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Resumo

A necessidade de substituintes 0sseos estd crescendo rapidamente no campo da cirurgia
reconstrutiva. Os cimentos a base de fosfato de calcio sdo largamente empregados no reparo do
tecido Osseo devido a uma série de propriedades atrativas, como excelente bioatividade e
biocompatibilidade. Sdo muitos os estudos feitos em busca da otimiza¢do das propriedades desses
materiais ou a andlise do comportamento bioldgico desses substitutos, entretanto esses estudos
analisam essas propriedades isoladamente, sem se atentar para que as duas variaveis devem ser
analisadas simultaneamente. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da distribuicao
granulométrica do p6 de a-TCP no comportamento bioldgico do cimento dsseo que utiliza este po
precursor através de uma analise simultdnea de propriedades fisico-quimicas, mecanicas e
morfologicas e do comportamento biologico do material. Para isso, o p6 de a-TCP foi obtido em
laboratorio a fim de se alcancar elevada pureza de fase. Este mesmo po passou por diferentes
protocolos de moagem a fim de se obter duas faixas de distribuicdo granulométrica. Finalmente,
os cimentos que apresentaram potencial para aplicacdo como implantes de acordo com as
caracterizacoes prévias do material passaram por avaliacdo das suas propriedades biologicas
atraves de testes in-vitro € in-vivo. Ambos as amostras apresentaram pureza de fase, livres de
contaminacgoes. Além disso, obtiveram valores de resisténcias mecanicas semelhantes ou maiores

do que consta na literatura e resultados positivos em relagao a biocompatibilidade.

Palavras Chave: Biomateriais, Bioceramica, Fosfato de Calcio, Ensaios Bioldgicos.
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Abstract

Bone substitutes are largely used in reconstructive medicine, especially calcium phosphate
cements to repair bone tissue due to its attractive properties as excellent bioactivity and
biocompatibility. There are several studies about the increase of these materials’ properties or the
analysis of biological behavior from these substitutes, however the researches only show the
properties separately, instead of analyze the two variables simultaneously. The aim of this project
was to analyze the influence of two different particle size distribution of a-TCP powder on
biological behavior of its bone cement through simultaneous analysis of physical-chemical,
mechanical and morphological properties and biological behavior of the material. Thus, a-TCP
powder was obtained in laboratory to reach the maximum purity level. The same powder was
processed by different milling protocols to obtain two distinct ranges of particle size distribution.
Finally, the cements that presented high potential application as implants from its characterization
methods were evaluated by in vitro and in vivo essays. Both samples presented phase purity
without contamination, mechanical resistance similar or superior than described on literature and

positive results in biocompatibility tests.

Key words: Biomaterials, Bioceramic, Calcium phosphate, Biological essays.
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1 INTRODUGAO

Desde tempos remotos, o homem utiliza materiais com a finalidade de substituir os
tecidos que foram de alguma forma danificados. Em 1972, por exemplo, foram descobertos
cranios pertencentes a época da civilizacdo Maia, de cerca de 4000 anos atras, nos quais alguns
dentes foram substituidos por madrepérola, composto por 95-98% de carbonato de calcio e 2-5%
de matéria organica (Chevalier, 2009). Assim, ao longo dos anos, houve grande desenvolvimento
tecnologico a fim de se aprimorar cada vez mais o que chamamos hoje de biomateriais.

Virias defini¢des do termo biomateriais foram propostas, como por exemplo, um material
sintético usado para substituir parte do organismo, para funcionar em intimo contato com os
tecidos do corpo. A mais aceita das defini¢des de biomateriais €: substancias ou conjunto de
substancias de origem sintética ou natural que em contato com os tecidos, o sangue e outros
fluidos corporais nao causam reacdes adversas ao organiSmo ou seus componentes, por tempo
indeterminado (Willians, 1987).

Dentre os tipos de biomateriais utilizados como substituintes Osseos, as bioceramicas
recebem grande destaque por suas propriedades mecanicas e biologicas. Destacam-se as
compostas por fosfato de calcio, um dos importantes constituintes inorganicos dos processos de
calcifica¢do natural ou patologico que ocorrem em muitos seres vivos (Dorozhkin, 2002). Sua
estabilidade, reatividade, degradabilidade, propriedades mecéanicas e desempenho biologico
dependem diretamente da propor¢ao de calcio e fosforo (Liu, 2008). Por serem muito
semelhantes a fase inorganica do osso humano pela sua composicdo, apresentam excelente
biocompatibilidade por se ligar diretamente ao osso (Al-Munajjed, 2009).

Ha uma grande variedade de sistemas de fosfato de célcio, porém os sistemas baseados no
[alfa]-fostato tricalcico (a-TCP) apresentam Otimos resultados, pois durante sua reagdo com meio
aquoso ha a formag¢do de hidroxiapatita deficiente em célcio (CDHA), similar a hidroxiapatita
Ossea, com excelente biocompatibilidade, bioatividade e osteointegrabilidade. A CDHA favorece
0 crescimento 0sseo por osteoconducdo: em que ocorre o estabelecimento de um modelo de
ambiente apropriado, sobre o qual células osteoprogenitoras, quando estimuladas

apropriadamente, podem produzir osso (Heppenstall, 1980).



Entretanto, os estudos geralmente apontam para o controle das propriedades mecanicas ou
apenas para o comportamento bioldgico, sem se atentar para que as duas variaveis devem ser
analisadas simultaneamente. Saijo, por exemplo, aplicou cimento de a-TCP em proteses
bucomaxilofaciais em dez pacientes humanos obtendo resultados positivos no desempenho
biologico dos cimentos (Saijo, 2009), porém um estudo das propriedades mecanicas retornaria
uma analise mais completa do desempenho do material. Desse modo, os ensaios in vitro € in vivo
sdao de extrema importancia para estudar a biocompatibilidade dos materiais para sua aplicagao

em conjunto com o aperfeicoamento mecénico do material.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biomateriais

Na primeira Conferéncia de Biomateriais da Sociedade Européia (ESB) em 1976, o termo
biomaterial foi definido como “material utilizado como dispositivo médico, projetado para
interagir com sistemas biologicos”. Contudo, a atual defini¢do dada pela ESB ¢ “material
projetado para promover uma interface com sistemas bioldgicos para avaliar, tratar ou substituir
qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo”. Esta sutil mudanc¢a na definicdo € indicativo de
como a area de biomateriais evoluiu, de somente interagir com o organismo para influenciar
processos biologicos (O’Brien, 2011).

Atualmente, a defini¢do mais aceita de biomateriais ¢é: substancias ou conjunto de
substancias de origem sintética ou natural que em contato com os tecidos, 0 sangue € outros
fluidos corporais ndo causam reacdes adversas ao organiSmo ou seus componentes, por tempo
indeterminado (Willians, 1987).

Assim, como definigdes complementares para se entender as caracteristicas essenciais para
um biomaterial, € necessario analisar sua biocompatibilidade e biofuncionalidade.

Em termos de defini¢dao, biocompatibilidade ¢ a capacidade que o material e seus possiveis
produtos de degradagdo possuem de ser tolerados pelo organismo sem causar prejuizos a curto e
longo prazo. Biofuncionalidade ¢ a capacidade que o material tem de desempenhar a funcdo para
a qual foi projetado com éxito pelo periodo necessario na parte do corpo substituida (Santos,
2002b).

