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Kesumo 1

Fosfatos de cdlcio: porosidade, cristalinidade, potencial de interface e

comportamento in vive

Elizabete Yoshie Kawachi
Orientador: Prof. Dr. Celso Aparecido Bertran

Co-orientador: Prof.Dr. Laure Tatsuec Kubota

Palavras-chave. cermicas, biocompatibilidade, potencial de interface

As ceramicas de fosfato de célcio 1ém side amplamente investigadas para
substituicdo 0ssea devido a semelhanga destes compostos com a fase mineral de
0ssos e denies. Dentro deste contexto, foram estudadas a hidroxiapatita (HA), o
fosfato de caicio {TCP) e o pirofosfato de caicio (CPP). As anélises por difracéo
de raios X e especiroscopia de infravermelho revelaram a incorporacéo de ions
HPQ,” e CO,” durante a sintese de HA, o que levou & formacdo de uma mistura
de HA, TCP e provaveimente CaC durante o processo de sinterizacdo. A andlise
de TCP por difrag&o de raios X apresentou uma mistura de 3-TCP e B-CPP em
sua estrutura cristaling, proporcionandoc a diminuicdo de sua solubilidade,
enquanto que CPP apresentou-se apenas na fase j.

O comportamento dos materiais in vitro foi avaliado utilizando-se eletrodos
construidos com os fosfatos de calcio. O potencial elétrico relative desenvolvido
na interface entre os eletrodos e a solugdo que simula o fluido bioidgico foi
medido a diferentes valores de pH e ao longo do tempo. A HA e o TCP

apresentaram uma velocidade crescente para alcancar o estado de equilibrio de
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Resumo z

potencial de interface para valores de pH decrescentes e & temperatura
ambiente. Para as delerminagbes em temperatura fisioldégica (37 °C) a cinética
mostrou-se ainda mais répida. O CPP ndo apresentou variacéo de potencial de
interface em fung&o do tempo em todos os valores de pH na faixa estudada.

O comportamento /n vivo de corpos ceramicos de HA implantados em
fémur de ratos revelou uma boa biocompatibilidade, apresentando um processo
de regeneragao semethante ac natural, sem presenca de reacdo inflamatéria ne
pericdo avaliado. As folos de cortes histoldgicos revelaram que os corpos densos
permitiram apenas o crescimento de fibras em seus microporos (< 1 um),
enguanto gue 08 COrpos porosos permitiram o crescimento de tecido 6sseo & de

sistema vascular atraves de seus macroporos {20 a 100 um).




Abstract 3

Calcium phosphates: porosity, crystallinity, interface potential and in

vivo behaviour

Elizabete Yoshie Kawachi
Supervisors: Prof. Dr. Celso Aparecido Bertran

Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota

Key words: ceramics, biocompatibility, interface potential

Calcium phosphate ceramics have been widely investigated as bone
substitutes because of their affinity to bone and teeth mineral phase. In this
context, three calcium phosphate ceramics were synthesized and studied:
hydroxyapatite (HA), tricalcium phosphate (TCP) and calcium pyrophosphate
(CPP). All the materials were analysed by X-ray diffractometry and infrared
spectroscopy. Synthesis of HA incorporated HPQO,® and CO;” ions, resulting in
the formation of B-TCP and probably Ca0 during the sinterization process. The
synihesis of TCP formed B-TCP and also B-CPP in a small amount, while CPP
showed this compound only in § form.

The in vifro behaviour of the materials was tested by the electrodes
construction using the calcium phosphate ceramics. The relative sleciric potential
of the interface between these electrodes and a simulated body fluid was
measured along the time, in different pH solutions and temperature. HA and TCP
showed an increasing rate to reach the equilibrium state of the interface potential

as the pH solutions were decreased at ambient temperature, At body temperature
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(37 °C), the kinetic was much faster. CPP did not show interface potential change
during the measurement time neither in the investigated pH nor in the temperature
range.

The HA ceramic bodies in vivo behaviour implanted in rat femur has
showed a good biocompatibility, showing a regeneration process similar to the
natural ones, without the presence of inflammatory cells. Micrographies of the
implanted region have showed that dense bodies enabled the growth of oniy
fibrous tissue in their micropores {< 1 um), but bone tissue has surrounded them.

Porous bodies have enabled the growth of bone fissue and vascular systems

through their macropores (20 to 100 um).
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas decadas, tem sido freqlente a formacgao de grupos de pessoas
rotuladas de “geracfc saude”. Estes grupos tém como caracteristicas a
preccupac@o com a alimentagdo natural e com a manutencéo de uma boa forma
fisica. Estas atitudes, associadas ao desenvolvimento da tecnologia em prol da
gualidade de vida, tém resultado em um periodo de vida prolongado para uma
parcela significativa da populagéo.

Com iss0, problemas geriatricos relacionados a degeneracéo de 0rgaos &
tecidos &, em particular, a degeneracdc do esqueleio levando a disfuncdo dos
0ssos, dentes e juntas, 1¥&m sido associados ao aumento da expectativa de vida
dos individuos, resuliando em um interesse crescente por maieriais e proteses
gue possam substituir com sucessc as partes afetadas.

A restauracao de ossos fraturados efou a substituicho de partes doentes
do esqueleto dos seres humanos, também tém conduzido pesquisadores atraves
de trilhas que resultem na diminuicdc do sofrimento das pessoas. A técnica do
auto enxerto, utilizando material proveniente do corpo do proprio paciente, tem
sido utilizada com esta finalidade desde © século passado, no entanto a
necessidade de cirurgias adicionais para a obtengdo do material aumenta
significativamente o risco inerente a esta técnica. Alem disso, ha a dificuldade em
se obter grandes gquantidades de ossc guando se frata, por sxemplo, da

substituicao de grandes tumores™
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No inicio deste século, metais comecaram a ser usados na substituigdo de
ossos, mas fol a partir da metade do sécuio que ocorreu um grande
desenvolvimento no campo de implantes médicos & odontoldgicos, resultando em
materiais denominados de Dbiomateriais®, especialmente destinados 2
restauracdc ou reconstrucéo de partes ou fungbes do corpo, de maneira segura,
confiavel, econdmica e fisiclogicamente aceitavel.

A imporiancia dos biomateriais no mundo pode ser estimada através dos
numeros apresentados pelos Estados Unidos, um dos paises lideres nesta area.
Estima-se que em 1896, 11 milhdes de americanos portavam algum tipo de
implante médico™.

O estagio de desenvolvimento dos implantes modernos pode ser avaliado
pelo elevado percentual de sucesso aicancado nestas intervencbes. Sabe-se
que, na maioria dos casos, 08 implantes tém alcangadc os resultados esperados
para os quais eles foram designados, dado que vem atestar a importancia dos
biomateriais, no sentido de salvar e melhorar a qualidade de vida das pesscas,
além de representar um mercado com grande participacdo econdmica.

Um dos fatores que determina o sucesso de um implante é a estabilidade
da interface tecido vivo/implante por um longo periodo de tempo®. No entanto, os
mecanismos gue regem a interagdc dinémica entre substancias vivas e ndo vivas
presentes nessa interface ainda representam um campo obscuro que necessita
ser desvendado para que a vida Util dos biomateriais possa ser prolongada.

O avanco na édrea dos biomateriais depende fundamentalmente do
desenvolvimento técnico e cientifico de varios campos do conhecimento humano,

i@ que se trata de uma édrea mullidisciplinar. Neste sentido, a coniribuicdo de
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profissionais da area guimica pode representar um passo significative néo sb
para a caracterizagéo quimica e morfoldgica dos biomateriais, mas também para
o entendimento do que ocorre na interface dos materiais implantados em meio

bioldgico.

1.1. Classificac8o dos biomateriais para implantes 6sseos e a relagdo com o

tipo de resposta desenvolvida em meio fisiologico

Entre os diversos biomateriais utilizados podemos encontrar alguns tipos
de metais, ceramicas, polimeros, plastico, compésitos, vidros & ceramicas

vitreas®¥

Cada um deles apresenta caracteristicas proprias gue os fornam
adequados para o uso em determinadas regides do corpo.

De acordo com a resposta desenvolvida na interface tecido vivo/implante,
os biomateriais utilizados para implantes dsseos s3o classificados em quatrc
tipos principais®®

e Tipo 1. material densoc (microporoso), quase inerte;

e Tipo 2! material poroso (macroporoso), quase inerte;

s Tipo 3: material denso (microporoso), superficie reativa;

» Tipo 4. material reabsorvivel.

Duas observagbes devem ser feitas com relacdo aos termos utilizados
nesta ciassificagéo. Primeiro, muitos autores consideram em seus trabalhos o
termo biomateriais “inertes” ou “biotolerados” para definir materiais ndo téxicos

que nac se integram ao tecido hodspede. No entanto, tode material, quando

implantado, induz uma ceria resposia dos tecidos vivos, mesmo gue seja no
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sentido de isolar o material. Segundo, na drea dos biomateriais, a porosidade do
material significa dimensdes de poros muito maiores gue aquelas consideradas
normaimenie entre os quimicos. Segundc DUBININ, materiais macroporosos no
contexto guimico sdo agueles que apresentam poros da ordem de 0,1 pm™. No
entanto, para gue um biomaterial seja consideradc macroporose ele deve
apresentar poros da ordem do diadmetro Harvesiano (50 a 250 um)® ou, segundo
alguns autores, poros maiores que 100 um®.

Assim, materiais microporoscs guase inertes do Tipo 1 s&c aqueles gue
provocam a formacdo de uma capsula fibrosa de espessura que varia de acordo
com o material implantado e que separa o material do tecido 6sseo hdspede.
Esta cdpsuia, apesar de ser adjacente ao tecido, ndo é ligada quimica ou
biotogicamente ac implante, © que resulia no movimenio da interface
tecido/biomaterial quando sob stress, limitande a vida Util de muitos materiais.
Exemplos deste tipo de material s80 cerimicas de alumina densa, borracha de
silicone, aco inoxidavel?.

Os materiais quase inertes e de grande &rea superficial (Tipo 2) permitem
o crescimento de tecido 0ssec através de seus poros, resultande em uma ligacdo
mecanica, que aumenta a resisténcia do implante devido a0 grande
entrelacamento que ocorre. Exemplos s8c ceramicas porosas de alumina, metal
revestido com hidroxiapatita, ceramicas porosas de hidroxiapatita®,

Os materiais bioativos do Tipo 3 s@o agueles que induzem uma reacado
biologica, resultando na formagao de 0ss0 entre o tecido e o implante através de

uma ligacdo guimica, ao contrario do gue fazem os biomateriais do Tipo 1 e 2.

Exemplos s&o biovidros, ceramicas vitreas bioativas™®
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Introducio 9

Os materiais reabsorviveis do Tipo 4 s3o desenvolvidos para serem
repostos por tecidoe em regeneracdc ao mesmo tempo em que eliminam a
interface original. Exemplos s80 suifato de célcio, fosfato de célcio.

Provaveimente, um dos primeircs materials sistematicamente investigados
para usc em implanies foi o sulfato de calcio (gessc), CaS0,1/2H.0,
primeiramente reportade em 1894 por Dressman™. Este material & reabsorvivel
{Tipo 4) e n&o causa rejeicdo, no entanto, devide a sua baixa resisténcia
mecénica, ele e faciimente fragmentado sendo rapidamente degradado. Por
esses motivos, este material ndo tem recebido muita aplicacdo clinica nos dias de
noje.

