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RESUMO

Os biocimentos de fosfato de célcio apresentam alta osteocondutividade, facilidade
de moldagem e manipulagdo, além de excelentes biocompatibilidade e bioatividade.
No entanto, sua utilizacdo é limitada a aplicacbes de baixa carga, devido
principalmente a sua baixa resisténcia mecéanica. Este trabalho teve como objetivo
desenvolver e caracterizar biocimentos a partir de bioceramicas de fosfato de célcio
obtidos por precipitacdo em solucdo aquosa, mediante a incorporacao de diéxido de
silicio nanométrico. Os biocimentos foram produzidos em laboratério com a adi¢ao
de diéxido de silicio nanométrico (nas propor¢cdes de 10%, 20%, 30% e 40% em
peso) ao beta fosfato tricalcio nanométrico. As amostras foram caracterizadas por
difracdo de raios X, espectroscopia no infravermelho, microscopia eletrbnica de
varredura, teste de pH, ensaio de resisténcia mecéanica por compressao diametral e
caracterizacdes bioldgicas. Com os resultados de raios X foi possivel identificar os
picos representativos da brushita, do beta fosfato tricalcio, além de tragos de silicato
tricalcio e carbonato de calcio. Observa- se que o aditivo interfere na dissociacao do
beta fosfato tricalcio para a formacéao da brushita, e favorece a formacéo do silicato
tricalcio, que reduz a dissociacdo do beta fosfato tricalcio. Na andlise de
infravermelho foi possivel identificar os grupos funcionais dos fosfatos e as bandas
de dioxido de silicio presentes nos biocimentos. Os resultados obtidos na analise de
caracterizacdo morfolégica apresentaram uma superficie formada por cristais de
brushita em forma de placas envolvidos por particulas aglomeradas provavelmente,
de beta fosfato tricalcio/dioxido de silicio. Os ensaios de resisténcia a tracdo por
compressao diametral nas diferentes composicdes de biocimentos mostraram que a
porcentagem de dioxido de silicio presente influencia na resisténcia mecanica do
material. Observa-se que a resisténcia mecanica aumenta com o teor do aditivo
atingindo um limite a partir do qual passa a diminuir significativamente. O pH dos
biocimentos obtidos ficou entre 6,0 e 6,5, estando préximo do intervalo de
neutralidade. Na analise de citotoxicidade os biocimentos ndo produziram alteracées
no metabolismo das enzimas mitocondriais como também na integridade estrutural
do nucleo e atividade enzimética citoplasmatica das células. No liquido corporal

simulado foi identificada a formacédo de uma apatita superficie do material, indicando



que o biocimento produzido é bioativo. De uma forma geral, os biocimentos

produzidos sé@o considerados viaveis para aplicacdes biomédicas.

Palavras- chave: Biocimentos. Bioceramicas. Fosfato tricalcio. Diéxido de silicio.



ABSTRACT

Calcium phosphate biocements exhibit high osteoconductivity, ease of molding and
handling, as well as excellent biocompatibility and bioactivity. However, their use is
limited to applications in which they are submitted to small loads, mainly due to their
low mechanical strength. This study aimed at developing and characterizing
biocements made from calcium phosphate bioceramics obtained by precipitation in
aqueous solution, with the incorporation of nanometric silicon dioxide. The
biocements were produced in the laboratory by adding nanometric silicon dioxide (in
the proportions 10%, 20%, 30% and 40% by weight) to nanometric beta tricalcium
phosphate. The samples were characterized by X-ray diffraction, infrared
spectroscopy, scanning electron microscopy, pH testing, testing of mechanical
strength by diametrical compression and biological characterizations. X-ray results
exhibited peaks identified as brushite as well as peaks representative of beta
tricalcium phosphate, besides traces of tricalcium silicate and calcium carbonate. It is
observed that the additive interferes with dissociation of beta tricalcium phosphate for
the formation of brushite, and favors the formation of tricalcium silicate, which
reduces the dissociation of beta tricalcium phosphate. In the analysis of infrared it
was possible to identify functional groups of the phosphates and silicon dioxide
bands present in biocements. Results of the morphological analysis showed a
surface formed by brushite crystals in the form of plates surrounded by agglomerated
particles (probably beta tricalcium phosphate / silicon dioxide). Tensile tests by
diametrical compression for the various compositions of biocements showed that the
percentage of silicon dioxide present influences the mechanical strength of the
material. Additions of silicon dioxide improve mechanical strength up to a certain
level, after which they become deleterious to strength. The pH of the obtained
biociments remained 6.0 and 6.5, close to the neutral range. Analysis of citotoxicity
of biocements showed that they did not affect the metabolism of mitochondrial
enzymes, neither in the structural integrity of the nucleus nor in the cytoplasmic
enzymatic activity of cells. In SBF solution, formation of an apatite on the surface of
the material indicates that the biocement produced is bioactive. In general, the

biocements produced are considered viable for biomedical applications.