A pesquisa na area de biomateriais requer conhecimento em diferentes areas para que o
material implantado em um organismo vivo tenha uma performance adequada. Tal disciplina ¢
fundada em conhecimentos em ciéncia dos materiais e da biomedicina, com o objetivo principal

de atingir a correta interacao entre o material e o paciente (Vallet-Regi, 2010).



Biomateriais sdo uma parte importante dos cerca de 300 mil produtos designados para uso
na area da saude. Em 2000, o mercado mundial de biomateriais foi estimado em 23 bilhdes de
dolares. Os maiores gastos sdo com a area cardiovascular, seguido pela ortopedia. (Soares, 2005).

Ao focar em biomateriais artificiais e funcionais, a escolha ¢ feita entre ceramicas, metais €
polimeros. Cada grupo exibe suas vantagens € desvantagens. Ceramicas, por exemplo, sob alguns
aspectos, sao os materiais que apresentam maior biocompatibilidade e pode ser obtido
propriedades como bioestabilidade, atividade e reabsor¢do. Contudo, apesar de apresentarem alta
dureza, sdo materiais muito frageis. Os metais apresentam problemas de corrosdo e toxicidade,
mas sua resisténcia mecanica atinge niveis 6timos. Polimeros oferecem inlimeras possibilidades
que dependem de sua composicao e estrutura quimica, porém poucos apresentam propriedades
bioativas (Vallet-Regi, 2010).

A selecao do material ¢ determinada pela aplicacdao especifica de cada biomaterial. Por
exemplo, para aplicagdes de contato com o sangue, estes materiais sdo componentes de
dispositivos extracorpdreos que remove € retorna sangue ao corpo, que podem ser inseridos em
um vaso sanguineo ou implantados permanentemente. Para aplicagdo em tecidos conjuntivos ou
epiteliais, os materiais sao implantados nesses tecidos para desenvolver ou redefini-lo. Ja para
aplicacdo ortopédica e odontologica, os materiais sdao componentes de implantes estruturais ou
utilizados para reparar danos 6sseos (Nascimento, 2007).

Uma das recentes inovagdes da medicina foi a aplicacdo dos biomateriais no processo de
reparo do tecido 0sseo. Neste campo, as proteses Osseas tem grande importancia e utilizacdo na
medicina ortopédica. Seu desenvolvimento e pesquisas na drea procuram, cada vez mais, otimizar
tanto suas propriedades mecanicas quanto seu desempenho biologico.

Com o envelhecimento da populagdao e o aumento da expectativa de vida, hd uma grande
demanda por enxertos 0sseos €/ou materiais sint€ticos com potencial para substituir ou regenerar
o tecido 0sseo perdido ou danificado (Tampieri 2005).

Os ossos sdo o segundo material mais transplantado no corpo humano, perdendo apenas
para o sangue. A perda de osso causada por defeitos congénitos, trauma ou apds ressecao tumoral
¢ um dos maiores problemas clinicos relacionados a cirurgia cranial (Rotter, 2005).

Ha 450 mil procedimentos de enxertos 0sseos nos Estados Unidos e 2,2 milhdes em escala

global, anualmente. Contudo, apenas 10% destes procedimentos utilizam materiais sintéticos,



pois os enxertos sintéticos aprovados sdo considerados inferiores em relagdo aos enxertos
autogenos e alogénicos (Lewandrowski et al., 2000).

Os enxertos autdgenos sao coletados do proprio paciente, como cartilagem, 0sso e varios
tecidos moles. Tem como grande vantagem o baixo risco de induzir uma resposta imune e evitar
contamina¢do viral (Brenner e Hilger, 2009). Ha limitagdes em seu uso por fatores como
morbidez local do paciente e quantidade de material disponivel, porém possuem a melhor
resposta clinica em termos de neoformacgdo do tecido 6sseo por apresentar propriedades como
osteoconducdo, osteoindugdo e osteogénese, trés elementos que proporcionam o crescimento
osseo. (Boeckel et al., 2012). Osteoconducao ¢ o fornecimento de estrutura fisica e superficies
que favorecam a migracdo celular, como células da linhagem mesenquimal. Osteoinducdo € a
habilidade do enxerto em permitir o recrutamento de células-tronco mesenquimais. E por fim,
osteogénese ¢ a sintese de tecido Osseo a partir de células que sobrevivem juntamente com o
enxerto (Kurien et al, 2013).

Os enxertos alogénicos sao retirados de individuos da mesma espécie, porém com genotipo
diferente do paciente. Desse modo, tais enxertos podem passar por diferentes processos
industriais antes de ser implantado no paciente, como aplicacio de antibidticos, lavagem
ultrasonica e métodos de descontaminacdo que podem afetar negativamente as propriedades
mecanicas e/ou bioldgicas (Boeckel et al, 2012).

Recentemente, a utilizagdo de enxertos aloplasticos tornou-se mais popular, sao
considerados nesta categoria os materiais de origem sintética. Devido a sua facilidade no uso,
fornecimento ilimitado, facilidade na moldagem de sua forma e a auséncia da morbidez local do
paciente, este tipo de enxerto ¢ indicado para inimeros procedimentos cirturgicos. Contudo, como
principal desvantagem ha a ativacdo de resposta inflamatéria no local da implantagdo (Brenner e
Hilger, 2009).

A grande variedade de materiais utilizados como substituintes 0sseos pode ser explicada
pelo fato de que nenhum destes materiais consegue unir trés critérios essenciais (Bohner et al,
2012):

1. Ter propriedades mecanicas melhores que os ossos corticais (propriedade ‘“load-
bearing”);

2. Ser biorreabsorvivel para prevenir fraturas por fadiga em longos periodos de

implantagao;



3. Promover formagao 6ssea — osteoinducao.
Apesar do grande investimento em pesquisas na area, a comunidade cientifica ainda busca

por substituintes 6sseos mais adequados.

2.2 Tecido 0sseo

O tecido 6sseo € o constituinte principal do esqueleto, serve de suporte para as partes moles
e protege Orgdos vitais, como os contidos nas caixas craniana e tordcica e no canal raquidiano.
Aloja e protege a medula Ossea, formadora das células do sangue. Proporciona apoio aos
musculos esqueléticos, transformando suas contragdes em movimentos Uteis, € constitui um
sistema de alavancas que amplia as for¢as geradas na contracdo muscular (Junqueira e Carneiro,
2004).

O osso ¢ um tecido conjuntivo rigido, inflexivel, no qual a matriz extracelular foi
impregnada com sais de cdlcio e fosfato por um processo chamado de mineralizagdo. E se
caracteriza por ser um tecido altamente vascularizado e metabolicamente ativo (Kierszenbaum,
2002). E um material compésito poroso, que consiste em uma fase organica ¢ uma fase mineral.
A fase organica compreende aproximadamente 35% do total da massa Ossea, em que 90% ¢
representada por uma matrix coldgena e o restante por proteinas, lipidios e células. A fase mineral
¢ composta, principalmente, por céalcio e fosforo na forma de cristais de hidroxiapatita e
representa, aproximadamente, 25% do volume total 6sseo e 50% da massa O0ssea (McNamara,
2011).

Existem dois tipos de ossos: compacto e esponjoso. As diferencas entre estes tipos
dependem da quantidade relativa de substancia s6lida e da quantidade e do tamanho dos espagos
que eles contém. Se a porosidade € baixa (5 a 30%) do volume do osso ocupado por tecido nao
mineralizado, o tecido ¢ denominado cortical. O tecido dsseo com porosidade relativamente alta,
30% a mais de 90% do volume de osso ocupado por tecido ndo mineralizado, ¢ denominado
como esponjoso. A maioria dos ossos do corpo humano tem as camadas externas compostas de

osso cortical e com tecido esponjoso subjacente a este (Hall, 1991).