Entre as bioceramicas, a primeira a ser usada clinicamente de forma ampla
foi a alumina densa (¢-ALO,)". Devido a sua boa biocompatibilidade e aita
resisténcia mecanica, este material & melhor designado para uso como prétese
ortopédica em regides que requeiram sustentacdo de peso ou em implantes
dentarios.

Sistemas compostos por fosfatos de calcio também t&m sido objeto de
intensa investigacao, ja que é a partir destas substancias que sdo derivados o0s
minerais dos 0ssos e dentes. O uso de ceramicas de fosfato de calcio para
aplicagbes medicas e odontolbgicas tem sido relatado de forma crescente a partir

da década de 70%,

* Dreesman, em 1894, reportou o uso de Ca(S0,).1/2H,0 para oreencher defeiios em 0ss0s.
Segundo o autor, 0 material foi pronfamente reabsorvido e reposio por 0830 novo. Em Ubber
Knochenplombierung, Beffr. Kiin. Chir., v. 3, p. 804, 1894,
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Infroducio 10

1.2. Fase mineral do osso

A fase mineral dos 0ssos possul duas funcdes: concede estabilidade
estrutural ao esqueleto e funciona como uma regido de estoque de ions calcio,
fosfato, sddio, magnésio, carbonato e outros. Neste sentido, a fase mineral
funciona como um reservatdric que fornece estes fons ao fluide bioldgico e
também como um depésito desintoxicante que armazena ions indesejaveis aos
fluidos do corpo (exemplo: chumbo, estréncic etc), mantendo os niveis bioldgicos
necessarios™.

Esta fase mineral do ossc € composta por uma variedade de sais, ndo
possuindo uma composicdo definida, visto que os osses so tecidos que esto
em constante renovacao. SeLs principal componente cristalino € a hidroxiapatita,
Cawn(PO4)e{OH)., que constitui cerca de 23% em massa dos 0ssos e 90% do
esmalte dental. Além da hidroxiapatita, outros fosfatos de célcio também estio
presentes durante as diferentes etapas do desenvolvimento ésseo, como por
exemplo, o fosfato de octacaicio [CagHa(P0s)s.5H,0], a monetita (CaHPO,), a
brushita (CaHPQO.,2H0) e fosfato de calcio amorfo, uma substéncia com
composicdo mal definida, que provavelmente apresenta uma férmula gque se
aproxima de fosfato de calcio [Cas(PQ4),] e de pirofosfato de célcio (Ca,P,0;).

A hidroxiapatita que compSe o esmalte dental é a apatita®™ mais cristalina
produzida por organismos vives, mas mesmo ela apresenta baixo grau de

cristalinidade. Isto porque uma variedade de sais com estrutura semslhante a de

hidroxiapatita pode ser encontrada, devido & troca de ions OH da hidroxiapatita

* Apatita apresenta formula geral (Ca, Z)10(PQs, Y)e(OH, X)., onde Z=Mg®*, 57", Ba®": Y=HPO,Z,
CO~: X=Cf, F. No entanio, esta & uma definicio de estrutura, podendo apresentar varias
composigbes. As apatitas perlencem a0 sisiema hexagonal, grupo P8y/m.
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por F-ou CI', resultandc em fluorapatita e cloroapatita, & troca de Ca°** por outros
ions divalentes com diametro maior que 0,97 A e & iroca de fosfato por
carbonatos e sulfatos®,

Hidroxiapatita na sua forma estequiomstrica apresenta 39,8% em peso de
Ca, 18,5% de P & 3,38% de OH. O mineral de tecidos duros contém ndo so estes
compostos como também apresenta tracos de CC,”. NELSON (1981) apud
NORDSTROM!, determinou que hidroxiapatita apresentando sitios de fosfato
substituidos por carbonatos sdc biologicamente mais reativas gue © mesmo
composto estequiometrico. Isto talvez explique a razdo pela qual os ossos
naturais sejam constituidos por hidroxiapatita contendo carbonatos ao invés de
serem constituidos apenas pelo composto estequiométrico.

Tendo-se em vista que a fase mineral dos ossos € constituida por fosfatos
de calcio, principaimente por hidroxiapatita, grande atencao tem sido dispensada
na utilizagdo de fosfatos de calcio como materiais para implantes em tecidos
compacios. Acredita-se que a liberacéo de ions calcio por estes implantes possa
estimular a osteogénese, isto e, a capacidade de formar osso. No entanto, este
resultado ainda ndo foi comprovado, apesar da possibilidade de se encontrar
trabalhos que afirmem o coniréario, equivocados provavelmente devido a superior
biocompatibilidade dos fosfatos de célcio em relagdo a cutros materiais' "

Além da presenca na fase mineral dos o0ssos, varios outros fosfatos de
calcio também ocorrem em calcificagdes normais e patolégicas, o que tém
despertado um interesse significativo no uso destes compostos como materiais

de partida para obtencdoc de biomateriais. A Tabela 1.1 relaciona os fosfatos de

calcio e suas ocorréncias no sistema bioldgico.
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Tabela 1.1. Ocorréncias de fosfatos de célcio em sistemas bioldgicos™

Fosfato de calcio Formula guimica Ocorréncias
Apatita (Ca, Z)1o{P0y, Y)e{OH, esmalte, denting, osso,
X calculo dentario, pedras,
(Z = Mg™, s Ba™ calcuio urindrig,
Y = HPO,Z, COs™ calcificagio de tecido
AX=CIF) moie
Fosfato de octacalcio CagH(PO4)6.5H0 calculos dentario e
(OCP}Y urinario
Monchidrogeno fosfato de CaHPO,4.2H0 caicuio dentario, 0ssos
calcio dihidratado (DCPD) decompostos
Fosfato de calcio (TCP) Cay(POu)2 célculos dentario e
urinario, pedras
salivares, céries
dentarias, calcificacdo de
tecido mole
Pircfosfato de calcio Ca,P,07.2H,0 depasitcs de pseudo-
dihidratado (CPPD) gotas em fluidos

1.3. Cerédmicas de fosfato de calcio

Em geral, as ceramicas de fosfato de calcio apresentam auséncia de
toxicidade local ou sistémica, auséncia de resposta a corpc estranho ou
inflamatéria e aparente habilidade em se ligar ac tecido hdspede. Estas
caracteristicas positivas podem ser explicadas pela natureza guimica destes
materiais, ou seja, por serem formados basicamente por ions célcio e fosfato, os
guais participam do equilibrio idnico entre o fluido bioldgico e a ceramica.

Uma forma conveniente de classificar os varios fosfatos de caicio é pela
sug razdo molar Ca/P. Varios fosfatos de calcio que possuem esta razdo variando
de 0,5 a 2,0 podem ser sintetizados pela precipitagdo a partir de solugtes

contendo fons cdicio e fosfato, sob condicdes alcalinas ou acidas'™. Estas
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ceramicas sac biccompativeis e osteocondutoras {isto &, elas indicam ¢ caminho
para o crescimento 6sseo, fazendo com que isic ocorra sobre a superficie e
através dos poros do material).

Entre as ceramicas de fosfato de calcio, a hidroxiapatita com razéo CalP
igual a 1,67 para o composto estequiométrico, € sem duvida, a mais estudada

para finalidades clinicas!*"

. por ser o principal componente presente na fase
mineral dos 03%0s. No entanio, o uso clinico de ceramicas de hidroxiapatiia pode
ser limitado por sua lenta biodegradacac™. Estudos por longos periodos de
tempo tém mostrado que a hidroxiapatita comega a ser reabsorvida graduaimente
apenas apds 4 ou 5 anos de implante!™. A reabsorcdo é uma caracteristica
desejada para um biomaterial em aiguns tipos de implantes, de modo que ele
possa ser degradado lentamente, enquantc é reposto por osse em formacéo,
gvitando a presenca de material estranho ao organismo durante longos pericdos
de tempo.

A principio, todas as biocerémicas de fosfato de calcio degradam, em
diferentes niveis, segundo & ordem CaHPQO,2H.,O0 > CaHPO, >
CagHa(PO4)s.5H0 > Cas{POs4): > Cayo(PO4)s(OH),. Esta reabsorcfo é causada
por dissolugéo fisico-quimica, que depende do produto de solubilidade do
material e do pH local no meio fisioldgico por desintegracéo fisica em particulas
menores € por fatores bioldgicos, como a fagocitose, os leucdcilos e os
mediadores quimicos que causam a reducdo do pH local. A velocidade de

reabsorcdo pode aumentiar com o aumento da drea superficial (pé > sélido

poroso > solido densoj, com o decreéscimo da cristalinidade, com a diminuicdo do
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tamanho dos gréos e, no caso da hidroxiapatita, por substituicéo de C0Os* nos
sitios de fosfato e por Mg™, S nos sitios de calcio®

Um dos materiais reabsorviveis mais estudados & o fosfato de calcio®'®%"
¥l gue apresenta razéo CalP 1,5, e & tido como um material biodegradave! e
biocompativel, sendo parciaimente reabsorvide enire 8 e 15 semanas apds ©
implante, dependendo da porosidade®.

Uma grande limitac@o para o uso de implantes compostos por fosfatos de
calcio reside na natureza ceramica destes materiais, 0 que faz com gue eles

apresentem baixa resisténcia mecanica, limitando ¢ seu emprego a regides de

baixo impacto.

1.4. Obtencaoc de pds ceramicos

A confecgdo de corpos ceramicos geralmente é feita a partir do material na
forma de pé que & sinterizado a altas temperaturas. Os pés ceramicos podem ser
obtidos por via seca ou umida.

Os processos por via seca (spray-drying, técnica hidrotérmica) resuitam
em pos ceramicos muito finos e homogéneos. Porém, estes métodos geraimente
ndo permitem a oblengdo de materiais com composigic estequiométrica bem
definida, além do dificil controle das condictes de sintese®.

Os processos por via umida envolvem a preparacdo de uma solucdo
homogénea de sais contendo um dos ions de interesse e a sua mistura com um
agenie precipitante, geralmente uma solugdo contendo o outro fon de interesse,

de modo a se exceder o produto de solubilidade de algumas espécies quimicas

H
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resultando em um precipifado gue £ separado da solugdo por filtragdo. Este
precipitado pode ser o pd ceramico desejado ou um intermediario que, apods
receber tratamento térmico, sera convertido ao produtc esperado®.

0Os métodos de sintese por via umida geraimente resultam em particulas
aglomeradas, devido & tensdo superficial da agua. Estes aglomerados sio
apontados come 0s principais responsaveis pelos defeitos estruturais e de
empacotamentc gue ocorrem nos corpos cerdmicos. No entanto, a técnica é
simples, apresentando bom rendimento & baixo custo.

Alguns metodos de sintese t&m sido desenvolvides substituindo o soivente

agua por outro menos polar, de modo a diminuir a tensac superficial e evitar a

aglomeracéo das particulas™ .

