionam uma
fixacdo por crescimento de tecido através dos poros por todo o implante, além
do transporte de nutrientes e residuos metabdlicos (KARAGEORGIOU e
KAPLAN, 2005; BUCKLEY e O’KELLY, 2004). Esta ligagao tecido/implante
poroso, denominada fixagdo biologica, € capaz de suportar mais carga
mecanica que a camada fibrosa formada nos implantes inertes, os quais
proporcionam somente uma fixacdo morfolégica (CAO et al., 1995).

4.1.3. Microscopia Eletronica de Varredura e EDX
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As imagens das andlises de microscopia eletrdnica de varredura das
amostras obtidas com valores de razdo Ca/P iguais a 1,0, 1,67 e 2,0 tratadas
termicamente a 7002C estao apresentadas nas Figuras 4.12 a 4.14.

Pode-se observar que os suportes porosos com razao Ca/P 1,0 e 1,67
apresentaram maior porosidade e a presenca de poros interconectados quando
comparado ao de razé&o Ca/P 2,0, que apresentou uma estrutura mais fechada.
Para os suportes com razdo Ca/P 1,0 e 1,67 observou-se a formacao de uma
estrutura porosa com poros de tamanhos variados. Particularmente, a presenca
de poros menores que 30um devem ser destacados por permitirem a
neovascularizagédo e crescimento de fibroblastos no interior dos suportes
(KLAWITER et al., 1971; WHANG et al., 1999).

As relagbdes Ca/P determinadas pela analise de EDX sao referentes ao
valor médio calculado apds trés analises no mesmo ponto das amostras. Os
resultados apresentaram um pegueno desvio de estequiometria atribuido a
provavel incorporagdo de grupos carbonato nas células unitarias dos fosfatos

de calcio.

Ca/P =108

Ca

L1aum 191285 Ca

b)
Figura 4.12 - Supotte poroso com razio Ca/P =1,0 e tratamento térmico a 700°C:
a) MEV 2000X e b) EDX.
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Ca CalP = 1.73

N, Ca

18¥m 191216

b)
Figura 4.13 - Suporte poroso com razao Ca/P =1,67 e tratamento térmico a 700°C:

a) MEV 2000X e b)EDX.

Ca/P =239

Ca

Ca

a) b)
Figura 4.14 - Suporte poroso com razdo Ca/P =2,0 e tratamento térmico a 700°C:

a) MEV 2000X b) EDX.

As imagens das andlises de microscopia eletrdnica de varredura das
amostras obtidas com valores de razao Ca/P iguais a 1,67 e 2,0 tratadas
termicamente a 1100°C estao apresentadas nas Figuras 4.15 e 4.16.

O efeito do tratamento térmico a 1100°C promoveu uma maior
densificagdo dos suportes com conseqiente reducdo da porosidade. As
micrografias mostram claramente uma redugao do tamanho de grdo sofrida
com o tratamento térmico. Este fato confirma em nivel microscépico, a
retracdo volumétrica ocorrida e medida nas amostras dos suportes antes e
depois do tratamento térmico.
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A maior temperatura de sinterizacdo resultou em um aumento das
relagbes Ca/P em comparagdo com o tratamento térmico a 700°C, decorrente
do aumento da cristalinidade das fases de apatita.

Ca CaP =228
Ca
b)

Figura 4.15 - Suporte poroso com razdo Ca/P =1,67 e tratamento térmico a 1100°C:
a) MEV 2000X e b)EDX.
Ca/P = 2,40

Ca

Ca
a) b)

Figura 4.16 - Suporte poroso com razdo Ca/P =2,0 e tratamento térmico a 1100°C:
a) MEV 2000X e b)EDX.

A influéncia do aumento da temperatura de sinterizagéo na densificagao
dos suportes pode ser comprovada a partir da elevada retragéo volumétrica
sofrida a 1100°C e conseqiiente diminui¢cao da porosidade.