Keywords: Biociments. Bioceramics. Tricalcium phosphate. Silicon dioxide.
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1 INTRODUCAO

A pesquisa em novos materiais sintéticos para uso na area medica,
ortopedia e odontologia, vem tendo grandes avanc¢os para solucionar ou amenizar
problemas relativos a salde humana. Neste contexto a pesquisa e/ou investigacdo
vem contribuindo para o aumento na expectativa de vida da populacdo. O aumento
na expectativa de vida, por sua vez, tem resultado em um crescente nimero de
casos de pacientes com osteoporose e lesdes do tecido 6sseo decorrentes da idade
avancada. Além disso, verifica-se 0 aumento do numero de lesfes do tecido ésseo,
também entre jovens, devido a traumatismos como acidentes automobilisticos e de
trabalho: o tecido fica vulneravel as fraturas, o que se deve as perdas de densidade
e resisténcia (RIBEIRO, 2003). Para utilizacdo em clinica odontologica, os materiais
sintéticos na ultima década tem representado um excelente instrumento terapéutico
nas atividades cirargicas, especialmente nas correcbes de defeitos 0sseos
(BUGARIN JUNIOR; GARRAFA, 2007).

Apés uma lesdo ou doenca, 0 0sso pode reconstruir-se por meio de
processos fisiologicos de regeneracdo ou cicatrizacdo. Ha mais de um século
esforcos tem sido feitos para encontrar materiais adequados para a restauracao ou
substituicdo do 0sso nos seres humanos. A necessidade de alternativas para o
reparo e substituicdo de tecidos vivos vitimados incentivou cientistas a buscarem
materiais sintéticos que facilitem a reparacdo 6ssea (ANDRADE; DOMINGUES,
2006).

Dentre os materiais sintéticos usados para reposicao do tecido ésseo em
aplicacbes meédicas, as bioceramicas se destacam devido a sua similaridade
guimica e estrutural com a fase mineral presente em o0ssos e dentes e
biocompatibilidade elevada. Por sua vez, os biocimentos de fosfato de calcio se
apresentam como uma alternativa clinica frente as bioceramicas de fosfato de calcio
utilizadas como material de implante por exceléncia na substituicdo e reparo do
tecido 6sseo (BOHNER, 2000). Esses biocimentos sdo constituidos por um p6é e um
liquido, os quais, ao serem misturados formam uma pasta que endurece
espontaneamente a temperatura ambiente, dando origem a um precipitado.

As grandes vantagens dos biocimentos de fosfato de calcio se devem a
capacidade de adaptacdo ao defeito 6sseo a corrigir, devido a possibilidade de

serem moldados ou injetados através de vias minimamente invasivas, conservando
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a resposta biolégica e osteocondutividade caracteristicas das bioceramicas
(BOHNER, 2000). No entanto, a sua fragilidade, baixa resisténcia mecéanica a tracao
e a flexdo e baixa resisténcia ao impacto segue sendo o principal problema dos
biocimentos de fosfato de célcio em aplicacdes clinicas onde sejam requisitadas
altas exigéncias mecanicas.

Numerosos estudos existem, voltados a melhoria do desempenho
mecanico dos biocimentos de fosfato de célcio, desde seu surgimento no mercado.
Exemplo disto sé@o realizados para regular a razéo liquido/p6, através do uso de
diferentes aditivos redutores ou aceleradores, aditivos para aumentar a resisténcia
mecanica, adi¢do de fibras de reforco, dentre outros (GARCIA et al., 1999; SANTOS
et al., 2003).