Quanto a sua forma, existem: os 0ssos longos, nos quais ha predominancia do comprimento
e estdo representados pelo fémur, imero, radio, tibia, etc. Ha os 0ssos curtos que apresentam trés
dimensdes semelhantes e estdo representados pelos ossos do carpo e tarso. Os ossos planos,
caracterizados pelo osso do quadril e alguns ossos do cranio. Os o0ssos sesamoides que se
desenvolvem dentro de tenddes, como a patela. E os osso irregulares representados pelas
vértebras da coluna.

Sendo assim, a organizacdo e composi¢ao do esqueleto humano, um sistema mecanico
otimizado, reflete sua fun¢do: transmissao de forg¢a e estabilidade ao corpo humano, e apoio
mecanico, protecdo, locomogao e participagdo no metabolismo associado a homeostase mineral
(Jiang et al. 1999). Para i1sso € necessario que o tecido 0sseo apresente resisténcia mecanica
variavel de acordo com cada funcao exercida.

A densidade mineral o0ssea (60-80%) € o principal determinante da resisténcia mecanica
Ossea, representado pelos componentes inorganicos (Cortet e Marchandise, 2001). J& os
componentes organicos sdo responsaveis pelo modulo de elasticidade do tecido 6sseo. O conjunto
desses fatores auxilia o tecido 6sseo a responder adequadamente a diversos tipos de solicitagdes,
tais como forcas de compressdo, tragdo, flexdo, torcao, entre outras. Em relacdo ao limite de
resisténcia mecanica a compressao, diferentes tipos de ossos apresentam distintos valores, 0 0sso
cortical apresenta valores entre 100-230 MPa e osso trabecular (ou esponjoso) entre 2-12 MPa
(Hench e Wilson, 1993). O osso cortical representa 80% do esqueleto humano e € a parte mais
densa e compacta. Sua fun¢ao esta relacionada com a manuten¢do de sua estrutura rigida e pode
ser encontrada nas camadas externas dos 0ssos, como nas diafises dos ossos longos. J& o osso
trabecular, responsavel por 20% do esqueleto, se encontra no interior dos 0ssos € possui pequenas
pontes denominadas de trabéculas. Sua fun¢do esta relacionada com a manutencao da forga do
esqueleto, além de alojar a medula 6ssea. Pode ser encontrado no interior de vértebras, cranio e
extremidade de ossos longos.

Outra propriedade importante do tecido 0sseo ¢ a sua capacidade Unica de reparo interno
para se regenerar e remodelar (Bran et al. 2008). O tecido Osseo apresenta dois tipos de
ossifica¢do: intramembranosa e endocondral.

A ossificagdo intramembranosa ocorre no interior de membranas do tecido conjuntivo. E o
processo formador de ossos frontal, parietal e de partes do occipital, do temporal e dos maxilares

superior ¢ inferior. Contribui também para o crescimento dos 0ssos curtos € para o crescimento
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em espessura dos ossos longos. Ja a ossificacdo endocondral tem inicio sobre uma peca de
cartilagem hialina, de forma parecida a do osso que se vai formar, porém de tamanho menor. Este
tipo de ossificacdo € o principal responsavel pela formacgao dos ossos curtos e longos. (Junqueira
e Carneiro, 2004).

Quanto a sua remodelacdo, o crescimento dos 0ssos consiste na formacdo de tecido 6sseo
novo, associada a reabsor¢dao parcial de tecido ja formado; deste modo, 0s 0ssos conseguem
manter sua forma enquanto crescem. Apesar da sua resisténcia as pressoes € da sua dureza, o
tecido Osseo € muito plastico, sendo capaz de remodelar sua estrutura interna em resposta a

modificacdes nas forcas a que esta submetido (Junqueira e Carneiro, 2004).

2.3 Bioceramicas

Caracterizada por ser um material inorganico formado por elementos metalicos e nao-
metalicos com predominio de combinacao de ligacdes 10nicas e covalentes ou totalmente i6nicas.
(Callister, 1991).

Os materiais ceramicos sao normalmente muito duros, insoliveis em agua e estaveis a
corrosdo e a altas temperaturas. Essas caracteristicas sdo a razdo de sua importancia. Embora
muitas ceramicas tendam a ser quebradicas, elas podem ser usadas em temperaturas altas sem
enfraquecer, e resistem a deformacao (Atkins e Jones, 2012).

Durante os ultimos 40 anos, ocorreu uma revolucdo no wuso das ceramicas: o
desenvolvimento de ceramicas, designadas de ‘bioceramicas’, fabricadas e projetadas para serem
utilizadas no corpo humano para reparar e reconstruir suas partes desgastadas e danificadas
(Perry, 2003).

Na medicina reparativa, as bioceramicas apresentam alto desempenho por apresentar
propriedades, tais como:

e N30 citotoxico;

¢ Nao carcinogénico;

¢ Nio induz resposta inflamatoria;

e Alta biocompatibilidade;



e Alta biofuncionalidade. (Wong e Bronzino, 2007).

As ceramicas podem ser divididas em bioinertes e bioativas, dependendo de sua interagao
com o tecido do organismo ao qual foi implantado. A caracteristica comum em todas as
ceramicas bioativas ¢ a modificagcdo na superficie que ocorre apdés o implante. A camada
biologicamente ativa de apatita-carbonato-hidroxila que ¢ formada na superficie destas
bioceramicas € quimica e estruturalmente equivalente a fase mineral Ossea, que oferece a ligacao
dessa interface com o osso. Adicionalmente, as ceramicas bioativas podem ser divididas em
reabsorviveis ou ndo-reabsorviveis (Manzano e Vallet-Regi, 2012).

Na Figura 2.1 (Perry, 2003) podem ser observadas as mais diversas aplicagdes das

ceramicas junto com outros materiais utilizados.
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Figura 2.1. Uso clinico das bioceramicas no corpo humano (Perry, 2003).



Quanto a sua composicdo quimica, as bioceramicas de fosfato de cdlcio apresentam alta
similaridade com a fase mineral Ossea e, portanto, altamente recomendadas para a utilizacao
como substituintes 6sseos. Como principais ceramicas utilizadas para este fim temos: a-fosfato
tricalcico (a-TCP), B-fosfato tricalcico (B-TCP), hidroxiapatita, entre outras.

A hidroxiapatita apresenta alta cristalinidade e estabilidade quimica, e por isso ¢ pouco
absorvida e dissolvida por células multinucleares ou por fluidos corporais. Além disso, € pouco
substituida por tecido 6sseo recém-formado (Yamada et al, 2001).

Apesar dos polimorfos a- e B-TCP terem a mesma composi¢do quimica, estes diferem,
consideravelmente, na sua estrutura, densidade e solubilidade, que determinam suas propriedades

biologicas e aplicagdes clinicas (Carrodeguas e De Aza, 2011).