A Figura 4.17 mostra a vista frontal dos suportes porosos de fosfato de
calcio em formatos retangulares preparados a partir da técnica réplica de
esponja polimérica apdés o processo de sinterizacdo nas diferentes
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temperaturas, 700°C e 1100°C. Analisando-0s macroscopicamente pode-se
perceber a presenca de poros em toda a superficie dos suportes. Esse
comportamento foi observado para todas as razdes Ca/P com excecdo dos
suportes preparados com razdo Ca/P= 1,0 tratados termicamente a 1100°C,
uma vez que nessa temperatura as amostras sofreram fusao, devido a sua
pequena cristalinidade.

Figura 4.17 - Imagem dos suportes porosos de fosfato de caicio razdo Ca/P = 1,67 tratados
termicamente; a) tratamento térmico a 7009C e b} tratamento térmico a 1100°C.

Em conjunto com o aumento da densificacdo, uma maior resisténcia ao
manuseio foi apresentada pelos suportes tratados termicamente a 1100°C. Nao
foram realizados testes mecanicos para medir a resisténcia mecénica, pois nao
era o propésito da pesquisa, porém observou-se que esses supories

suportavam a manipula¢dao manual sem fragmentacéao.

4.2. Fase Exploratoria

Com base nos resultados das caracterizacbes acima escolhemos o
fosfato de célcio de relagdo Ca/P= 1,67 (HA), por ser um dos materiais mais
estudados atualmente como scaffold para regeneragao Ossea, e uma
temperatura de sinterizagao de 1100°C, por proporcionar maior estabilidade
mecénica aos supories porosos.
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4.2.1. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

A analise por espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) foi realizada para verificar a eficacia do processo de obtencao
da HA identificando suas bandas caracteristicas.

A Figura 4.18 mostra o espectro da amostra sinterizada a 1100°C. As
bandas na regido de 475, 580 e 1100 cm™' apresentadas no espectro de |V
correspondem as vibragdes de estiramentos e flexdes dos grupos PO*. As
bandas em torno de 880 e 1435 cm™' sdo atribuidas & incorporagéo de grupos
CO3? proveniente do ar, visto que as amostras foram produzidas em atmosfera
aberta e em solucdo aquosa. As bandas em torno de 640, 3400 e 3590 cm’
sao atribuidas ao estiramento dos grupos hidroxila, OH’, da HA. A banda na
regido 2100 cm™ identificado em todas as amostras pode ser atribuido ao CO;
absorvido do meio ambiente. Este resultado referente a amostra tratada a
1100°C indicou que a HA obtida é muito semelhante a HA estequiométrica.
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Figura 4.18. Espectro vibracional de IV do suporte poroso de HA.
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4.2.2. Influéncia da densidade da esponja polimérica

4.2.2.1. Anadlise por Difracao de Raios-X

Os resultados das analises de DRX dos suportes porosos apresentados
nas Figuras 4.19 apresentaram os picos referentes ao fosfato de calcio com
relagdo Ca/P= 1,67, de acordo com a ficha padrao de referéncia da HA
(JCPDS) comprovando a presenga de hidroxiapatita monoféasica, independente
da densidade da esponja utilizada. A utilizagao de uma taxa de aquecimento
mais baixa durante a sinterizacdo com tempo de permanéncia em temperatura
mais baixa (600°C) também nao alterou a composi¢ao do fosfato de calcio.

HAPU-20

HAPU-25

HAPU-28

Ficha da HA (JCPDS)

20 40 60
2 theta (graus)

Figura 4.19 — Difratogramas de Raios-X dos suportes porosos em comparacdo com a ficha
de referéncia da Cajo(PO4)s(OH). do JCPDS.
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4.2.2.2. Microscopia Eletronica de Varredura e EDX

Observa-se nas micrografias apresentadas na Figura 4.20 a 4.22 as
morfologias e microestruturas dos suportes porosos de hidroxiapatita. As
imagens revelam que a técnica é reprodutivel na caracteristica de poros
interconectados com tamanhos variados presentes nas estruturas.