4.5. Ceramicas densas e porosas

Existem varios processos para confecc@o de implantes ceramicos, sejam
eles densos ou porosos. implantes densos podem ser obtidos por compactacdo
do po ceramico a altas pressdes e posterior sinterizacdo; por compactacao do pé
sob press&o e aquecimento simultaneos ou por moldagem do pd umido e
posterior sinterizacio.

implantes porosos podem ser confeccionados misturando particulas de
naftaleno de tamanho apropriado (ou um polimero ou substancia organica que
possa ser eliminada posteriormente) ac pé cer@mico e posteriormente
removendo-0s; umedecendo o material em pd com perdxido de hidrogénio e

decompondo-0 para liberar oxigénic gasoso ou pela troca hidrotérmica do
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carbonato de calcio de corais marinhos por fosfalo de calcio, o que resulia em
“réplicas” de corais' .

Este dliimo método tem sido muitlo empregado pois resulia em cerdmicas
que apresentam macroporos com tamanhos e formas uniformes. Com relagéo ao
tamanho dos poros, HULBERT, em 1870, demonstrou gue poros acima de
100 um favorecem o crescimento de 0sso através do material®®. Este tamanho de
poros que define a porosidade otima das cerdmicas se deve & necessidade de
fornecer um suprimento sanguineo ao tecido conectiveo em crescimento, em
outras palavras, em poros menores que 100 um ndo hz espaco suficiente para
gue se desenvolva um sistema vascular. Quando o tamanho dos poros &€
adequado, © crescimenic 0ssec no seu interior pode seguir 0 mesmo padrac
maorfolégico, cronoldgico e metabdlico da recuperacdo normal de uma fratura.
Assim, o tamanho dos poros € um fator que exerce influéncia significativa no tipo
de resposta do tecido em uma interface com uma superficie porosa.

Apesar da grande vantagem apresentada pelas ceramicas porosas em
permitir a invasdo dos poros pelos tecidos em formacao - fator que ndo ocorre
em ceramicas densas — esta ndoc é a uUnica caracteristica que deve ser
considerada quando se pensa em material para implante. O principal fator que
deve ser considerado € o local onde o material sera implantado. Se a regido
solicitar resisténcia a pressdo, um material porcso ndc é ¢ mais recomendado
devido a sua baixa resisténcia mecanica, associada a sua grande érea
superficial. Em regiGes de baixo impacto, a resisténcia mecanica apresentada
pelas ceramicas porosas quando iscladas € compensada pelo grande

entrelagamento que se desenvolve no matenal implantado, quando © 0850 cresce
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através de seus poros, aumentando assim a resisténcia mecanica do implante
poroso. Por isso, estudos bioldgicos e, se possivel, laboratoriais, devem ser
reglizados para definir © uso de um biomaterial adeguado com a forma
apropriada para uso em diferentes regides do corpo.

Neste trabalhc foram estudados irés fosfatos de calcio: hidroxiapatita (HA),
B-fosfato de célcio (TCPY" e B-pirofosfato de caicio (CPP). Estes compostos foram
escolhidos por apresentarem propriedades quimicas diferentes, em especial a
solubilidade, caracteristica principal que determina a biodegradacdo. CPP & um
dos fosfatos de calcio mais inertes, sendo praticamente insolivel, HA & ©
componente principal da fase mineral dos ossos, ndo sendo total & rapidamente
reabsorvivel; TCP é o mais sol(vel e reabsorvivel entre eles *°.

Todos os materiais foram obtidos inicialmente na forma de pd, ulilizando
métodos por via umida (meétodos simples, de baixo custo, com bom rendimento &
gue resultam em produtos secundarios de facil descarte). Posteriormente, alguns
foram moldados na forma de corpos densos elou porosos, obtendo-se desta
forma materiais com diferentes dreas superficiais. Cada um dos materiais foi
devidamente caracterizado segundo sua composicéo quimica, porosidade e 2
resposta desenvolvida em uma solug&o que simula o fluido bioldgico.

Estudos histolégicos foram realizados apenas com HA com a colaboragao
do Departamento de Anatomia do instituto de Biologia da Unicamp. Devido & faita
de pessoal para trabalhar com os outros materiais, a falta de espago para manter

os animais de trabalho no biotério e & dificuidade em se obter corpos ceramicos

* Fosfato de calcio. Adotou-se a nomenclatura simples para designar o composto Cas(POy),. de
acordo com The Merck index de 1896, No entanio, este composto também € conhecido como
fosfato tricdlcico ou, na designaglc universal inglesa, tricalcium phosphate, tendo simbolo
convencional TCP.
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de TCP, este material e CPP ndo foram estudados hisiologicamente neste
trabatho. TCP n&o foi moldado na forma de corpo ceramico para ndo submeté-lo
a sinterizacio, svitando sua transformacao a «-TCP ou 2 CPP e impossibiiitando

seu manuseio & uso para os estudos histolégicos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1, Sintese dos fosfatos de calcio

2.1.4. Sintese de HA, método 1 (HA-1)P
HA-1 fol sintetizada por precipitacdo a partir de uma suspensac de

hidréxido de calcio e uma soluglo de acido fosforico, segundo a reacio:

10Ca{0OH), + 8HsPOy —  Cayp(PO4)s(OH), + 18H,0 Equacgdo 2.1

Em um béquer, foi adicionada uma solucdo de H:PO, 0,3 mol/l. a uma
suspensdo contende 0,5 mol de Ca{OH), disperso em um litro de &gua, a uma
velocidade de aproximadamente 7 mbL/min, sob agitac&do magnética e temperatura
reacional de 80 °C. O pH da reagado foi mantidc em torne de 8 com adicado de
NH,OH. Terminada a adicdo, a suspensao foi mantida sob agitagéo a 60 °C por
um dia. O precipitado formado foi filtrado, lavado com agua destilada e seco em

estufa a 60 °C. O material foi triturado, resultando em um pé fino.

2.1.2. Sintese de HA, método 2 (HA-2)!™
HA-2 fol obtida através da reaco de precipitagdo a partir de uma solugéo

de NaHPO4.2H,0 1,0 mol/l, adicionada lentamente a uma solugdo de
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CaCl.2H, 0O 0,6 mol/L, a uma velocidade de aproximadamente 0.4 mlimin. A

precipitac&o de HA ocorre segundo o descrito pela Equac8o 2.2

BNaHPO, 2H,0 + 10CaCh, 2H,0 — Equagdo 2.2
——s  Caie(POL)s(OH), + 12NaCl + 30H,0 + 8HC!

A reacdo {ol realizada em um baléc de trés bocas e conduzida a 50 °C sob
agitacdo magnetica, tendo mantido o pH entre 6,2 e 6,8 com adigdo de NH,OH. O
precipitado resuitante foi filtrade a vacuo, lavado com agua destilada e seco em

estufa a 90 °C.

2.1.3. Sintese de TCP!'™
O TCP foi obtido através da calcinacdo de uma mistura de dois materiais
solides: HA-Z e monohidrogeno fosfato de caicio dihidratado (DCP,

CaHP0..2H,0), segundo a reagéo:

Cﬁm(POq)g(OH)z + 2CaHP0,.2H.0 ——r 48@3(?04)2 + 8H.O Equagéo 2.3

DCP foi obtido através de uma sintese semelhante a4 de HA-2 (Sesséo
2.1.2), diferindo apenas na velocidade de adicdo da solugdo de Na,HPO,, que foi
vertida completamente em menos de um minuto, sobre a sclucéo de CaCl,.

Os sdlidos de HA-2 e DCP na forma de pd foram misturados em uma
proporgdc de 1:2 mol respectivamente, tfriturados e suspensos em agua para
possibilitar o contato entre os dois materiais. Esta suspensdo foi aguecida a
50 °C até toda agua evaporar. O material seco resultante foi calcinado a 700 °C

por 3 horas.
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2.1.4. Sintese de CPPY"

CPP foi sintetizado em dois passos, segundo as reacdes:

mo
Na,HPQ, 7H,0 + CaCl, >  CaHPO, + 2NaCl + 7H,0 Equacao 2.4
2CaHPO, = Ca,P,0; + H0 Equacso 2.5

Foram preparadas duas solucdes: uma comtendo monchidrogeno fosfato
de sbdio, Na;HPO,.7H:0, 0,5C mol/L. e dihidrogeno fosfato de potassio, KH,PQ,,
0,04 mol/lL e oulra de CaCl, 0,50 mol/l.. As duas solugbes foram aquecidas a
80 °C e adicionadas lentamente e a mesma velocidade (aproximadamente
5 ml/min) a uma terceira solug&o de KH,PO, 0,15 mol/L acuecida a 80 °C. Para
controlar o pH do meic reacional, foram adicionadas trés gotas de vermelho de
metila a cada uma das trés solucdes (pH de viragem: 4,4 - 82)% e o meio
reacional foi mantido acido com adicdo de KH,P0O, Terminada a reacdo, a
solugo foi filtrada & vacuo, o precipitado foi lavado com trés porcdes de 250 mL
de acido fosforico com pH 2 e depois com 250 mL de etanol absoluto. O material
resultante foi o monochidrogeno fosfato de calcio (HCP), o mesmo composto
(DCP), porém n&o hidratado, obtido em uma das etapas da obtencéo de TCP.

G material foi seco em estufa a 80 °C e sinterizado em mufla a 1000 °C por

3,5 horas.

2.2. Confecc¢ao de corpos ceramicos densos

Os corpos ceramicos densos foram confeccionados apenas para HA-1 e

CPP. Para TCP néo foram feitos corpos cer@micos para evitar sua exposicio &
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alias temperaturas, o que poderia levar a transformacao do material em o-TCP ou
CPP.

Os corpos densos foram preparados por prensagem, umedecendo o
material @em po com uma solugdo de alcool polivinilico 0,2 % {massalvolume),
cbtendo-se uma pasta meldavel. Esse material moldéve! foi colocado dentro de
um cilindro de vidro de 3,0 mm de diagmetro interno, fol compactado com auxilio
de um pequenc tubc de vidrc de diametro igual ao do cilindro, formando um
bastdo de aproximadamente 1 cm de altura, que foi entdo extrudado. O bastdo
assim confeccionado foi seco em estufa a 80 °C por um periodo minimo de uma

hora e sinterizado a 1000 °C por 3 horas.

2.3. Confecgac de corpos ceramicos porosos

Apenas para HA-1 foram confeccionados corpos ceraimicos porosos, ja que
os testes histoldgicos sé foram realizados com este material.

O principio adotado para a elaboragiio dos corpos porosos foi misturar a
pasta de HA e alcool polivinilico 2 um material polimérico ou que formasse uma
quantidade significativa de gases ao ser decompostc por aguecimento a
temperaturas da ordem de 500 °C. Foram feitas varias tentativas para obter
corpos cilindricos de 3,0 mm de diametro gue apresentassem poros
suficientemente grandes para permitir a vascularizacdo e o crescimento de
celulas 6sseas. Os metodos desenvolvidos foram:

a) mistura de HA-1 e 10 % em massa de pd de acrilico. Umedecer a mistura com

solugdo de alcool polivinilico 0,2% massafvolume (PVA). O acrilico em pé ol
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obtido dissolvendo acrilico em acetona, vertendo sobre dgua para reprecipitar,
fittrando e triturando o material seco:
b) umedscer HA-1 com solucdo de PVA e misturar com algodao hidréfilg;
¢} suspender HA-1 em uma solucao de PVA e saturar um pedaco de esponia de
poliuretano com esta suspenséo,
dy molhar HA-1 com uma solucdo de PVA saturada com acucar refinado
comercial (sacarose);
g) misiura de HA-1 e sacarose em uma proporgao de 50 % em massa e molhada
com sclucdo de PVA;
f} mistura de 50 % em massa de HA-1 e sacarose molhada com solucdo de PVA
saturada com sacarose;
g) mistura do resultado obtido na tentativa (f) levemente desagregado e separado
granulometricamente em peneira de 0,053 mm com 25 % em massa de sacarose,
molhada com solugido de PVA.