A preparacdo de biocimentos de fosfato de céalcio dopados com silica é
um campo que esta atraindo cada vez mais atencédo. A abordagem mais comum é
baseada na combinacdo de pé de fosfato de célcio com po de silicato de célcio
(HUAN; CHANG, 2009) e (ZHAO et al., 2010) ou de um liquido contendo silicato (SU
et al., 2011). A silica € um material inerte quando interage com os fluidos corporeos
e com os compostos de fosfato de calcio e, nestes casos, sdo esperadas melhorias
na bioatividade (PIETAK et al., 2007) e no potencial osteogénico do material
(CAMIRE et al., 2006). Nanoparticulas de silica foram utilizadas por Martin et al.
(2004), para estudar seus efeitos na auto-organizacdo de algumas redes de células.
Essa pesquisa indica que nanoparticulas de silica podem auxiliar na organizacéo e

crescimento celulares.

Motivacédo para o trabalho

Ha4 muitas décadas pesquisadores buscam materiais sintéticos que
possam ser usados como possiveis substitutos para o0ssos com traumas e/ou
defeituosos. Dentre os diversos materiais estudados, 0os que apresentam hoje em
dia melhores resultados nas pesquisas estdo 0os materiais compostos com fosfatos
de célcio, tendo respostas biolégicas adequadas para a restauracdo ou substituicao
do tecido d6sseo. Dentre estes materiais, 0os biocimentos produzidos a partir de
bioceramicas de fosfato de célcio, além de apresentar as caracteristicas das
bioceramicas, apresentam morfologia nanoestruturada, e, devido a essa

caracteristica possuem area superficial elevada, o que favorece a liberacao dos ions


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1742706111005228#b0105
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1742706111005228#b0110
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1742706111005228#b0110
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de Célcio e Fésforo para o meio biolodgico, melhorando a velocidade de reabsorcao e
a formacgé&o da estrutura éssea.

Assim como as bioceramicas, os biocimentos de fosfato de célcio
apresentam caracteristicas mecéanicas baixas, assim sendo, para melhorar o
desempenho mecanico e possivelmente o biolégico, incorporam-se aditivos. Dentre
os diversos aditivos estudados optou-se pelo o silicio, pois este é um elemento
essencial necessario para a formacdo do osso saudavel, e também, quando
presente na estrutura dos cristais de fosfato de calcio, geram materiais com
caracteristicas bioldgicas superiores, através da modificacdo das propriedades dos

materiais e por efeitos diretos sobre os processos fisioldgicos do tecido.
OBJETIVO

O objetivo geral do presente trabalho € o desenvolvimento e
caracterizagdo de biocimentos a partir de bioceradmicas de fosfato de calcio obtido
por precipitacdo em solucdo aquosa, mediante a incorporacdo de dioxido de silicio
nanometrico.

Objetivos Especificos:

e Produzir biocimentos a partir de formulacdes com diferentes teores de

dioxido de silicio nanométrico incorporado.

e Caracterizacgao fisica, quimica e mecanica dos biocimentos produzidos.

e Caracterizagfes bioldgicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Nanotecnologia

A nanotecnologia permite que cientistas, quimicos, engenheiros, bidlogos,
entre outros, trabalhem em niveis celulares e moleculares a fim de produzir maiores
avanc¢os na tecnologia, na ciéncia e na saude. Aplicacdes reais em larga escala de
materiais nanométricos ainda ndo sdo muito comuns. Entretanto, a exceléncia de
suas propriedades quando comparados aos seus equivalentes micro ou
macroscopico, prevéem um futuro muito promissor para este campo (NIEMEYER,
2001; HOOD et al., 2002 apud MAMANI, 2009).

O termo nanotecnologia refere-se ao estudo e a utilizacao de tecnologias
gue envolvem a criacdo e manipulacdo de materiais para o desenvolvimento de
novos produtos, que tenham ao menos uma de suas dimensdes fisicas menores
gue, ou da ordem de, algumas dezenas de nandmetros, de modo a explorar novas
caracteristicas muitas vezes mais eficientes. O nanémetro corresponde a bilionésima
parte de um metro, ou a divisdo do metro em um bilhdo de partes, ou seja, 1nm é
igual a 10° m (MATOS; SANTOS; BARBOSA, 2011).

O interesse por materiais nanomeétricos ou nanoparticulas vem das
mudancas significativas nas propriedades dos produtos obtidos, as quais estédo
associadas as caracteristicas, tais como: grande aumento de solubilidade, enormes
mudancas nas propriedades de difusdo, grande estabilidade microestrutural em
relacdo ao crescimento de grdo, aumento da resisténcia mecanica em materiais
frageis, diminuicdo no tamanho de falhas, super plasticidade e otimizacdo de
propriedades magnéticas. Estas melhorias sdo encontradas em casos especificos e
estdo longe de ser uma regra geral (CARRENO et al., 2008).