As micrografias revelaram que o aumento da densidade da espuma
utilizada na obtencgdo dos suportes de HA provocou uma diminui¢do na fragcao
de microporos (1-20 um) e um aumento na fragdo de poros maiores (50-150
um). A fracdo de microporos das amostras observada nas micrografias acima,
contribui diretamente para formacéo de interconectividade entre os poros.

29901908

Ca/P=191

Ca

Figura 4.20 — MEV e EDX dos suportes porosos HAPU-20: a) 500X e b) 2000X.
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Ca

Ca/P=2,29

Ca

Figura 4.21 — MEV e EDX dos suportes porosos HAPU-25: a) 500X e b) 2000X.

Ca/P=2,10

Ca

Figura 4.22 — MEV e EDX dos suportes porosos HAPU-28: a) 500X e b) 2000X.
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A interconectividade é a caracteristica principal da porosidade que tem
se confirmado ao longo de varios estudos, como sendo responsavel pela
manutengac e crescimento do tecido dsseo, pelo transporte de nutrientes e
drenagem de liquidos intersticiais (RATNER et al., 1996; LIEBSCHNER et al.,
2003; YASZEMSKI et al., 1996). Poros com dimensdes proximas de 5 um,
ainda podem faciltar a migragdo idnica que ocorre inicialmente entre a
superficie do implante e o plasma sangiineo, influenciando de maneira positiva
a dindmica de adsorgao celular e; na capilaridade e permeabilidade dos fluidos
corpdreos, que pode contribuir na dissolugdo desta ceramica (RATNER et al.,
1996; YASZEMSKI et al., 1996).

A presencga de poros maiores que 100 um demonstra que 0s suportes
de HA obtidos pela técnica réplica da esponja polimérica sdo adequados a
regeneracao 0ssea. Visto que um osteoblasto ocupa uma area de 700 um?
(THOMSON et al. 1998), consequentemente um tamanho de poro acima de
100 ym é compativel com a osteoconducao (NARBAT et al., 2006). Isso mostra
que os poros dos suportes de HA sao suficientemente extensos para acomodar
células.

As relacbdes Ca/P determinadas pela analise de EDX apresentaram um
desvio estequiométrico, contudo ndo houve modificagbes estruturais
perceptiveis no padrdo de difracao de raios-X. Esse comportamento pode ser
atribuido a incorporacio de grupos COs” nos sitios PO,* ou OH. Como as
amostras foram obtidas em atmosfera aberta e em solu¢do aquosa, © grupo
carbonato pode ter sido originado através do CO; presente no ar (CHENG et al.
1998; ARAUJO, 20086).

Segundo MOREIRA et al. (2008) a estrutura da hidroxiapatita,
Caio{PQ4)e(OH)2 por ser aberta e hospedeira permite a substituicao de todos os
seus ions, Ca?*, PO,> e OH", mantendo a eletroneutralidade. A substituigdo dos
ions PO e OH pelo ion CO;* ocasiona a contragéo do eixo a e b e expansio
do eixo c; diminuigdo da cristalinidade; aumento da solubilidade; variagao nas
posiges atdmicas e mudanga na morfologia dos cristalitos .
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As Figuras 4.23 a 4.25 apresentam imagens dos suportes de HA em
maior resolugao, necessarias para melhor avaliar a diferenga entre o
comportamento das superficies das amostras. Pode-se observar que o suporte
que apresenta maior microporosidade é o HAPU-20.

Figura 4.23 - MEV dos suportes porosos Figura 4.24 - MEV dos suportes porosos
HAPU-20 {(5000X) HAPU-25 (5000X)

Figura 4.25 - MEV dos suportes porosos
HAPU-28 (5000X)

A literatura relata que a composi¢do quimica e a topografia da superficie
do implante influenciam a resposta celular osteogénica (LIEBSCHNER et al.,
2003). Os microporos podem apresentar um papel importante no processo de
ativacdo celular da superficie. Este tipo particular de porosidade €
morfologicamente funcional por contribuir com a rugosidade da superficie. A
caracteristica rugosa induz uma formagic 6ssea em maior volume quando
comparadas as superficies lisas devido a grande tendéncia de ancoragem de
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células com fendtipo osteoblastico neste tipo de superficie (RATNER et al.,
1996; LIEBSCHNER et al., 2003).