Os materiais de todas as tentativas foram prensados em cilindro de vidro,
da mesma forma como foram feitos os corpos densos. Os bastdes foram secos a

60 °C por um periodo minimo de 1 hora e sinterizados a 1000 °C por 5 horas.

2.4. Caracterizacao dos materiais

2.4.1. Difracdo de raios X
O metodo mais conveniente e répido para identificacio de fases cristalinas
de solidos € a difratometria de raios X O difratograma padrdc de uma rede

cristalina ¢ caracteristico da substancia estudada & a posicdo das linhas de
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difracéo @ independente da presenca de outras fases na amostra, A técnicando é
destrutiva € apenas peguenas quantidades da amostra em pd sdo suficientes
para a identificagio da fase cristalina presente.

O difratograma de raios X fornece o angulo entre os raios de incidéncia e o
difratado na amosira (20} versus a intensidade relativa. Através da egquacao de

Brago,

2d send = ni Equacdc 2.6

onde A € 0 comprimento de onda da radiacdo ulilizada, é possivel determinar o
espacamento d (A) entre os planos atdmicos da rede cristalina®™.

A identificacdo dos materiais fol feita em difratdmetro de Raios X
Shimadzu, modelo XD-3A, com radiagdo CuKo (A = 0,5418 A), 35 kV, 25 mA e
2 °/min e utilizando como referéncia primdria para a identificacdo das fases
cristalinas as fichas de difragdo JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction

Standards)™?.

2.4.2. Espectroscopia na regido do infravermelho

Espectros na regi&o do infravermelho sio gerados pelos diferentes modos
de vibrag&o dos grupos funcionais de um composto. Estas vibracdes ocorrem em
freqléncias quantizadas e quando luz infravermelha de mesma fregiidncia incide
sobre a molécula, ocorre a absorg@o da energia que € convertida em energia de
vibragéo e aumentando a amplitude destas vibracGes. Assim, os espectros sdo
obtides medindo-se a intensidade relativa da luz transmitida {ou absorvida) em

funcdo do numero de onda da radiacac™!
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Como a espectroscopia na regiao do infravermelho € uma técnica baseada
nos modos de vibracZo de grupos funcionais em amostras, esta técnica foi
utilizada para verificar a presenca de grupos funcionais estranhos a
hidroxiapatita, como a incorporac@o dos grupes COs ou HPO.®, que aparecem
como defeltos em sua rede cristalina e que nfo sao identificaveis pelo método de
difracéo de raios X.

As amaosiras de HA foram prensadas na forma de pastilhas usando-se KBr
de grau espectroscopico e analisadas por espectroscopia na regido de
infravermelho de 4000 a 400 om”, em um Especirofotdmeiro Perkin Elmer FTIR-

1600,

2.4.3. Determinacao da composicdo de Cae de P

A razéo molar Ca/P &€ uma das formas utilizadas para caracterizar a
composicao dos diferentes fosfatos de calcio, principaimente das apatitas que
podem apresentar diferentes composicGes. Os dois elementos foram
determinados separadamente, utilizando métodos convencionais: titulaco
complexométrica para © calcio e especirofotometria de absorgdo para o©

fosforot®®,

2.4.3.1. Determinacéc de Ca

Para a determinagdc do calcio, o fosfato foi separade das amostras a fim
de evitar a sua interferéncia durante este processo. Para tanto, dissolveu-se
0,050C g do material em HNO; concentrado. Adicionou-se 12,0 mL de uma

solucio de MNH/NO; 8% (m/V), agueceu-se a 50 °C e adicionou-se molibdato de
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amdnio 3% {M/V) até que a formacdo de precipitado amareic de fosfomolibdato
de ambdnio n&o fosse mais observada. O precipitado formado foi filtrado e lavado
com solucdo contendo iguals volumes de NH,NG; 1% (mV) & HNG; 20%.(VAV) O
precipitado amarelo composto por fosfomolibdato de amdnio foi descartado e a
solucao problema contendo ions calicio foi diluida a 100,0 mL com agua destilada.

Para cada amostra de fosfato de caicio foram preparadas duas solugdes
problema &, para cada soluglo, foram feiias analises em triplicata.

As analises foram feitas titulando-se 10,00 mL da solugdo problema com
acido etilenodiaminotetraacético (sal dissédico), EDTA 0,01 mol/L, usando-se
come indicador o Calcon, mantendo © meio basico (pH 12) com adicdo de 5,0 mL

de NaQOH 20% {(m/V).

2.4.3.2, Determinacdo de P

O fosfato foi determinado pelo método do azul de molibdénio, através da
medida de intensidade de cor desenvolvida quando o hetero-poliacido formado
peia reagéo entre fosfato e molibdato é tratado com um agente redutor.

As determinacdes de fosfato foram feitas a partir de uma solugdo problema
de cada material, dissolvendo-se cerca de 0,0200 g de HA em HNO; concentrado
e diluindo-se a 100,0 mlL com agua destilada. Para cada amosira foram
preparadas trés solucdes problema e para cada solucgo foram feitas
determinacbes em friplicata.

Aliquotas de 0,80 mbL da soluc&o problema foram adicionadas a 20,0 mL
de solugio redutora (acido ascdrbico), mantendo-se esta solugio em repouso por

48 horas, periodo apés o gqual as absorbancias foram medidas em um
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Espectrofotdmeire Hitachi U-2000, a um comprimento de onda de 830 nm.
Através de uma curva analitica de concentracdo de P,0s versus absorbancia
pode-se determinar a concentracéo de P,0s nas amostras de HA. Nesta analise ©

calcio ndo apresenta interferéncia.

2.4.4. Solubilidade em meio acido

A solubilidade dos materiais fol testada em solucgo de descalcificador,
cuja composicdo € dada na Tabela 2.1. O descaicificador é uma solucdo
comumente utilizada nos tratamentos histoidgicos de materiais &sseos, fendo a
funcédo de complexar o caicio presente nas amostras. Assim, a fase mineral gue
concede a rigidez aos 0ss0s € desfeita, possibilitando que o material seja cortado
faciimente para ¢ preparo de laminas para as observacdes em microscopic
bptico. O pH da solucdo é aproximadamente 2. Aiém da solubilidade dos fosfatos

0! a presenca de citrato induz a complexacdo

de calcio aumentar em meio acid
de célcio na forma de citrato de calcio soldvel, aumentando ainda mais a
solubilidade dos materiais nesta solucdo. O teste foi feito colocando 10 mg de

cada material em 10 mL de solucgdo.

Tabela 2.1. Composi¢éo do descalcificador.

Componente | Concentracéo (mol/L)
Acido formico 9,3
Formaldeido 3.6

Citrato de sodio 0,5
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2.4.5. Porosimetria de mercurio

A porosimetria de mercuric tem sido muito utilizada para a caracterizac@o
da estrutura porosa de ceramicas. O principic do método reside no fato do
mercdric ser uma substancia gue ndoc molha a2 maioria dos materiais.
Consequentemente, ele ndo é adsorvido na superficie destas substancias, sendo
necessaria a aplicagdo de uma pressdo para gque © merclrio penetre nas
aberiuras e rachaduras do material. Esta técnica foi mencionada pela primeira
vez em 1842 por Smetana™ , mas apenas em 1921 é gue Washburn™ sugeriu
como a distribuicdo de tamanhos de poros poderia ser obtida a partir de dados de
pressgo-volume para penetragdo de mercurio deniro dos poros do material,

através da relacao

Pd = - 4y cost Equacgdo 2.7

onde P & a pressdo necessaria para que o mercurio penetre em poros de
digmetro d, y € a tensdo superficial do mercdrio (485 dina/cm) e 6 ¢ angulo de
contato entre 0 mercurio € a amostra (130 °). Assim, a baixas pressbes, o
mercuric peneira nos poros de maior aberiura e, 2 medida que a pressao
aumenta, o liquido comeca a penetrar nos poros de didmetro cada vez menores.
Atraves dos gréficos de porosimetria € possivel determinar a area
superficial de uma amostra, por integracdc da curva de volume de mercUrio
penetrado versus pressao, através da équagéo de Rooctare e Prenziow, que nio

requer geometria de poro especifica™:

* Smetana, . Sj!ezpyi ciii fysika, Nakladem Céského Museum, Pragne, p. 11, 1842
* Washburn, EZW. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, v. 7, p. 115-118, 1821,
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1 ¥ .
8= ———— 1§ PdV Equacao 2.8
4y cosd _g.c quas
A técnica de porosimelria de mercuric € capaz de medir poros gue
apresentam didmetros de 200 um até 14 nm e dreas superficiais de até 25 cm'/g
tém sido determinadas,

A andlise dos tamanhos de poros e de drea superficial foram realizadas

em um aparelho Poresizer da Micromeritics, modelo 8320.

2.4.8, Adsorcio de gas

A segunda técnica empregada para determinar a area superficial das
amostras baseia-se no principio de que, quando um sodlido é exposto a um gas,
as moiécuias desse gas tocam o soélido, podendo residir sobre a sua superficie
por um tempo finito. Este fendmeno é conhecido como adsorgéo.

Quando a adsorgéo € resuiltado de forgas de interag@o intermolecular, ela
é chamada de adsorgao fisica ou adsorcdo de Van der Waals. O método para
determinacéo da area superficial utiliza esse tipo de adsorgéo e € baseada na
determinagéc de uma isoterma de adsorcdo de gas, ou seja, de um grafico da
quantidade adsorvida V, 2 temperatura constante, versus a pressio de adsorgio
P.

Em 1918, Langmuir™ propds a primeira equacgéo tedrica relacionando a
quantidade de gas adsorvida com a pressao. No entanto, seu modelo era restrito

& adsor¢do em monocamadas. Em 1938, Brunauer, Emmett e Teller™ sugeriram

* Langmuir, 1. J. Am. Chem. Soc., v. 40, p. 1381, 1918,

* Brunauer, Emimett e Teller. The adsorption of gases in mullimolecular layers, J Am. Chem.
Soc,, v. 80, p. 308-318, 1938,
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que a adsorcaéoc poderia ccorrer em mais de uma camada e propuseram uma
generalizag8c da equacdo de Langmuir para adsorgdo de gases em
multicamadas. Esta generalizacio ficou conhecida como métode BET devido as

iniciais dos nomes dos trés autores do método. A equacio de BET & descrita por

P _ 1 ,e-1P
VP, -P) V¢ V,cP,

Equacéc 2.9

onde V & o volume de gas adsorvido a uma pressdo P, F, ¢ a pressic de vapor
de saturacdo, Vn, € o volume necesséaric para formar a monocamada (em cm’/g de
solido) e ¢ € uma constante que relaciona as forcas de adeséo e de coesdo entre
as moléculas da amostra e do gas. O grafico de PV(RP, - P} versus P/P, deve
fornecer uma linha reta tendo inclinacéo (¢ - 71)/V,c e interceptando o eixo y em

1/Vc. A érea superficial pode ser determinada através da seguinte equagao®™:

S = 4,35V, Fguacdo 2.10

A adsorgéo s6 ocorre a temperaturas proximas do ponto de ebulicdo do
gas utilizado, sendo que geralmente € usado o nitrogénic no seu ponto de
ebulicdo (77,4 °K) pois este gas tem baixa reatividade em relacdo & maioria dos
materiais e € facilmente obtido. A adsorgdo de gés € uma técnica sensivel a
poros de didmetros variande de 0,2 um a 0,4 nm.