2.4 Alfa-fosfato tricalcico

Os sistemas baseados no a-fosfato tricalcico (a-TCP) apresentam grandes vantagens em
relagdo a outras bioceramicas de fosfato de calcio, por apresentar, apos reagdao de hidrolise, a
formacgao de hidroxiapatita deficiente em célcio (CDHA), muito semelhante a fase mineral dssea.
Ja a fase de B-TCP se converte em brushita, o que torna o implante menos eficiente (Cardoso,
2010). A parte inorgéanica dos ossos e dentes humano tem similaridade quimica e estrutural com
grande parte que contém CDHA, que possui razdo molar Ca/P entre 1,5 e 1,67 (Kim e Kim,
2012).

Além disso, a sinterizacdo de bioceramicas de B-TCP dificulta a obtencdo de altas
densidades, ja que requer alta temperatura e a sinterizagdo acima de 1180°C induz a
transformagao de fase de B-TCP para seu outro polimorfo, a-TCP (Choi, 2007). Alguns produtos
de sintese podem conter magnésio, que estabiliza a fase de B-TCP, o que torna necessario o
aumento da temperatura de calcinacdo para a obtengdo de a-TCP de elevada pureza e mesmo
muitas vezes ¢ impossivel a sintese do a-TCP. Logo a presenca de magnésio ¢ indesejavel nos

reagentes precursores de o-TCP. (Motisuke et al., 2008).
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Estudos in vivo mostram que o a-TCP implantado possui maior taxa de biodegradagdo no
organismo, em relacdo a fase de B-TCP. Suas particulas residuais, cercadas pela neoformacao
Ossea, decrescem ao longo do tempo e sdao absorvidos pelos osteoclastos (Yamada et al., 2006).

Apesar do progresso dos ultimos 20 anos, o mecanismo de acdo da osteoinducdo das
ceramicas de fosfato de cdlcio ndo estd esclarecido, parcialmente devido a limitagdes associadas
com os modelos in vitro e in vivo existentes. Modelos pré-clinicos com animais maiores como
ovelha, cachorros e cabritos sdo mais utilizados do que os modelos com animais menores, dado
que a osteoindugdo pelas ceramicas de fosfato de calcio em camundongos e ratos ¢ considerado
um evento esporadico (Barradas et al., 2011).

No entanto, um modelo animal que utiliza ratos pode ser preferivel ja que os animais
maiores gastam maior recurso financeiro e requer cirurgioes especializados. Além disso, o uso de
ratos pode acelerar a pesquisa devido ao acesso a uma grande variedade de linhagens disponiveis
e maiores chances de se utilizar ferramentas complementares como analises funcionais na
avaliacdo de drogas ou anticorpos para caracterizacao tecidual (Barradas et al., 2012).

Apesar dos inimeros estudos in vivo, na literatura ha poucas informagdes sobre testes de
biocompatibilidade in vitro. A correlagdo entre os produtos da reacdo de pega em diferentes
tempos e sua citotoxicidade ainda € pouco esclarecida. Testes de citotoxicidade in vitro sao tuteis
e necessarios para definir a citotoxicidade basal, como a habilidade de um composto em causar
morte celular como consequéncia do dano causado as suas funcdes basicas celulares (Eisenbrand
et al., 2002).

Por exemplo, o equilibrio quimico entre a superficie de contato do biomaterial e o meio de
cultura celular ¢ altamente dependente da composi¢do quimica das fases liquida e solida.
Resultados sugerem que as funcdes celulares sdo, significativamente, afetadas pela estrutura
supertficial e composicdo quimica das ceramicas, enquanto a adesdo celular nestas aumenta ao
modificar sua superficie com proteinas, fibronectina e coldgeno (Suzuki et al. 1997).

Ensaios in vitro podem nao representar o efeito real do implante, porém proporciona
rapidos resultados em rela¢do a interagao do material em meios biologicos e auxilia na redugao
do ntimero de animais utilizados (Santos, 2002a).

Assim, estudos recentes t€ém dado importancia a estrutura micro e nanoestrutural dos
materiais em relagdo aos fendmenos bioldgicos, como adsorc¢ao de proteinas ou adesdo celular,

relevante para otimizar as respostas in vivo dos materiais.
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A presenca de microporos, junto aos macroporos, ¢ necessaria para que o material seja
osteoindutor. Provavelmente, a introducdo da microporosidade, com consequente aumento na
area superficial, afeta a dindmica da interface ceramica de modo que isso se torna relevante para a
diferenciag¢do celular nas linhagens osteogénicas (Habibovic et al., 2005). A macroporosidade
(poros maiores que 50um) contribui para a osteogénese ao facilitar o transporte celular e i6nico,
ou seja, menos material para ser reabsorvido e substituido pelo tecido 6sseo (Bignon et al., 2003).

Resultados obtidos mostram que o tamanho de particula modifica significantemente as
propriedades finais do cimento, como cinética da reacdo quimica e consolidagdo mecanica
(Ginebra et al.,, 2004). A reatividade e a resisténcia mecanica do a-TCP sdo igualmente
influenciadas pelo tamanho de particula e cristalinidade (Camiré et al., 2006; Urban et al., 2004).
Portanto, o controle da distribui¢do granulométrica do material ¢ de extrema importincia para
que haja a otimizacdo concomitante das propriedades mecénicas do material e do comportamento

biologico do mesmo.

2.5 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho ¢ avaliar a influéncia da distribuicdo granulométrica do
p6 de a-TCP no comportamento bioldgico e nas propriedades finais do cimento dsseo que utiliza
este pd precursor. Para isso, objetivos auxiliares sdo propostos, tais como:

¢ Obtencdo de reagentes precursores do po de a-TCP livres de magnésio a fim de se obter
p6 de a-TCP de pureza elevada;

e Moagem do p6 de a-TCP sob diferentes tempos e processos de moagem a fim de se obter
uma faixa representativa de distribuicao de tamanho de particulas;

e Caracterizacao das propriedades fisico-quimicas e mecanicas do material a fim de se obter
cimentos de alto desempenho;

¢ Ensaios biologicos in vivo e in vitro dos cimentos com as melhores formulacdes.
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3 MATERIAIS E METODOS

O projeto seguiu as etapas propostas de acordo com o organograma apresentado na Figura

3.1:

Sintese dos
reagentes

i DRX
FRX

Sintese do a-

[ DRX i
| FRX
MEV

. .

Moagem do a-

¥ Granulometria -
DRX
1 FRX

- MEV
Obtencaodos Al BET 4

cimentos

" Resisténcia mecinica )
DRX
FRX
\ MEW )

| [ Citotoxicidade ]

| [ Analise histologica ]

Dissertacao

Figura 3.1. Organograma das atividades.
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3.1 Sintese de Reagentes e a-TCP

Os reagentes precursores, carbonato de calcio (CaCOs3) e hidrogenofosfato de calcio ou
monetita (CaHPO,), foram obtidos em laboratdrio via precipitagdo em solugdo aquosa em que o
EDTA sal dissédico foi utilizado como agente sequestrante de magnésio (Motisuke, 2008). Os
reagentes foram fabricados com a finalidade de se obter maior nivel de pureza de a-TCP, pois os
reagentes comercializados apresentam grande quantidade de ions magnésio, estabilizador da fase
de B-TCP, considerado impureza no material.

O pd de a-TCP foi sintetizado pela mistura desses dois reagentes nas devidas proporg¢des de

acordo com a seguinte reacao:

CﬂCO} +2 CaHPO4 - Ca3(PO4)2 + HzO + C02

Ap0ds a mistura manual dos reagentes, o p6 foi aquecido a uma taxa de 10°C por minuto até

1300°C e permaneceu nesta temperatura por duas horas, e depois esfriado lentamente até a

temperatura ambiente, dentro do forno.