4.2.2.3. Porosimetria de Mercurio

Os resultados referentes a porosidade dos suportes de hidroxiapatita
foram determinados pelo método de intrusdo de mercurio e expressos em
volume de mercurio intrudido em fungao do diametro de poro, Figura 4.26.
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Figura 4.26 - Curvas da frequéncia de tamanho de poros
em fungdo do volume de mercurio intrudido.

Observa-se uma relacgao direta entre a densidade da espuma utilizada e
a dimensdo dos poros nas amostras dos suportes. Os suportes obtidos com a
espuma de maior densidade (HAPU-28) apresentaram uma freqiéncia maior
de poros de maior tamanho (> 60 um). Entretanto, a maior freqliéncia de poros
de tamanhos entre 1,5 — 3,0 ym foi observada nas amostras dos suportes

(HAPU-20).
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5- CONCLUSAO

- Com a técnica réplica da esponja polimérica foram obtidos suportes
porosos de fosfato de célcio apenas nas relagbes Ca/P 1,67 e 2,0.

- Houve efetiva reag¢ido de neutralizagdo da pasta ceramica obtida na
formagao das fases desejadas

- As condigbées operacionais de obtencdo da pasta ceramica e o0s
respectivos tratamentos térmicos, apesar de alteragdes das relagbes Ca/P,
foram eficientes para a obtengao de apatitas monofasicas.

- O uso de esponjas de poliuretano com densidades variadas para a
metodologia aplicada possibilitou a obtengdo de suportes porosos sem alterar a
fase de apatita.

- A variacdo da densidade das esponjas ndo provocou a formagao de
morfologias diferentes. Contudo, houve uma rela¢ao direta entre a distribuigao
e tamanho dos poros no suporte e a densidade da espuma.

- As analises por microscopia eletronica de varredura revelaram suportes
com poros interconectados com tamanhos variados na ordem de macro
(>100um) e microporosidade (1-20um) em menor ou maior grau dependendo
da densidade da esponja utilizada na produgdo das amostras, resultados estes
que foram comprovados pela andlise de porosimetria de mercurio. Os suportes
porosos HAPU-28 destacaram-se por apresentar maior porosidade total em
compara¢do com os suportes produzidos com esponja de menor densidade
(HAPU-20 e HAPU-25).

- Os suportes porosos de HA desenvolvidos nesse estudo apresentaram
uma combinacio de fatores essenciais para a aplicacao desses materiais como
substitutos 6sseos, tais como alta porosidade (>70%), composicao quimica,

interconectividade e tamanhos dos poros adequados & regeneragdo 6ssea.
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6 - SUGESTAO PARA PESQUISA FUTURA

A aplicacdo de bioceramicas em regides que requeiram sustentagao
ainda esta distante do praticavel; sua inerente rigidez e fragilidade sao as
principais desvantagens, reduzindo seu campo de aplicagio (VALLET-REGI e
GONZALEZ-CALBET, 2004). Portanto, a produgio de suportes porosos com
resisténcia mecénica semelhante aos tecidos 0sseos para que suportem as
aplicagdes de carga durante o crescimento do novo tecido durante o processo
de regeneracao Ossea é razao de interesse de pesquisa futura. Diante destes
desafios a opgao sugerida € o desenvolvimento e caracterizacdo de suportes
porosos de compédsitos biodegradaveis de cimento de fosfato de
calcio/biopolimero, para reparagdo e regeneragdo 6ssea, que apresenta a
vantagem de um maior controle da taxa de degradacgéo e reabsorgdo com base

no periodo para remodelagem do tecido no local do implante.
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