A area superficial determinada por adsorcdo de géas através do método

BET foi feita utilizando um aparethc Flowsorb 1l da Micromeritics, modelo 2300.
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2.4.7. Microscopia eletrénica de varredura

Esta técnica possibilita a analise de detalhes da estrutura microscopica de
superficies de fratura dos corpos cerBmicos e a grandeza dos microporos
presanies.

As amostras foram fixadas em um suporie metalico schre uma fita de
carbono e metalizadas com uma camada de ouro por 400 s A andlise fo

realizada em um microscdpio eletrbnice de varredura, JEQOL-T300 a uma

aceleracao de 20 mv.

2.4.8. Estudo in vitro

Um estudo do comportamento dos materiais em uma solugdo que simula o
fluido bioldgico foi realizado, através de medidas eletroquimicas de potencial
desenvolvido na interface do material com o fluido. Para tanto, foram construidos
eletrodos com os fosfatos de célcio, colocando um corpo ceramico denso ou pd
compactado na extremidade de uma ponteira de micropipeta com abertura de
aproximadamente 3 mm de digdmetro. Sobre ¢ corpe ceramice foi colocada uma
pasta de grafite contendo 40 % em massa de parafina derretida e, antes que a
parafina endurecesse, foi fixado um fio de niquel-cromo para fazer o contato
elétrico. A ponteira foi unida a um tubo de vidro e todas as jungbes e
exiremidades do eletrodo foram vedadas com parafilme. Os eletrodos foram
mantidos em uma solucdo de NaH,PO, 10™ mol/l. com pH entre 5 e 7, por pelo

menos 48 horas antes de serem usados™!
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Foram feitas medidas de potencial de interface na juncac ceramicalsolucéo
que simula o fluido bicldgico, relativas ao potencial apresentado em solucdo de
NaH.PO,4 107 mol/L, 3 duas temperaturas {ambiente e fisiolégica), em diferentes
valores de pH e ao longo do tempo. Utilizou-se um potencidmetro Corning modelo
350, um eletrodo de referéncia de calomelano saturado e um eletrodo de vidro

combinado para medir o pH, como esquematizado na Figura 2.1.

P B
=1 Elefrodo
Eletrodo de ] de vidro
calomelano € j combinado
saturado -
P e —
b-""’-'c-n
\f O
Eletrodo
PECF ? de fosfato
<l > de calcio

Figura 2.1. Esquema do sistema de eletrodos utilizado para as medidas de
potencial de interface.

A soluggo que simuia o fluido bioldgico ou fluido pseudo extracelular
(PECF) e uma solucdo aquosa composta por NaCl, KCI, NaHCOs e KH.PO, em
quantidades equivalentes as concentragdes desses fons no fluido bioldgico,
come relacionado na Tabela 2.2, A solugéo recém preparada apresenta pH em

torno de 7 & 0 ajuste a pH inferior foi feito com adicéo de acido acético diluido.
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Tabela 2.2. Composigéo quimica do fluido pseudo exiracelular™!!

fon | Congentracdo no meio fisiologico | Concentracio no PECF
{mmol/L) {mmol/L}
Na® 145 145
K 5 5
Ch 113 118
HCOs 30 30
HPOL” 1 1

2.4.9, Estudo in vivo

Os estudos in vivo foram realizados em ratos Wistar machos de 8 semanas
de idade e aproximadamente 250 g de peso, fornecidos pelo CEMIB da Unicamp.

Os animais foram anestesiados com solugdo de Pentobarbital 50 mgikg,
via intraperitoneal, € os fémures direito e esquerdo de todos os animais foram
operados.

Apés a tricotomia, foi feita uma incis@o na pele, na face medial da coxa do
animal. O musculc quadriceps foi separado dos adutores e afastado antero-
lateralmente. Exposta a diafise do fémur, foram feitas trés incisdes no peridsteo,
acima do disco epifiséric de sua exiremidade distal, sendo duas transversais com
intervalo de aproximadamente 1 cm e uma longitudinal enire as duas. A partir da
incisdo longitudinal, a cortical do fémur foi exposta, descolando e afastando-se
cuidadosamente o periosteo delimitado entre as incisdes transversais. Esse
procedimento foi realizado raspando-se cuidadosa e firmemente 2 superficie do
osso com a lamina do bisturi, para preservar a camada interna osteogénica do

peridsteo.



e TR TR TR hE e e T W TR R SRR W T TR TR TR TR R W TaR e e TR e T

Materiais e métodos U

Na superficie 6ssea exposta, a cortical foi desgastada & 0 0SS0 esponjoso
subjacente removido, com ¢ auxilio de uma broca acoplada a um minimotor de
baixa rotaco e uma curefa, criando-se uma cavidade na diafise do femur. A
cavidade foi lavada com sclugio fisiologica e preenchida com um CoOrpo
ceramico. No fémur esquerdo foi implantado um corpo ceramice de HA denso e
no direito, Uum COrpo Ceramico poroso.

Ap6s o implante, o peridsteo foi reposicionado através da sutura de suas
bordas com fio de seda 8.0, de tal forma que as cavidades fossem
completamente revestidas por ele. As incises no musculc e na pele foram
fechadas com fio de algodéo 4.0.

Foram operados 36 ratos, mantidos em gaiolas com no maximo 4 ratos em
cada, tratados com racdo balanceada e aguz ad libitum. Grupos de seis animais
foram sacrificados por inalacdo de eter apss 1, 2, 4, 8, 16 e 24 semanas.

Apds o sacrificio, os fémures foram removidos, cuidadosamente
dissecados para remocao de todo tecido muscular e para observagdes macro e
estereoscopicas do iocal do implante. Em seguida, as amostras foram fixadas em
formaideido 10 % (V/V), submetidas a uma solucio descaicificadora e incluidas
em parafina. Foram feitos cortes de 6 a 7 um de espessura, no sentido
longitudinal ao osso e transversal ao corpo cerémico. Os cortes foram corados
com HE (hematoxilina/eosina), analisados e fotografados em microscopio

estereoscdpico Carl Zeiss, modelo Citoval 2.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Difracao de raios X e especiroscopia na regido do infravermelho

3.1.1. Caracterizaco das amostiras de HA

As amosiras sintetizadas HA-1 e HA-2 na forma de pé apresentaram
estrutura tipica de hidroxiapatita pouco cristalina, com picos de maior intensidade
em 31,77°, 32,19°, 32,80° relativos aos planos (211), (112) e (300), da rede

cristalina de HA, respectivamente, de acordo com a Figura 3.1 (a) e (b).

H P 1 1 1 5
10 20 30 40 50
26 (graus)

Figura 3.1. Difratogramas de raios X das amostras de HA. Picos caracteristicos
de: (A)HA e (@) B-TCP. {2} HA-2; (b} HA-1 e {2} HA-1 sinterizada a 1000 °C.
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0 corpo ceramico de HA sinterizade a 1000 °C apresentou uma mistura de
estruturas cristalinas de hidroxiapatita e de fosfato de calcio na fase 3, como
vode ser observado na Figura 3.1 (c). Esta mistura de estruturas cristalinas &
obtida quando se aguece HA que ndo apresenta formula estequiométrica, isio e,
um material que apresenta o grupamento HPO,” em sua composicdo, conduzindo

a seguinte reacéo durante a sinterizaggo™®.

Caipd HPO(PO4)e(OH)2ec — Equagac 3.1
— (1”)(}03’;9(?@‘;)8(0%‘1)2 + 3)(683(?04)2 +XH20

A incorporacéo de grupos HP(O.,” e C0O,” na rede cristalina de HA pode ser
verificada por espectroscopia na regido do infravermelho. Em amostras de HA
nao estequiométricas, bandas de COs” ocorrem nas regiées de 1500-1400 e em
875 cm™, e as bandas de HPO,® ocorrem na regido de 862 cm™ L,

Pela Figura 3.2 (a) pode-se observar gue HA-1 sintetizado na forma de pé
apresenta bandas caracteristicas de grupos COs” nas regides de 14580, 1416,7
e 8722 cm™t. A presenca de carbonato nessa amostra deve-se provavelmente &
incorporacéo de GO, da atmosfera, visto gue a reagdo de sintese foi realizada em
sistema aberto. Além disso, a banda a 872,2 cm™ também pode ser resultado da
incorporacao de ions HPO,” gue apresentam bandas em regido préxima. A
incorporacgéo de HPO.* pode ser suposta pelas condighes de sintese do material.

Em pH neutro, a reacdo de equilibric dos ions fosfato predominante &7

H.PO, =2 H'+HPOS pK, = 7,21 Equacao 3.2
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Como a reacéo foi conduzida a pH aproximadamente 8. ocorre favoraveiments 3
precipitag&o de HA com incorporagdo de HPO,”, presenca que leva a formacéo

de TCP durante a sinterizacéo do material, de acordo com a Equacéo 3.1,
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4000 3000 2000 1000
Numero de onda {(cm™)

Figura 3.2. Espectros na regido do infravermelho das amostras de: {a} HA-1;
{B} HA-2 e {¢} HA-1 sinterizado a 1000°C.

Na Figura 3.2 (b}, referente a HA-2, a presenca de carbonato ndo é muito
evidenciada, jd que aparecem bandas muito fracas a 14667 e 1422,2 cm™”. A

incorporacao de uma menor guantidade de CO, da atmosfera deve-se as

condigbes da sintese que foi realizada em um sistema semi-fechado,

diferentemente da sintese de HA-1. Assim, a banda que aparece na regido de
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8667 com' pode ser designada quase exciusivamente =zos fons HPOS,
incorporades provavelmente devido ao pH reacional proximo de 6 e pelo excesso
do material de partida (Na;HPO,) que é composto por estes lons.

Pela Figura 3.2 {c), pode-se observar que o material sinterizade a 1000 °C
ndo apresenta as bandas referentes aos grupos CO;~ e HPO,, indicando uma

completa transformacio de HA-1 ndo estequiométrica em HA estequiomélrica e

TCF.