3.2 Moagem do p6 de a-TCP

O p6 de a-TCP passou por dois processos distintos de moagem:

Processo 01: Moinho de Bolas Horizontal — Amostra MH

O po foi colocado em um frasco plastico juntamente com bolas de alumina (15mm de
diametro), em um moinho de bolas horizontal (Figura 3.2), com rotagdo de 40rpm por 4 horas.
Com o movimento de rotacdo do eixo, houve colisao das bolas de alumina com o p6, quebrando

as particulas por atrito.
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Figura 2.2 Moinho de Bolas Horizontal

Processo 02: Moinho de Alta Energia — Amostra AE

O pd, apds passar pelo processo 01 de moagem, foi colocado em potes de polietileno de alta
densidade, juntamente com bolas de zirconia (0,5mm de diametro), alojados em cilindros
metalicos no moinho de alta energia (Figura 3.3) (desenvolvido pelo Prof. Dr. Carlos Alberto
Fortulan — USP Sao Carlos), com rotagdo de 40rpm por 4 horas, total de 8§ horas. Assim como no
processo 1, a colisdo entre as bolas e o po6 resultou na quebra das particulas por atrito, porém este

ocorre por vibragao da base em que os cilindros estao fixados.
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Figura 3.3 Moinho de Alta Energia.

3.3 Preparacao do cimento de a-TCP

Os corpos de prova foram obtidos através da mistura do pos obtidos da moagem de a-TCP

com uma fase liquida, segundo a reacdo abaixo:

3Ca3(PO4)2 + H,0O > Cag(HPO4)(PO4)5OH

Foi utilizada como fase liquida uma solucao aquosa com 2,5% de hidrogeno fosfato de
sodio (Na;HPO4). O Na,HPO, foi escolhido por ser um aditivo que acelera a reagdao de pega, ou
seja, acelera a hidrdlise de o-TCP para formagdo de CDHA (Ginebra et al. 1998) e maior
quantidade desta apatita. Além disso, com este aditivo ha aumento da resisténcia mecanica do

cimento (Oda et al. 2008).
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Para a amostra MH foi utilizado uma relag¢do liquido/pé de 0,37 e para a amostra AE a
relagdo foi de 0,30, que apresentou pequena variancia com o valor descrito na literatura de
0,32mL/g (Fernandez et al. 2005 e Ginebra et al. 1999). Os valores das relagdes liquido/p6 foram
escolhidos de acordo com a consisténcia do material durante a reacdo de pega, considerada ideal
para a fabricacao do cimento.

Com a mistura das duas fases houve formag¢dao de uma pasta que endureceu de acordo com
a reacdo de pega. Essa pasta foi moldada em moldes de Teflon para a obtencao dos corpos de
prova (6mm de diametro e 12mm de altura) (Figura 3.4) para os ensaios de resisténcia mecanica.
Para os ensaios in vitro, foram moldadas pastilhas de 7mm de didmetro. Apds 15 minutos, os
moldes foram colocados em imersdo por um periodo de 7 dias em solugdo fisiologica 0,9% NaCl
até completa transformagao e precipitagao em CDHA.

Apos os 7 dias, os corpos de prova foram retirados dos moldes e secados em estufa para

retirada total da umidade.

Figura 3.4 Corpos de prova do cimento de a-TCP.
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3.4 Caracterizacoes

Os reagentes, o po e o cimento de a-TCP foram caracterizados pelas seguintes técnicas:

Difracao de Raios-X — analise qualitativa

A pureza de fase dos compostos e possiveis contamina¢des com fases indesejadas foram
determinadas através de andlise comparativa entre os difratogramas obtidos dos materiais com os
padroes JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction Standards) do carbonato de célcio (05-
0586), da monetita (09-0080), do a-TCP (09-0348), do B-TCP (09-0169) e da CDHA (09-0432) —
(Rigaku, DMAX 2200, 20mA, 40kV, 0,01%™).

Fluorescéncia de Raios-X — analise semi-quantitativa

A presenca de elementos minoritarios e majoritarios, € outros possiveis elementos toxicos
que possam comprometer a biocompatibilidade do cimento foram determinadas através da
fluorescéncia de raios-X. Para cada amostra foram realizadas trés andlises. (Shimadzu, modelo

XRF 1800, fonte de radiacao Rh, 50kV, area de 10mm de diametro).

Microscopia Eletronica de Varredura — analise qualitativa

As caracteristicas morfologicas do material (andlise da superficie, tamanho e
homogeneidade) foram determinadas através de micrografias obtidas no Laboratorio Nacional de

Luz Sincroton (LNLS) pelo Microscépio Eletronico de Varredura (Jeol SEM-5900LV), que foram

previamente recobertas com uma fina camada de ouro (Bal-Tec MCS010).

Anélise do Tamanho e Area Superficial das Particulas — andlise quantitativa
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A distribuicdao granulométrica dos pos apds a moagem foi realizada através de analise do
tamanho de particula (MasterSizer 2000), que passaram previamente por ultrassom em alcool
isopropilico para dispersao das particulas do po.

A area superficial especifica das particulas das amostras foi determinada pelo método BET

através da adsorc¢ao fisica de gases (Micrometrics, Modelo ASAP 2010).

Ensaio de Resisténcia Mecanica — analise quantitativa

Foram utilizados 8 corpos de prova de cimento de cada uma das amostras, MH e AE, para
serem testados quanto ao seu limite de resisténcia a compressdo uniaxial em uma maquina
universal de ensaios (Servohidraulico para Ensaios Mecanicos, Modelo 810 — Flex Test 40,
MTS). Os valores foram analisados estatisticamente pelo método ANOVA (Minitab 16) e foi
utilizado nivel de confianca de 95% (p<0,05).

3.5 Ensaios biologicos

Ensaios in vitro — analise quantitativa

Foram utilizados 10 pastilhas de cada amostra para as andlises in vitro. E foi avaliado o
Indice de Citotoxicidade 50% (IC50% ou GI50), valor referente a concentragio do extrato que
mata 50% da populacao de células viaveis.

Todos os ensaios in vitro foi realizado no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biologicas e Agricolas (CPQBA - Unicamp) no Departamento de Farmacologia e Toxicologia,
sob supervisao do Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho.

Todas as amostras foram avaliadas quanto a sua atividade antiproliferativa em células
tumorais humanas utilizando-se o ensaio da sulforrodamina B (SBR) para avaliagdao do

crescimento celular (Monks et al., 1991).
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Foram empregadas 10 linhagens de células tumorais humanas (Tabela 3.1). Estas linhagens
foram cedidas gentilmente pelo Frederick Cancer Research & Development Center, National
Cancer Institute (NCI, EUA) e foram mantidas no laboratorio de cultura de células em frascos de
25 cm’ (Nunc®), com 5mL de meio RPMI 1640 (Gibco®) suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SFB) (Gibco®) e incubadas a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO,. Foi também
empregada uma linhagem de célula normal, a saber, a linhagem HaCat (queratindcito normal
humano), doada pelo professor doutor Ricardo Della Coletta, do Departamento de Diagnéstico

Oral, area de Patologia, da Faculdade de Odontologia de Piracicaba - Unicamp.

Tabela 3.1 Linhagens celulares humanas empregadas na avalia¢do de atividade antiproliferativa.