A nanotecnologia aproveita-se das novas propriedades que surgem nos
materiais em escala nanométrica para desenvolver produtos e dispositivos para
varios diferentes tipos de aplicacbes em diversos setores, tais como, a saude,
guimica, engenharia, comunica¢do, entre outros, alguns exemplos de aplicacéo
pode ser observado na Tabela 1 (MATOS; SANTOS; BARBOSA, 2011).
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Tabela 1 — Setores de aplicagao das nanotecnologias.

Setor de Atividade Alguns exemplos de aplicagao atual

Quimico Pigmentos, po6s ceramicos, inibidores de
corrosao; catalisadores multifuncionais; vidros
anti-riscos e auto-lavaveis; Téxteis e
revestimentos antibacterianos e ultra-
resistentes, isolamentos térmicos.

Engenharias Células fotovoltaicas de nova geracdo; novos
tipos de baterias; janelas inteligentes;
materiais isolantes mais eficazes.

Saude e cuidados meédicos Aparelnos e meio diagnéstico com
nanodeteccdo; terapia genética; nano-
implantes e proteses.

Cosmética Cremes solares transparentes, maquiagem

mais duradoura.

Fonte: MATOS; SANTOS; BARBOSA, 2011.

Portanto, mais que a procura pelo simples beneficio direto da reducéo de
tamanho, a grande motivacdo para o desenvolvimento de objetos e dispositivos
nanomeétricos estd no fato de que novas e incomuns propriedades fisicas e
guimicas, ausentes para 0 mesmo material quando de tamanho microscopico ou
macroscopico, sdo observadas nessa nova escala. Por exemplo, uma amostra de
um material metalico, naturalmente condutor de eletricidade, pode se tornar isolante
em dimensdes nanométricas (MELO; PIMENTA, 2004).

2.1.1 Nanoparticulas

Nos possiveis mecanismos de formacdo de nanoparticulas, estdo
envolvidas as etapas de nucleacdo e crescimento, etapas estas muito importantes
na construcdo e producdo de materiais nanoestruturados. Embora ainda ndo se
conhecam completamente estes mecanismos, devido a sua complexidade, é
indispensavel estudar essas etapas e assim alcancar a habilidade de controlar sua
distribuicdo de tamanho (HE, 2001).
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Muitas rotas podem ser usadas na preparacdo de particulas
nanomeétricas. As mais comuns sao as reacdes quimicas em solugcdo, que tem se
desenvolvido significativamente. Dentre estas reacbfes, esta a sintese por
precipitacdo (formagdo de um sélido), na qual processos como nucleagao,
crescimento e aglomeracdo das particulas ocorrem simultaneamente (CUSHING;
KOLESNICHENKO; O'CONNOR , 2004).

Devido a dificuldade de isolar cada um dos processos envolvidos nas
reacdes de precipitacdo para estuda-los separadamente, seus mecanismos
fundamentais ndo sdo conhecidos completamente. A teoria que envolve essas
reacdes nao é um assunto muito facil, entretanto podem-se resumir as suas
principais caracteristicas como (CUSHING; KOLESNICHENKO; O'CONNOR , 2004):

» 0s produtos das reacOes de precipitacdo sdo geralmente espécies
pouco soluveis (sob condicdes de supersaturacdo); estas condicOes
determinam que a nucleacdo seja uma etapa fundamental nessas
reacoes e que um grande numero de particulas pequenas sera
formado;

» processos secundarios, como amadurecimento de Ostwald (fenémeno
pelo qual particulas muito pequenas sédo essencialmente consumidas
pelas particulas maiores, durante o processo de crescimento) e
agregacao, afetardo significativamente o tamanho, a morfologia e as
propriedades dos produtos;

» as condicbes de supersaturacdo fundamentais para induzir a
precipitacdo sdo comumente o resultado de reacdes quimicas. Dessa
maneira, quaisquer condi¢cdes de reacdo, como taxa de adicdo de
reagentes, tipo de redutor, uso de estabilizante e taxa de agitacao,
podem influenciar o processo de mistura e podem ser relevantes no
controle do tamanho, morfologia e distribuicdo de tamanho da
particula.