Tabela 3.1. Bandas de absorcao tipicas para HAM®

Regigo de absorcdo (cm’') Designacio
3700-2500 H.O adsorvida
3570 estiramento O-H de grupo OH
1615 H,0O adsorvida
1500-1400 C-0O de grupo CO,”
1080 deformacao antissimétrica de
arupo PO~
962 estiramento P-O de grupoc PO~
862 estiramento P-O(H) em HPO,~
875 C-0 em grupo CO5°
630 deformacac O-H de grupo OH
800, 570, 470 deformacéo antissimétrica P-0 de
grupo PO~

3.1.2. Caracterizacéo das amostras de TCP e CPPPY

O difratograma de TCP apresentado na Figura 3.3 (2) reveiou a presenca
de picos de maior intensidade em 31,02°, 34,37° e 27,77°, caracieristicos de
fosfato de calcio na fase B pouco cristaline e referente aos plancs (217), (220) e

(214). Além desses picos, pode-se observar a presenca de picos caracteristicos
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de CPP na fase B em 28,55°, 27 88° e 28.87°, referentes aos planos (008}, (202)
e {203).
O difratograma de CPP da Figura 3.3 (b) apresenta picos caracteristicos

apenas deste composic na fase 3.

{a)

20 {graus)

(b}

10 20 30 40 50 &0
2 0 {graus}

Figura 3.3: Difratogramas de raics X. Picos caracteristicos de: (&) 8-TCP e
{(®) 3-CPP. {a) TCP e (b) CPP.



Resultados e discussio 40

3.2, Determinacio da composicdode Cae P

A determinacic da composigdo de Ca e P para os fosfatos de célcio

estudados resultaram todos em valores proximos aos  esperados mas
ligeiramente superiores para os valores de Ca e inferiores para os de P, o gue fez
com que oS numeros calculados para a raz&o Ca/P fossem superiores aos
esperados. Por isso, optou-se por reportar ndc apenas os resultados em termos
de razdc Ca/P, mas também em termos de percentual em massa nas amostras,

como apresentado nas Tabelas 3.2 e 3.3

Tabela 3.2. Composicio de Ca e P em termos de % em massa

Composto % Ca % Ca % P tedrico % P
tedrico experimental experimental
HA-1, Ca(PO4)e(OH): 39,9 41,140, 1 18,5 16,5+0,3
HA-2, Cao{PO4)s(OH). 39,9 38,0+0 1 18,5 17,3403
HA-1 sinterizado a 39,9 41 8403 18,5 18,2404
1000 °C,
Caso(PO4Js(OH),
TCP, Cas(PQy), 38,8 37 430 4 20,0 18,040 4
CPPR, Ca,P.0; 31,5 36,204 24 4 22.8+09

Tabela 3.3. Razdo molar Ca/P

Composto Ca/P tedrico | Ca/P experimental
HA-1 1,67 1,910+0,009
HA-2 1,67 1,650+0,008
HA-1 sinterizado a 1000 °C 1,67 1,73020,020
TCP 1,5 1,580+0,001
CPP 1.0 1,200+0,003
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Quando ocorre uma substituicds de um grupo fosfato da HA
estequiométrica por um grupo carbenato [Cai(PO4)s(COs)(OH).], a razéo molar
Ca/P sobe de 1,67 para 2,00. Caso ocorra deficiéncia de calcio, seja por livre
vacancia ou por substituicdo de ca” por outro fon divalente, valores entre 167 e
2,00 podem ser encontrados.

HA-1, conforme andlise por espectroscopia na regido do infravermelho
(Secdo 3.1), revelou a presenca de ions CO-", os quais elevaram o valor da
razao CalP desse composto. A presenca de ions HPO,” também pode influenciar
a raz&o, provocando a deficiéncia dos fons Ca® "™ tendo abaixado a razéo
Ca/P de 2,00 para 1,91. Quando esse maierial foi sinterizado a 1000 °C, o
resuliado foi um composto com razéo molar Ca/P 1,73, Esse resultado, maior que
o tedrico, pode sugerir a presenca de Ca0 na amostra, que pode ter se formado

durante a sinterizacdo do material, de acordo com a Equagéo genérica 3.3

Cao(POLs(OH), = 3Cas(POu); + Cal + H,0 Equacdo 3.3

No entanto, a presenca de CaO né&o pode ser determinada por difragdo de
raios X ou por espectroscopia na regido do infravermelho. Sua presenga pode ser
suposta apenas com base na composicdc do material de partida, HA-1, que
apresenta a incorporagdc de grupos COs~ que, apés aquecimento, s&o
convertidos a CaQ, aumentando a guantidade de Ca.

No caso de HA-2, como ocorre apenas a presenca de HPO,” indicando

uma deficiéncia em Ca, sua razéo Ca/P ficou pouco abaixo do valor tedrico.
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2.3. Solubilidade em meio acido

Os fosfatos de calcio apresentam comportamento diferenciade quando séo
expostos ao meio fisiolégico. Entre essas diferengas de comportamento, uma das
principais € a solubilidade. Esperava-se a seguinte ordem de solubilidade dos
compostos: TCP (Kys 2,07 107, HA (K, 107"%) e CPP (insolivel)™. Observou-se
que HA dissolveu compleiamente e de imediato na solugdo de descaicificador e
CPP n&o sofreu processo de dissolucdo. TCP, ao contrario do gue se esperava,
dissolveu apenas parcialmente. Este resultado pode esiar associado g formacéo
de CPP durante z calcinacdo de TCP, conforme verificade no difratograma da
Figura 3.3 (a). Como CPP & um composto insolivel, a fracdo deste composio
presente na amostra de TCP permaneaceria sem se dissolver, resultando no corpo

de fundo observado na solugao.

3.4. Corpos ceramicos

Qs corpos cerdmicos de HA densos apresentaram uma densificagéo do
material apds o processo de sinterizacao, resultando em uma diminuicdo média
no seu diametro de 3,0 para 2,3 mm. Além disso, observacdo da superficie de
uma fratura em microscopio eletrbnico de varredura, mostrou que a densificacdo
do corpo foi maior na superficie que em seu interior, formando uma casca externa

mais compacta com aproximadamente 1 um de espessura, como pode ser

verificado na Figura 3.4 {(a).
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Os corpos cerdmicos densos de CFP também sofreram efeito de
diminuicio do seu diametro durante a sinterizagdo, tendo sido reduzidos de 3.0
para 2,7 mm. Ao contrario da sinterizagao do corpo de HA, CPP apresentou uma

sinterizacao homogénea, ndo sendo observada a formagas de casca compacia.

Figura 3.4.: Micrografias: {(a) do corpo ceramice de HA denso, mosirando a
superficie mais compacta e (b) do corpo cerémico de CPP denso.
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Qs corpos ceramicos densos de HA foram caracterizados segundo suas
areas superficiais, tanto pelo método de porosimetria de mercurio guanto pela
técnica de BET. Os resultados obtides pelos dois métodos apresentaram areas

superficiais diferentes, de acordo com a Tabela 3.4.

Tabela 3.4. Medidas de area superficial para corpos cerémicos densos de HA

Método Area superficial (m°/g) |
Porosimetria de mercurio 867
Adsorcdo de gas 2.59

A casca compacta que aparece na Figura 3.4 (a) atua como se fosse
formada por poros do tipo “ink-bottle”, ou seja, poros de abertura estreita e corpo
largo. No método da porosimetria, o mercurio comega a invadir 0 corpo ceramico
apenas quando é aplicada uma press&o suficientemente grande para que ele
penetre Nos poros menores da casca, considerando todao o interior do corpo como
se fosse formado por longos canais de diametro igual ao dos poros dessa casca.
Com isso, a drea superficial determinada por esse método € maior gue seu valor
real®. No método da adsorcéo de gas, poros do tipo “ink-bottie” ndo interferem
na medida da grea superficial j& que o nitrogénic & adsorvido de forma
homogénea por toda a superficie do corpo. Pode-se considerar, portanto, que a
area superficial dos corpos ceramices de HA devem equévgier a 2,59 m*/g. Em
termos da distribuigo dos poros dos corpos ceramicos densos, a porosimetria de

mercurio nos fornece uma indicacBo sobre a dimensdo dos poros da casca
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compacta, que apresenta microporos da ordem de 0,2 um de diametro, de acordo
com o porograma da Figura 3.5 (a).

MNos porogramas abaixo, a curva em vermelho represents ¢ volume total de
mercUric gue penetrou em toda a amosira a cada diametro de poro, ou seja, a
cada presséo aplicada e a curva em azul representa o volume de mercurio que
penetrou na amostra em um dado valor de didmetro de poro ou de pressao

aplicada.
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Figura 3.5. Porogramas dos corpos ceramicos densos de: {a) HA e (b} CPP.
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Os corpos densos de CPP analisados por porosimetria de mercurio
apresentaram #rea superficial de 9,84 m®/g e poros da ordem de 3 um, como
mostrado no porograma da Figura 3.5 (b). Este vaior de poros & concordante com
o fato de que os corpos densos de CPP sofreram menor efeilo de sinterizac&o
gue os corpos de HA Como n&o houve a formacdo da casca compacta na
superficie dos corpos de CPP seu porograma apresentou uma faixa larga de
tamanhos de pores entre 1 2 10 um, ao contréric do porograma de HA gue
apresentou uma faixa estreita de tamanho de poros, apenas em torno de 0,2 um
de didmetro, referentes a casca do bastao.

Esta diferenca de comportamento durante 2 sinterizacdo pode ser
explicada pelo ponto de fusdo dos dois compostos. HA possui ponto de fuséo
abaixo de 1100 °C, temperatura na qual comeca a se decompor. Durante o
processo de sinterizacéo a superficie do corpo comecaria a fundir, formando a
casca compacta. Ja o CPP tem ponto de fusio 1230 °C, mantendo sua estrutura
durante a sinterizacao!™®.

Para obter corpos cer@micos porosos de HA com didmetro de poros na
faixa de 100 um foram feitas varias tentativas. Todas resultaram em corpos mais
DOrosos e menos resistentes que 0s corpos densos. Os métodos utilizados e as

caracieristicas dos poros estdo relacicnados na Tabela 3.5.
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Tabela 3.5. Caracteristicas dos corpos porosos obtidoes por varios métodos

Tentativa|Método (mistura de HA em pd com) Caracteristicas do corpo
a Acrilico e solucio de PVA Poros com a forma de canais da
ordem de 10 um de diametro
b Algodéao e solucéo de PVA Poros com a forma de canais da
ordem de 10 um de didmetro
c Esponja de poliuretano e solugdo Estrutura como negativo da
de PVA esponja, com poros da ordem de 10
um
d Solucdo de PVA saturada de Poros da ordem de 10 um
sacarose
e 50% de sacarose e solucdo de PVA Poros abaixc de 10 um
f 50% de sacarose e solucdo de PVAl  Material colapsado na forma de
saturada de sacarose graos
g Granulos da tentativa f com 25% de Poros entre 20 e 100 um
sacarose e solucdo de PVA
saturada de sacarcse

Quando particulas esféricas sio colocadas lado a lado, forma-se entre

elas espacos livres e interligados. Quanto maior o tamanho das particulas, maior

o espaco entre elas. Assim, quando a tentativa f resultou em gréos colapsados,

surgiu a idéia de separar os graos de maior dimenséo (> 0,053 mm), aglutina-los

com PVA e sinterizé-los para que fossem formados espacos enire eles. Assim, a

tentativa g resultou em gr3os provenientes de uma primeira sinterizagao

(tentativa f), apresentando microporos na faixa de 0,4 um de diametro, que foram

aglutinados e sinterizados novamente, formando macroporos na faixa de 100 um

entre eles, como pode ser cbservado pelas Figuras 3.6 (a) e (b). A area

superficial dos corpos cerémicos porosos determinada por porosimetria de

mercurio foi de 12,71 mg.
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3.5. Medidas de potencial de interface

Para tentar caracterizar o que acontece na interface do biomaterial com ©
fluido bicldgico foram feitas medidas de potencial de interface, em diferentes
valores de pH. Os valores foram escolhidos levando-se em consideragéo que
toda vez gue ocorre uma lesdo no corpo ou um processo inflamatdric o pH do
meio fisiolgico sofre um abaixamento de 7,2 até aproximadamente 5,2 Com
hase nesta informacdo, as medidas de potencial de interface foram realizadas em
pH 5, 6 e 7 para avaliar o que ocorre com os biomateriais em pH bioldgico.