Densidade de
Linhagem Orgao/Doenca Origem Embrionaria Inoculacio

(10* cel/mL)
U251 SNC; glioma Ectoderme 4,0
MCE-7 Mama; adecarcinoma Ectoderme 6,0
NCI-ADR/RES  Ovario; adenocarinoma Ectoderme 5,0
786-0O Rim; adenocarcinoma Mesoderme 5,0
NCI-H460 Pul~mao; carcmotya tipo Endoderme 4,0

nao pequenas células
PC-3 Prostata; adenocarcinoma Mesoderme 4.5
OVCAR-3 Ovario; adenocarcinoma Mesoderme 7,0
HT-29 Colon; adenocarcinoma Endoderme 5,0
K562 Medul'a ossca, I:egcemla Mesénquima 6,0
mieldide cronica
Pele

HaCaT (queratinécito)/Normal Ectoderme 5.0

Foram inoculados 100pL/poco, em placas de 96 pocos (Nunc®), de cada suspensao celular,
na densidade de inoculacdo descrita na Tabela 1, em meio RPMI/5% SFB, acrescido de
penicilina:estreptomicina (1000U/mL:1000pg/mL, 1mL/L RPMI). Apds 24h de incubagdo, a
37°C em atmosfera imida com 5% de CO,, foram adicionados 100uL/compartimento da amostra

a ser testada em quatro concentracdes distintas (0,25; 2,5; 25 e 250pg/mL).
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Para preparagdo das amostras, uma aliquota de 10 mg de cada amostra foi dissolvida em
100uL de dimetilsulféxido (DMSO). Em seguida, 50uL dessa solu¢do-mae foram dispersos em
950uL de meio RPMI/5% SFB, para preparagao da solucdo de trabalho. Esta foi entdo diluida
sucessivamente, em meio de cultura, para preparagao das concentracdes finais de 0,25; 2,5; 25 e
250pg/mL. A concentragdo final de DMSO ndo interfere no crescimento celular.

Como controle positivo foi utilizado o quimioterdpico Doxorrubicina, nas concentragoes
de 0,025; 0,25; 2,5 e 25ug/mL. No momento da adi¢ao das amostras, foi realizada a fixagao, com
acido tricloroacético (TCA) a 50%, da placa controle chamada T0, o que permitiu determinar a
quantidade de células no momento da adi¢do das amostras.

Ao final de 48h de incubacdo, as células foram fixadas com 50pL/compartimento de TCA a
50% e as placas foram incubadas por 1h a 4°C; a seguir, as placas foram lavadas quatro vezes
consecutivas com agua destilada para remoc¢do de residuos de TCA, meio, SFB e metabolitos
secundarios. Depois de secas completamente, a temperatura ambiente, as células foram coradas
com 50uL/compartimento de SRB 0,4% (p/v), dissolvidas em acido acético 1% e mantidas por
20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas quatro vezes com acido acético
1% e secas a temperatura ambiente. Finalmente o corante ligado as proteinas celulares foi
solubilizado com Trizma Base (Sigma®), 10uM e pH 10,5. A leitura espectrofotométrica da
absorbancia foi realizada em 540nm em leitor de microplacas.

Com os valores médios de absorbancia para cada concentragdo de cada amostra, o
crescimento celular, expresso em porcentagem, foi calculado segundo as seguintes formulas:

Se T>T1 — estimulo de crescimento celular

Se T1 > T > TO0 — atividade citostatica: %C = 100 x [(T-T0)/( T1-TO0)]

Se T< TO — atividade citocida: %C = 100 x [(T-T0)/ TO]

Onde:

T = média da absorbancia da célula tratada — absorbancia amostra sem célula

T1 = absorbancia do branco de células.

TO = absorbancia do controle de células na placa TO.

Foram gerados graficos de porcentagem de crescimento em func¢do da concentragdo da
amostra testada, para cada uma das linhagens testadas (software Origin 8.0). Trés concentracdes
efetivas denominadas GI50 (do inglés growth inhibition, concentragdo necessaria para
interromper em 50% o crescimento celular), TGI (do inglés total growth inhibition, concentragao
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necessaria para que ocorra 0% de crescimento celular) e LC50 (do inglés lethal concentration,

concentracdo necessaria para que ocorra 50% de morte).

Ensaios in vivo — analise qualitativa

Foram utilizados 18 ratos adultos machos da linhagem Wistar provenientes do Biotério da
Universidade Estadual de Campinas (Cemib). Os animais foram divididos em 3 grupos (6
animais cada): controle, implantados com cimento MH e implantados com cimento AE. Os
procedimentos utilizados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Aminais (CEUA-
Unicamp) — Processo 2706-1.

Todos os experimentos animais foram realizados no Instituto de Biologia (IB — Unicamp)
no Laboratério de Ultraestrutura Celular da Profa. Dra. Maria Alice da Cruz-Hoéfling, sob
supervisao de sua aluna de mestrado Edilene Siqueira Soares.

Os animais receberam anestesia geral através da administracdo intra-peritonial de cloridrato
de ketamina (85mg/kg) e xilazina (12mg/kg). Apos a tricotomia e assepsia da regido fronto-
parietal, foi realizada uma incisdo mediana, de aproximadamente 20mm, na pele ao longo da
sutura sagital. A musculatura e o periosteo foram rebatidos para a exposicao do osso parietal.

Com o auxilio de uma broca trefina de baixa rotacdo de Smm de diametro, foi criado um
defeito Osseo na calvaria de cada um dos ratos, sob irriga¢do constante de soro fisiologico
0,9%NaCl. O tamanho do defeito de Smm, baseado na literatura, foi calculado para evitar o
fechamento espontdneo do osso parietal, o que garante a confianca das conclusdes acerca da
eficiéncia do reparo da bioceramica (Silva, 2005).

Os segmentos 0sseos foram removidos delicadamente e inseridos os cimentos das amostras
MH e AE nos grupos tratados e solu¢ao tampao de Na,HPO, (veiculo) no grupo controle, sendo
que dois animais permaneceram como controle “sham” (sem cirurgia).

Para o experimento animal, as amostras MH e AE foram previamente esterilizadas por
tratamento com oxido de etileno, realizado pela empresa Acecil®.

Posteriormente, a musculatura e o peridsteo foram reposicionados e a epiderme fixada com

sutura de nylon 4.0.
22



No pos-operatdrio foi administrado Dipirona sddica (200mg/kg) durante 7 dias.

Todos os animais foram monitorados, com alimentacdo ad libitum, até 90 dias apos a
cirurgia.

Apos este periodo, os animais foram sacrificados com dose letal de anestésico: cloridrato de
ketamina e xilazina na propor¢do de 2:1, via intraperitoneal. Foi feita toracotomia e os animais
foram perfundidos através do ventriculo esquerdo com soro fisiologico 0,9%, seguido por
paraformaldeido 4% em 0,1M de tampao fosfato salino (PBS) pH 7,4 para a fixa¢ao dos 6rgaos.
O cérebro, o rim esquerdo e o figado de todos os animais foram imediatamente removidos e pos-
fixados no mesmo fixador overnight.

Os orgaos descritos anteriormente foram escolhidos porque o figado ¢ o maior 6rgao
interno e maior glandula no corpo e situa-se abaixo do diafragma. Participa do processo digestivo
ao produzir a bile para a emulsificacdo de gorduras. Além disso, tem como funcdo a
desintoxicacdo do organismo, entre outras. Os rins sdo Orgdos responsaveis pela filtragao
sanguinea e por remover produtos residuais do metabolismo e transporta-los para o exterior.
Desse modo, a andlise histologica desses Orgdos ¢ de grande importincia para avaliar se o
implante induz reacdo adversa nestes 0rgaos.