Uma das condi¢des para se utilizar uma amostra em varios estudos e em
possiveis aplicacdes é que esta apresente distribuicdo de tamanho nanoparticulado.
Entretanto, essas condicbes dependem fundamentalmente dos processos de
nucleacao e crescimento que controlam o tamanho e a morfologia do sélido que sera
formado (CUSHING; KOLESNICHENKO; O’'CONNOR, 2004).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kolesnichenko%20VL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15352782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Connor%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15352782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kolesnichenko%20VL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15352782
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Connor%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15352782
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Para entendermos melhor como se dao as etapas de nucleacdo e
crescimento, consideremos uma reacdo quimica por precipitacdo, quando a
precipitacdo comeca, um grande numero de cristalitos (nucleos) é formado
inicialmente (etapa de nucleacdo), mas estes tendem a se agregar de forma rapida
para constituir cristais maiores e mais estaveis termodinamicamente (etapa de
crescimento). No que se refere a etapa de nucleacéo, o grau de supersaturacéo é a
chave para qualquer processo de precipitagdo. E conhecido que a etapa de
nucleacdo pode ocorrer de duas maneiras: nucleacdo homogénea e nucleacéo
heterogénea (CUSHING; KOLESNICHENKO; O'CONNOR, 2004).

O processo de nucleacdo homogénea envolve uma transformacao de
fase e a criagdo de uma interface entre as duas fases (liquida e sélida). Neste
processo, um pequeno numero de ions se reune para formar um solido, chamado de
embrido, ions sdo adicionados e subtraidos do embrido aleatoriamente, a medida
gue o embrido cresce sua energia livre inicialmente aumenta devido ao aumento de
energia superficial. Entretanto, somente poucos embrides entre os muitos formados
continuam a crescer. Eventualmente, um tamanho critico de embrido € alcancado,
além do qual a energia livre decresce com o aumento do tamanho, pois a razao
superficie-volume diminui o suficiente para vencer a influéncia da energia superficial
(COSTA, 1988).

Na nucleacdo homogénea, ndo se considera a influéncia de outros solidos
além da fase precipitante, entretanto, na prética, o efeito de impurezas é bastante
pronunciado. A presenca de impurezas no meio precipitante catalisa a nucleacao no
sentido em que esta se inicia em um nivel de supersaturacdo mais reduzido do que
0 necessario na auséncia desses elementos estranhos. As impurezas oferecem
superficies nas quais as espécies quimicas podem adsorver e, quer por difusdo na
superficie originar a formacdo de um ndcleo superficial, quer em sitios ativos
presentes iniciar o crescimento. Este tipo de nucleacdo é denominado de nucleacgéo
heterogénea (COSTA, 1988)

A nucleacdo heterogénea ocorre em um grau de supersaturacdo mais
reduzido do que aquele exigido para a nucleacdo homogénea. Assim, este Ultimo
processo é verificado somente se uma consideravel supersaturacdo for usada. A
relacdo entre a supersaturacao inicial e o numero final de particulas é crucial para a
diferenciacdo dos processos de nucleagcdo homogénea e heterogénea (COSTA,
1988).
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Quanto a etapa de crescimento das particulas, a difusdo é o principal
fator dominante deste processo. Quando um novo material € adicionado a superficie
da particula, gradientes de concentracdo e temperatura sdo fatores predominantes
gue determinam a velocidade da reacdo. A formacdo de um nudcleo estavel, através
de colisbes entre os varios atomos é possivel desde que um ndmero critico desses
atomos esteja presente no meio reacional. A probabilidade de colisdo entre o atomo
e o0 nucleo ja formado € muito maior que a probabilidade de nucleacdo. Uma vez os
nacleos ja formados, o processo de crescimento ocorre mais rapidamente do que a
nucleacdo (CHEN; HSIEH, 2002). A etapa de nucleagdo na sintese de
nanoparticulas, através de precipitacdo, deve ser relativamente rapida e a de
crescimento relativamente lenta (OLIVEIRA, 2005).

A primeira condigdo que deve ser cumprida para se obter particulas
nanometricas é que as etapas de nucleacéo e crescimento ocorram separadamente.
Dessa maneira, reacdes de precipitacdo homogénea sdo comumente utilizadas na
preparacdo dessas particulas. De um modo em geral, em rotas quimicas para a
preparacdo de nanoparticulas, as etapas de nucleacdo e crescimento sdo muito
importantes na formacéao. Neste sentido, a escolha dos precursores, meio reacional
e condicOes de sintese serdo determinantes nas caracteristicas dos materiais que
serdo obtidos (VIAU et al., 1996).