Antes de serem utilizades, os sletredos foram deixados em repouso por um
periodo minimo de 48 horas em uma solugdo de NaH.PO, 107 moliL. Este
procedimento foi adotado para garantir uma completa permeabilizacdo do corpo
ceramico pela solugdo de fosfato, de modo a permitir a ‘estabilidade dos
eletrodos. Além disso, a concentracdc da solucdo de fosfato foi escolhida de
acordo com os resultados obtidos em trabalho anterior, no qual verificou-se que
sletrodos de HA apresentam uma faixa de resposta linear do potencial elétrico
versus -logffosfato], em concentragdes que variam entre 50 x 10° e 5,0 x 10”7
mol/l. e em pH igual a 3% Por isso, utilizou-se uma sclugdo com concentracdo e
pH deniro dessa faixa determinada para manter os eletrodos.

Medidas de potencial elétrico sdo possiveis devido & formagdo de uma
camada elétrica na interface entre o eletrodo e a solucéo, resultanie da
dissclucdo ou absorgdo de fons Ca> ou PO,” pelo material. Em termos gerais,
assa camada é formada por cargas de sinais opostos resultantes da troca dos

ions entre a ceramica e a solucio, o que produz um gradiente de potencial na
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interface & que foi denominada de dupla camada elétrica. Este potencial ¢
medido em relagdo a um eletrodo de referéncia (calomelano), resultandc no
potencial relalivo de interface.

Foram montados graficos da diferenca de potencial de interface medido
em PECF e em NaH,P0O, versus o tempo em que os eletrodos permaneceram
imersos em  solugdo, para todos os materiais a temperatura ambiente
(aproximadamente 25 °C) e fisioldgica (37 °C) e nos diferentes valores de pH.
Todos os graficos sBo apresentados na mesma escala de potencial para

possibilitar comparacles entre eles,

3.8.1. Eletrodos de HA

Os eletrodos de HA foram confeccionados usandc corpos ceramicos
densos sinterizados a 1000 °C por 3 horas. As medidas de potencial a
temperatura ambiente foram feitas usando 3 eletrodos construidos a partir de um
(nico corpo ceramico de aproximadamente 2 cm de altura que foi quebrado em
trés partes. C uso de um uUnico bastéo para confeccionar os eletrodos serviu para
verificar a reprodutibilidade das medidas, de mode a evitar diferencas de preparo
e de sinterizacdo do material.

A Figura 3.7 mostra a evolugdo do potencial relativo de interface dos

eletrodos E1, E2 e E3 em fung8o do tempo, para valoresde pH 5, 6e 7.



Resultados e discussio

51

o0 -4{a} ~400 | { b}
>
£
- £
E w .
0 - _ B R B e o
y o e Foma BT
EZ
MY — =500
200 - 200 -
¥ ¥ 1 T ¥ o T H T ES
1] 20 4¢ &0 80 100 120 3} 50 100 150
Tempo {min) Termpo {min}
400 -H{C}
=
E
i
=0 ot r—s,u_jm_
-G - - .
e . mGE2
200
T T E ] ] T T v T
0 50 1060 150 200 250
Tempo {min}

Figura 3.7. Graficos de potencial relative para eletrodos de HA em PECF 2 25 °C
epH5(a), 6ible7 (c)

Pode-se observar que em pH 5 e 8 os eletrodos de HA apresentam pouca

variagdo de potencial ao longo do tempo, enquanto que em pH 7 hd uma variacéo

de potencial diferenciada para cada eletrodo. Estes resuitados podem ser

explicados pelo fatc de que a pH baixc HA comega a sofrer um processo de

dissolucao, fazendo com que o equilibrio idnico de Ca™ e PO,® na dupla camada

elétrica seja rapidamente alcancado em pH 5 e 6. Ja em pH 7, como o processo

de dissolucéo € pouco significativo, o equilibrio demora mais para se estabelecer

e isto ocorre em tempos diferentes para cada eletrodo.
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Na Figura 3.8 podemos observar medidas de potencial de interface para
cinco eletrodos de HA na forma de corpos cermicos densos (Secdo 2.2) em
PECF 2 temperatura fisiologica. Neste caso, é possivel verificar que a variacio

de potencial em todos os valores de pH fol pequena, inclusive em pH 7.
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Figura 3.8. Graficos de potencial relativo para eletrodos de HA em PECF 4 37 °C
epH5({a), 6(b)e 7 (c).

Na temperatura fisioldgica, a solubilidade da HA aumenta, fazendo com
que mesme em pH 7 ocorra dissolugdo, levando a uma cinética de equilibrio de

potencial de interface crescente em valores de pH menores e a temperaturas
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proximas a fisioldgica. Estes resultados indicam que HA participa do equilibrio
célcio-fosforo com ¢ fluido bioldgico, de modo a atingir esse equilibrio mais
rapidamente guando sua solubilidade é maior, isto é, a pH baixo e temperatura
fisioldgica. Estes resultados podem fornecer uma indicagio sobre o que ocorre
com a fase mineral do osso e gue favorece o processo de reparacéc de um

trauma, fazendo com gque ¢ equilibrio de troca idnica entre o material e o fluido

ocorra mais rapidamente.

3.5.2, Eletrodos de TCP

Foram confeccionados cinco eletrodos a partir de pd de TCP, mas apenas
rés deles puderam ser ufilizados. Como o material estava na forma de pd,
mesmo apos compaciagdo, ele se desagregava lentamente quando enirava em
contato com o liguido, fazendo com gue as medidas de potencial ndo pudessem
ser registradas, devidc a permeac@c do liquido através do material
comprometendo ¢ contatc metalico.

Os graficos de potenciai para estes eletrodos sdo mostrados na Figura 3.9.

Assim comoe no caso da HA, os elstrodos de TCP apresentaram pouca
variacdo de potencial em pH 5. Ja em pH 6, os eletrodos apresentaram uma
variagdo de potencial, indicando uma cinética mais lenta. Em pH 7, assim como
no casc da HA, os eletrodos apresentaram uma variagdo diferenciada de
potencial, novamente indicando que neste pH a cinética para atingir o equilibric

de potencial de interface € mais lenta e varia para cada eletrodo.
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Figura 3.9. Graficos de potencial relativo de eletrodos de TCP em PECF & 25 °C
epH 5{a), 6(b)e 7 (c).

Para as medidas em temperatura fisioldgica foram montados cinco

eletrodos a partir de po de TCP compactado, os quais apresentaram variagdes de

potencial de interface de acordo com a Figura 3.10.

Nesta temperatura, todos os eletrodos apresentaram uma variagéo menor

de potencial em todos os valores de pH, assim como foi observado para o caso

dos sletrodos de HA.
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Figura 3.10. Graficos de potencial relativo de eletrodos de TCP em PECF &
37°CepHS5(a), 6(b)e7 (c)

A temperatura ambiente, o processo de dissolucdc do material & mais
pronunciado em pH baixo, fazendo com que o equilibric calcio-fosforo entre o
material e o fluido seja estabelecido mais rapidamente gue em pH superior.
Quando a temperatura aumenta para 37 °C, o processo de dissolucdo é
intensificado, fazendo com que o equilibrio seja estabelecide com maior rapidez
em iodos os valores de pH e tornando pequena a variacdo de potencial de

interface do material com o fluido.
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Apesar do TCP ser um material reabsorvivel, ou seja, mais soluvel que a
HA, as respostas de potencial de interface para os dois casos foram
semelhantes. Se tomarmos o produic de solubilidade € a composicgo dos
materiais e considerarmos solucbes saturadas de cada um, teremos uma
concentracéo de calcio semelhante para os dois. Assim, podemos dizer que a
guantidade de ions em ambos 0s casos é similar, resultandoe em uma dupla

camada slétrica gue atua basicamente da mesma forma.

3.5.3. Eletrodos de CPP

Foram feitos cinco eletrodos para as medidas em temperatura ambiente e
cinco para as medidas em temperaturg fisiologica, a partir de corpos ceramicos
densos de CPP (Secdo 2.2).

As medidas em temperatura ambiente foram reatizadas apenas em pH 7 e
8, como mosira a Figura 3.11. Nestes valores de pH ndo se observou a variacdo
de potencial de interface como havia sido notado nos casocs de HA e TCP. No
caso de CPP ndo se pode falar em processc de dissolugao, ja que este material
aprasentou-se insoluvel (Secéo 3.3).

Em trabalho anterior, verificou-se que eletrcdos de CPP néo respondiam a
presenca de ions célcio ou fosfato em solucac™ podendo-se concluir disso que
CPP nao apresenta variagéo de potencial pela simples razdo de néo responder
aos ions em solugdo, em discordancia da auséncia de variacdo de potencial no
caso de HA e TCP, relacionada com a rapidez em atingir a condicdo de equilibrio

de potencial de interface.
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Figura 3.11. Graficos de potencial relativo de eletrodos de CPP em PECF &
25°CepH7 {a)e 8 (b}

Pode-se observar na Figura 3.12 que mesmo em temperatura fisiologica

ccorre pouca variacde de potencial, ainda referente & inércia dos elefrodos de

CPP frente aos ions calcio e fosfato.
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Figura 3.12. Gréficos de potencial relativo de eletrodos de CPP em PECF &
37°CepHb5(a),6(b)e7 {c)

Acredita-se que estas medidas de potencial de interface estejam

diretamenie relacionadas com 0s processos de recuperacdo de fraumas 0sseos e

com ¢ sucessc de implantes de fosfatos de caicio. No entanto, a dificuidade em

se interpretar os resuliados obtidos em termos do gue ocorre com a dupla

camada elétrica e o efeito que ela pode causar em um organismo vivo tornam

necessarios estudos complementares para sua total compreensao e utilizacdo de

forma devida.
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3.6. Comportamento in vivo

O processo de recuperagdo de uma ferida ocorre de maneira similar entre
os mamiferos & representa a reconstrugio da estrutura e da funcéo das partes
afetadas. Assim, sstudos in vivo para determinar a eficiéncia de um biomaterial
podem ser realizados em diversos tipos de animais: ratos, coelhos, cachormros,
carneiros, macacos e em seres humanos, tendo a funcio de estudar e investigar
as propriedades de biocompatibilidade de um determinado material utilizado
como implante. Apesar do sistema bioldgico de cada animal responder a
presenca de um corpo estranho de diferentes formas e em diferentes
velocidades'®, & possivel determinar a versatilidade dos materiais e ainda tentar
compreender os processos que ocorrem na interface do material com os tecidos
VivOos.