O cérebro foi retirado para observar se houve alguma injlria durante a cirurgia.

Depois, todos os 6rgaos foram desidratados em alcool, diafanizados em xilol e incluidos em
parafina (Paraplast®, Sigma Aldrich). Seccdes de Sum de espessura foram cortadas em
microtomo 2035 RM (Reichert S, Leica) e passadas por série de etanol e xilol para
desparafinizagdo. Foram utilizadas coloragdo de: Hematoxilina-Eosina, para diferenciar partes
basofilas de aciddfilas, em que se pode observar os acidos nucléicos e proteinas do citoplasma.

Foram tiradas micrografias das laminas no microscopio Optico (Olympus BXS5I
fotomicroscopio, Japan), com aumento de 40x, para analise da morfologia tecidual, visualizagao
de células do processo inflamatdrio (neutrofilos, macrofagos, linfocitos, etc.), da formacao e
continuidade da capsula fibrosa (avaliada pelo grau de maturacdo e organizagdo tecidual), da

presenca de necrose e de fragmentos de cimento no tecido analisado (Gomes Filho, 2001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Difracao de Raios-X

As analises de raios-X dos reagentes, monetita e carbonato de célcio, apresentaram as fases
quimicas correspondentes esperadas. Consequentemente, o difratograma de raios-X do po de a-
TCP mostrou, igualmente, a fase cristalina correspondente e alto nivel de pureza, assim como as
amostras apOs os processos de moagem (MH e AE), como mostrado na Figura 4.1. Nao
apresentaram picos da fase de B-TCP ou qualquer outro tipo de contaminagdo devido aos
processos de moagem. Foi possivel obter alta pureza da fase de a-TCP em menor temperatura e
tempo de sinterizacdo do que consta na literatura (Almirall et al., 2004, Sanchez de Val et al.,
2012).

A Figura 4.2 apresenta o difratograma dos cimentos obtidos das amostras MH e AE,
observa-se a total precipitagdo e conversao do p6 de a-TCP em hidroxiapatita deficiente em

calcio (CDHA).

Intensidade (cps)

20 25 30 35 40
20 (°)
Figura 4.1 Difratograma das amostras. a — Fase alfa-fosfato tricalcico.
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Figura 4.2 Difratograma dos cimentos das amostras. ¢ - Fase de hidroxiapatita deficiente em
calcio.

4.2 Fluorescéncia de Raios-X

Os reagentes foram analisados quanto aos seus elementos majoritdrios € minoritarios,
principalmente, para verificar a presenca de magnésio, estabilizador da fase do B-TCP e ndo
constatou-se contaminagao por este elemento.

Além disso, a analise de elementos minoritarios (Tabela 4.1) por fluorescéncia de raios-X
do p6 de o-TCP e das amostras MH e AE também confirmaram a auséncia de contaminacao

durante o processo de sinterizacdo e de moagem.

Tabela 4.1 Elementos minoritarios das amostras (% em peso).

Na Si Sr Fe Al Cr
a-TCP 0,03 0,008 0,01 0,008 - -
Amostra MH - - 0,01 0,02 0,05 0,04
Amostra AE - - 0,008 0,02 0,09 0,03
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4.3 Microscopia Eletronica de Varredura

Na Figura 4.3, observa-se a morfologia das particulas de a-TCP apds a sinterizagdo. Os
graos apresentam contorno irregular, grande tamanho de particula e alta porosidade, o que pode
ser explicada pela evolu¢do do CO, durante a reagdo de obtencdo do p6 de a-TCP (Santos,

2002a).

BE8 18

Figura 4.3 Micrografias do p6 de a-TCP.

Ja na Figura 4.4, apés a moagem constatou-se mudanca na morfologia dos graos, bem
como a diminuicdo visivel do tamanho da distribui¢do granulométrica, ou seja, os processos de
moagem foram eficientes. Nota-se ainda que na amostra AE, visivelmente, h4 presenca de maior
quantidade de particulas menores ao se comparar com a amostra MH. Assim, a amostra MH esta
relacionada com uma maior distribui¢do granulométrica que aumenta o volume necessario de
liquido durante a reacdo de pega para a formacao do cimento. E portanto, ndo € possivel utilizar a
mesma relagdo liquido/péd que foi escolhida para a amostra AE.

A Figura 4.5 mostra as superficies de fratura dos cimentos apds o ensaio de resisténcia

mecanica a compressdo, obtidos das amostras MH e AE, em ambos houve precipitagdo em
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hidroxiapatita deficiente em célcio na forma de agulhas e placas, que sdo caracteristicas do
cimento de fosfato de cdlcio baseados no sistema do a-TCP (Santos, 2002a). As micrografias do
cimento da amostra MH apresentam maior quantidade de poros que pode estar relacionado com

sua maior relacdo liquido/pd que influencia em sua porosidade e, consequentemente, na sua

resisténcia mecanica.
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Figura 4.4 Micrografias das amostras MH e AE.
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Figura 4.5 Micrografias dos cimentos obtidos das amostras MH e AE.
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4.4 Distribuicdo Granulométrica

As distribuicdes granulométricas apresentadas nas Figuras 4.6 e 4.7 e quantificadas na
Tabela 4.2 das amostras MH e AE mostram que estas possuem tamanhos de particulas

estatisticamente iguais.

100 in volume / passante

[0°01X] ewesBoysiH

.
1

o4 / (soAnEINWND SaU0lEA ) €D

01 1.0 10.0 100.0 1000.0

x (Didmetros) / um 2500.0

Figura 4.6 Distribui¢do granulométrica da amostra MH.
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Figura 4.7 Distribui¢cdo granulométrica da amostra AE.

Tabela 4.2 Parametros de tamanho de particula das amostras MH e AE.

DA0)pm DGBO0O)pm DO0)pm Tamanho médio (um)
Amostra MH 1,40 6,48 14,66 7,32
Amostra AE 1,44 6,37 13,68 7,03

Contudo, pela analise da area superficial (Tabela 4.3) € possivel constatar que o valor da
amostra AE, que possui menor area superficial especifica pode estar relacionado com uma menor

distribuicdo granulométrica.

Tabela 4.3 Valores da area superficial (m?/g)

Area superficial BET
Amostra MH 1,326 +£ 0,047
Amostra AE 0,633 £0,034

Assim, ao considerar os resultados dado pelas micrografias da Microscopia Eletronica de

Varredura, dos limites de resisténcia mecanica a compressao e da diferenca na relagdo liquido/p6
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utilizada na fabricacdo dos cimentos, em conjunto com a diferenca observada na Tabela 4.3,
provavelmente as duas amostras possuem distribui¢do granulométrica distintas.

Provavelmente, ndo houve a dispersao das particulas do p6 da amostra AE ao realizar a
analise de distribuicdo granulométrica. Com os graos aglomerados, o valor medido do tamanho

nao foi somente de uma Unica particula.

4.5 Ensaio de Resisténcia Mecanica

Outro resultado que demonstra a diferenga entre as amostras MH e AE sao os valores dos
limites de resisténcia a compressao axial, a Tabela 4.4 apresenta as médias e o desvio padrao dos
valores obtidos.

A Figura 4.8 mostra os limites de resisténcia mecéanica a compressao axial dos corpos de
prova de cada amostra e sua analise estatistica comprova que as duas amostras possuem diferenca
significativa quanto a sua resisténcia mecanica (p<0,05). Provavelmente, esta diferenga estad
relacionada com a relagdo liquido/po utilizada para se obter os cimentos de cada amostra. Como
na amostra MH foi utilizada maior volume liquido para a obten¢ao do cimento, provavelmente, o
material possuia uma distribuicdo granulométrica maior. Zhang et al. (2011) mostrou que quando
a relacdo liquido/p6 aumenta, a porosidade também aumenta.

Observa-se que o desvio padrao da amostra AE foi consideravelmente maior que a
amostra MH, isso provavelmente deve-se as diferencas da forma como foi misturado e
manipulado. Lima et al. (2008) mostrou que a resisténcia do material ¢ dependente nao apenas de
sua composi¢dao quimica, mas de sua manipulacdo, da forma de aplicagdo, da temperatura local e
da presenga de outras substancias a ele incluidas. Em relacdo a esta propriedade, a maneira de
preparacgdo dos corpos de prova ¢ um dos fatores mais significativos para ocorrer variacdo no
limite de resisténcia mecanica (Damien e McDermott, 1998).

Com os valores obtidos, € possivel utilizar tais materiais para substituicdo em 0ssos
trabeculares, que possuem limite de resisténcia a compressao menores (cerca de 2 a 12 MPa,

Hench e Wilson 1996) do que das amostras MH e AE, porém ndo ¢ indicado para substituicdo em
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0ssos corticais. Assim, o cimento baseado no sistema de a-TCP pode ser recomendavel para

implantes da regido bucomaxilofacial.

Tabela 4.4 Valores da média e desvio-padrao dos limites de resisténcia.

Amostras  Meédia (MPa)
MH 52,94 +£5,07
AE 70,32 £ 14,91

Boxplot of Tensao (MPa)

90

80 1

70+

60

Tensdo (MPa)
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40-

AE MH
Amostras

Figura 4.8 Boxplot do limite de resisténcia a compressao axial.
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4.6 Teste de Citotoxicidade

No teste de citotoxicidade, o controle positivo, quimioterapico Doxorrubicina, apresentou
efeito antiproliferativo, como esperado (Figura 4.9).

Os resultados dos testes de citotoxicidade das amostras MH e AE estdo apresentados nas
Figuras 4.10 e 4.11, respectivamente, e mostram que nenhuma das amostras causou a reducdo do
crescimento celular em 50%. E obteve valores de IC50% maiores que 250pg/mL, que foi a maior
concentracao avaliada no experimento. Esses valores indicam que o material ndo € citotoxico € €
recomendavel para utilizacao.

Porém, € possivel observar que o material diminui a viabilidade celular, porém isso ocorre,
provavelmente, devido a liberagdo de ions da dissolu¢do do cimento de a-TCP durante o tempo
do ensaio, que modifica o pH do meio celular. Estudo (Gustavsson et al. 2011) mostra que o
CDHA exposto a meio de cultura celular esta sujeito a um equilibrio em que ocorre liberacao e
absor¢ao de ions que esta relacionado a dois parametros: a composicao quimica do meio aquoso e
o tempo de exposi¢cao. Assim, a reatividade i0nica do biomaterial e a resposta celular ao ensaio in
vitro devem estar relacionadas a estes parametros.

Desse modo, um perfil detalhado do equilibrio i6nico que ocorre durante o ensaio in vitro,
medicdo direta do pH e maior tempo de duracdo do ensaio podem dar resultados mais

esclarecedores sobre a resposta celular em relagdao ao material.
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Doxorrubicina
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Figura 4.9 Resultados de Citotoxicidade do Controle Positivo.
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130715 AMOSTRA MH
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Figura 4.10 Resultados de Citotoxicidade da amostra MH.
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130715 AMOSTRA AE
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Figura 4.11 Resultados de Citotoxicidade da amostra AE.

4.7 Histologia

Em todos os experimentos realizados, os rins apresentaram morfologia tecidual e celular
normais, como mostra a Figura 4.12. Os o6rgdos apresentam organizagao unilobar, caracteristica
de ratos. Os corpusculos renais se apresentaram integros, formado pelos glomérulos e a capsula
de Bowman. Os néfrons, unidades de filtragdo e que consistem em corpusculo renal e tibulo
renal longo, ndo apresentaram produtos da biodegradacdo do biomaterial. Além disso, na regido
cortical € possivel observar os tubulos contorcidos proximais com orla em escova e os tubulos
contorcidos distais sem orla em escova. Na regido medular, observa-se os tubulos coletores com

epitélio cubico, por¢des delgadas da alga de Henle e capilares sanguineos (Junqueira e Carneiro,
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2004).

Os figados, igualmente, apresentaram morfologia tecidual e celular caracteristicos,
compativel com a normalidade, como mostra a Figura 4.13. Os hepatdcitos, células funcionais do
lobulo hepatico, se apresentam em placas espessas que limitam os espacos sinusoidais e nao foi
observado presenga de produtos do metabolismo devido a degradacao do biomaterial.

Os cérebros (Figura 4.14) nao sofreram danos ou injurias devido as cirurgias de implante.
Os oOrgaos se apresentaram integros com presenca de células da glia e neurdnios com morfologia

celulares normais.
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Figura 4.12 Histologia dos rins dos animais controle (C), com implante de cimento MH (MH),
com implante de cimento AE (AE). A — regido do cortex renal, B — regido da medula renal.

Aumento de 40x. Coloragao Hematoxilina-Eosina.
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Figura 4.13 Histologia do figado dos animais controle (C), com implante de cimento MH (MH)

e com implante de cimento AE (AE). Aumento de 40x. Coloracdo Hematoxilina-Eosina.
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Figura 4.14 Histologia do cérebro dos animais controle (C), com implante de cimento MH (MH)
e com implante de cimento AE (AE). Aumento de 40x. Coloragao Hematoxilina-Eosina.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

5.1 Conclusoes

Obtivemos p6 de a-TCP de alta pureza e os processos de moagem foram eficientes, pois
houve diminui¢do do tamanho de particula e ndo houve contaminacgao.

Os ensaios biologicos in vitro e in vivo mostraram que o material nao ¢ citotoxico.

Concluimos que o método de obtengdo do cimento de a-TCP a partir da moagem em
moinho de bolas horizontal desse p6 precursor pode ser a melhor op¢ao ao considerar menor
custo e maior facilidade de obtencdo. Mesmo com menor valor de limite de resisténcia mecanica,

este ainda € maior se comparado com 0ssos trabeculares.

5.2 Sugestdes para proximos trabalhos

Algumas sugestoes para proximos trabalhos seriam:

¢ O desenvolvimento de técnica ou equipamento que possibilitasse analise do tamanho de
particula de amostras com graos em escala nanomeétrica.

¢ Ensaios in vitro com maior tempo de duracdo e avaliagdao dos valores de pH e da presenga
de compostos 10nicos ao longo do tempo de ensaio.

¢ Elaboracdo e padronizacao de protocolo referente a descalcificagdo do tecido dsseo.

¢ Ensaios in vivo com maior tempo de duracdo para avaliar total degradagdo do biomaterial
e a extensao da ossificagao secundaria.

e Elaboracdo e padroniza¢do de metodologia de fabricagdo de cimentos com intuito de

diminuir ao maximo a diferenca de valores referentes a resisténcia mecanica.
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