Observacéo macroscopica dos fémures de ratos implantados revelou um
processo natural de formagao de calo ésseo nos fémures retirados apos uma e
duas semanas de implante. Apds guairo semanas, eles ja n&o apresentavam O
calo Gsseo, indicando gue a sua modelagem ocorreu entre duas e quatro
semanas, comao em um processo normal de regeneracao.

A formacéo do calo apresentou-se mais desenvolvida no fémur impiantado
com material denso que no implantado com material porosc. Como a formagéo de
calo & um processo que ocorre tanto na parte interna quanto externa do osso, no
caso do material poroso, o calo interno cresceu através dos poros da ceramica,
enguanto no material denso a faita de espacge internc fez com que o calo

crescesse além de suas dimensdes normais, como pode ser visto na Figura 3.13.
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Figura 3.13. Foto de fémures implantados com HA, duas semanas apos 2
cirurgia: {P) implante de HA poroso; (D) implante de HA denso.

Nos animais com 16 e 24 semanas ap6s o implante, periodo apos o qual o
calo ésseo ja havia sido completamenite reabsorvido, € possivel notar nitidamente
a presenca do corpo ceramico de HA denso no interior do canal medular, ©
mesmo nao acontecendc cCom O COrPe ceramico poroso, como pode ser
observado na Figura 3.14.

Apesar dos materiais terem sido submetidos a solucdo de descalcificador,
algumas amostras ainda apresentam a presenga do corpo ceramico que foi

implantado e gue n&o foi dissclvido pela solugdo.
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Figura 3.14. Foto de fémures implantados com HA, 16 semanas apds cirurgia:
{P) impiante de HA poroso; (D} implante de HA denso.

3.6.1. Implantes de corpos ceramicos de HA densos

Em todos os cories histolégicos de implantes de HA na forma de corpo
ceramico densc pode-se observar a formacdo de uma camada de tecido 0sseo
neoformado envolvendo compietamente o material e constituindo um tecido
continuo a cortical do fémur, como mostra a Figura 3.15.

Em alguns casos, pode-se observar a presenca de uma capsula fibrosa
envolvendo a ceramica e separando-a do tecido dssec neoformade. Na regido
interna do corpo ceramico, pode-se observar uma rede de fibras que invadiu os
microporos do material, como mostra a Figura 3.16.

A leso feita na cortical dos fémures apresenta-se totaimente reparada

apds guatro semanas de implante, ndo sendo possivel a distingo entre o tecido
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compacto do fémur e o tecido dsseo neoformado, no local onde o peridsteo

reveste g faiha dssea.

Figura 3.15. Foto pancramica da secgao transversal de um implante de HA
denso, quatro semanas apés cirurgia, mostrando as paredes de tecido 6sseo
compacto (), aregido de implante da HA, rodeada por tecido dsseo
necformado{Q) e medula éssea (M). Aumento de aproximadamente 40 vezes.

Figura 3.18. Foto de implante de HA denso, duas semanas apos cirurgia.
Invaséo de rede de fibras (F) e formagéo de tecido dsseo (O). Aumento de
aproximadamente 250 vezas. '
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Nas primeiras semanas de implante, & ceramica apresenta-se
completamente invadida por uma rede de fibras que comega a ser lentamente
reabsorvida ac longo do tempo. Além da diminuicBo da rede de fibras, ocorre
também a reducéo da camada de itecido ésseoc neoformade, podendo-se notar a
diferenca entre os tecidos ésseos formados em duas semanas ¢ os formados em
24 semanas. Com 24 semanas apés ¢ implante os tecidos apresentam-se mais
organizados e parecidos com o 0sso compacio que em implantes de duas
semanas. A porgdo de tecido osseo neoformado envolve completamente a
cer@mica e € continua a cortical do fémur. Em alguns locais pode-se observar a
presenca de uma capsula fibrosa entre a ceramica € o tecide € em outros locais ©
tecido 6sseo apresenta-se em contato direto com o material, como pode ser visto

na Figura 3.17.

Figura 3.17. Foto de um implante de HA denso, 24 semanas apds cirurgia.
DiminuicBo de da camada de tecido dsseo neoformado (O} envolvendo a
ceramica. Presencga de capsula fibrosa (F) em alguns locais da interface ¢
auséncia em outros {indicados por setas). Aumento de aproximadamente 250
vezes.
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3.8.2. implantes de corpos ceramicos de HA porosos

Os cortes histologicos dos implantes de material poroso revelaram a
invasdo de iscido dsseo necformado através do material, como observado na
Figura 3.18, juntamente com trabéculas, vasos sanglineos e medula Gssea
Aparentemente, os gréos de HA que foram aglomerados durante © processo de
simterizacdo (Secdo 2.3) foram inicialmente desagregados apds serem
implantados, resultandc em espagos maiores que os constituldes exclusivamente
pelos macroporos, o gue facilitou a invasio de tecido 0sseo. Nos locais onde os
gréos de HA foram eliminados pelo processo de descalcificacdo aparece uma
rede de fibras que cresceu através dos microporos da ceramica, como no caso

dos implantes de material denso, de acordoe com a Figura 3.19.

Figura 3.18. Foto panorémica da secc¢do transversal de um impiante de HA
poroso, 16 semanas apos cirurgia. Invasdo de tecido 0sseo (O) e medula d0ssea
(M) pelos espacgos entre 0s gréaos da ceramica. O tecido dsseo apresenta-se
continuo a cortical do fémur (C). Aumento de aproximadamente 40 vezes.
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Quatro semanas apds o implante, a falha 6ssea da corlical apresenta-se
completamente preenchida por osso formado subperiostaimente, tendo aspecto
semelhante acs tecidos encontrados em oulras areas.

Pode-se observar a diminuicdo de tecido Osseo necformado ao longo do
tempo, corn preenchimento dos espagos vazios por trabécuias, vasos sanglinecs
e medula dssea, indicando que o material poroso permite que a recuperacao

dssea seja conduzida lentamente como em um processo natural.

Figura 3.19. Foto de um implante poroso de HA, duas semanas apés cirurgia.
Invaséo dos microporos dos gracs por fibras (F) & dos espacos entre graos por
tecido dsseo continuo a cortical (O) e medula 6ssea (M). Aumento de
aproximadamente 250 vezes.

Ap6s 24 semanas de implante, a quantidade de tecido d4sseo diminui,
juntamente com ¢ aumento de medula 0ssea, j& que o material fol implantado no

canal medular. O tecido dssec apresenta-se mais organizado € semelhante a

cortical, com a qual ela apresenta-se continua, como mostra a Figura 3.20.



Resultados e discussdo &6

Figura 3.20. Foto de um implante porosc de HA, 24 semanas apds cirurgia.
Diminuicao do tecido fibroso nos graos de HA e de tecido 0ssec {O) atraves dos
espacos entre os graos e aumento de medula 6ssea (M). Aumentc de
aproximadamente 250 vezes.

Em nenhum dos casos, tanto nos implantes de ceramica densa como de
porosa, foi observada a presenca de células inflamatérias nos locais de implante,
durante o periodo estudado.

Os resultados histolagicos mostram a biocompatibilidade da HA sintetizada
e sinterizada na forma de corpos ceramicos, apresentando a formagéc de tecido
Gsseo ac redor do material, no caso do corpo denso e através dele, no caso do
corpo poroso, sempre apresentando-se continua a cortical do fémur. Os
micropores do material denso e dos grics gque formam © material poroso

possibilitaram a invaséo de fibras, cuja tendéncia foi a lenta reabsor¢éo ao longo

do tempo.




Resultados e discussio £7

Um fator que conduziu & uma grande vantagem com relacdo aos materiais
utilizados foi © método de obtencéo dos corpos porosos, no qual o material €
formado por gréos que sZo aglomerados formando macroporos entre eles e gue,
quando implantados, sofrem um processc de dissolugBo na sua superficie
durante o primeiro estédgio da regeneragdo do trauma € se desagregam,
permitindo uma maior invaséo de tecido dsseo através dos espacos livres entre

oS gréos, maiores que 0s macroporos originais,
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4, CONCLUSOES

Os fosfatos de céicio foram caracterizades por difracdo de raios X e
espectroscopia de infravermelho, revelando que os materiais sintetizados
apresentavam impurezas, como: HA contendo tracos de COs™ e HPO, que, apos
sinterizacdo, resultou em uma mistura de HA e 3-TCP; TCP sendo uma mistura
de fases B-TCP e 3-CPP, o que levou a uma solubilidade parcial do composto, ja
gue CPP ¢ insoluvel, CPP apreseniou-se apenas na forma B. Todas estas
caracteristicas resultaram dos processos de sintese escolhidos para cada
material. Todos 0s métedos utilizados foram de facil execucéo, baixo custo e bom
rendimento.

O comportamento in vitro avaliado pelas medidas de potencial de interface
apresentado por eletrodos construidos com os fosfatos de calcio imersos em
solucdo que simula o fluido extra celular (PECF) revelou que eletrodos de HA e
TCP apresentam uma cinética para alcangar o equilibrio de potencial de interface
crescente em valores de pH decrescentes e a temperaturas proximas &
fisiologica.

Para ¢ caso dos eletrodos de CPP, eles ndo apresentaram resposta a ions
calcio ou fosfato presentes na solugdo, mantendo um potencial constante,
independente do pH e da temperatura do meio.

Com isso, concluimos que HA e TCP sdo materiais capazes de participar

do equilibrio iénico com o fluido bioldgico, fator que ocorre mais agilmente em pH
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baixo e temperatura fisioldgica, condigbes naturalmente apresentadas peio
organismo durante um processo de recuperagéo de um trauma ou inflamatoric.
CPP representa um material praticamente inerte que néc participa do equilibrio
ibnico com o meio. Apesar dos resultados obtidos, o comportamento da dupla
camada elétrica formada na interface dos materigis ainda deve ser melhor
estudado, visto gue esta é uma resposta que deve estar diretamente relacionada
a0s processos de regeneragdo Ossea.

O comportamento in vivo avaliado por implantes de corpos cer@micos
densos e porosos de HA em fémures de ratos revelou uma boa
biocompatibilidade do material, sem a presenga de células inflamatorias.

Os corpos ceramicos densos comportaram-se como materiais quase
inertes, permitindo o crescimento 6sseo apenas ao seu redor, apresentando a
formacdo de uma capsula fibrosa adjacente a eles e a formacéo de rede fibrosa
nos seus microporos de diametros menores que 1 um.

Os corpos porosos apresentaram uma caracteristica interessante que
permitiu uma maior invaséo de tecido 6ssec: 0 método de obtencao da ceramica,
gue foi formada a partir da sinterizacéo de gréos, de modo a obter aglomerados,
com macroporos da ordem de 20 a 100 um. Apds o implante, os gréos se
desagregaram, formando espacos livres maiores gue 0s macroporos, permitindo
um incrivel crescimento 0sseo.

Em todos 0s casos ocorreu um processo de recuperacdo semelhante ao
natural, com a diminuigdo de osso e de tecido fibroso ao longo do tempo e a

reposicio simultanea por medula 6ssea no canal medular e restauracao completa

do trauma.
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