2.2 Biomateriais

O termo biomaterial foi definido por Williams (1999a) como sendo:
“Qualquer substancia (outra que nao droga) ou combinagdo de substancias, de
origem natural ou sintética, que possa ser usada por um periodo de tempo, completa
ou parcialmente como parte de um sistema que trate, aumente ou substitua qualquer
tecido, érgao ou fungao do corpo”.

Outra definicdo abrangente € a de Park e Bronzino (2002), na qual os
autores definem biomaterial como sendo todos os materiais que de modo continuo
ou intermitente, entram em contato com fluidos corp6reos, mesmo que estejam
localizados fora do corpo.

Os biomateriais apresentam trés caracteristicas (PETTO DE SOUZA,
2009):

a) Biocompatibilidade: é a habilidade de um material desempenhar com
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uma resposta tecidual apropriada em uma aplicacdo especifica (WILLIAMS, 1987b
apud ALVES, 2011).

b) Biofuncionalidade: esta relacionada a capacidade do biomaterial
desempenhar as funcdes estéticas e dinamicas desejadas no meio implantado.

c) Bioatividade: € a capacidade que o biomaterial apresenta de interagir
com tecidos vivos, estimulando o0s processos fisico-quimicos naturais ao sistema
biolégico favorecendo assim, a integracdo do biomaterial com o sistema receptor.
Caracteristica ndo necessariamente obrigatoria.

Os biomateriais podem ser: metalicos, ceramicos, poliméricos ou
compdsitos. Implantes de materiais compositos bioativos — combinagdo de
bioceramicas e biovidros, bioceramicas e fibras poliméricas, unem caracteristicas de
classes de materiais que os tornam adequados a determinados tipos de aplicagdes,
ou seja, implantes dentarios, aplica¢des ortopédicas, reparos cranianos e outros.

Quanto a resposta bioldgica, os biomateriais podem ser classificados em:

e Materiais bioinertes: esses materiais sédo tolerados pelo organismo e
praticamente nao liberam nenhum tipo de componente. Esses materiais tendem a
ser envolvidos por uma fina capsula fibrosa, praticamente inexistente. S&o0 menos
suscetiveis a causar uma reacdo biologica adversa ao organismo, por serem
guimicamente estaveis. As ceramicas bioinertes mais empregadas séo: ceramicas a
base de carbono, alumina e zircénia (CARNEIRO, 2007).

e Materiais bioreativos: 0s metais utilizados em ortopedia e em
implantodontia dominam essa classe de materiais. No entanto, a maioria dos
biomateriais metalicos ndo € bioreativo, ficando mais préxima a classe dos materiais
bioinertes. Os metais classificados como bioreativos ficam no limite entre os
materiais bioinertes e 0s bioativos. Esses metais adquirem bioatividade apdés um
tratamento de ativacdo de superficie do seu 6xido. Séo eles o titanio, o niébio e o
tantalo (CARNEIRO, 2007).

e Materiais bioativos: o material bioativo permite uma resposta biolégica
especifica na interface com o tecido vivo, possibilitando a formacdo de uma ligacéo
entre o tecido e o proprio material. Neste caso, o tecido é capaz de interagir
intimamente com o material depositando-se diretamente sobre a superficie do
mesmo sem a interven¢do da camada de tecido fibroso. A natureza dessa ligacéo
0sso-implante, no caso destes materiais parece ser do tipo quimica, sendo que

nessa ligagdo o papel fundamental parece ser feito pelos componentes organicos e
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minerais presentes no fluido do corpo humano. Dentre 0s materiais bioativos mais
usados temos: os vidros bioativos e as biocerAmicas de fosfato de caélcio
(ALBUQUERQUE, 2004).

e Materiais reabsorviveis: sdo materiais que atuam por um determinado
periodo junto aos tecidos biolégicos, e depois sdo degradados, solubilizados ou
fagocitados (processo de ingestao e destruicdo de particulas sélidas, como bactérias
ou pedacos de tecido necrosado, por células amebdides chamadas de fagdcitos,
gue tem como uma das fungbes a protecdo do organismo contra infec¢des) pelo
organismo. Este material, ap0s atuar no organismo, € eliminado sem necessidade
de outra intervencéo cirtrgica. Os mais conhecidos sdo: o fosfato tricalcio e acido
poli (acido lactico) (HENCH; WILSON, 1993 apud ALVES, 2011). Os produtos
formados pela degradacdo desses materiais ndo podem ser toxicos, pois sao
eliminados pelo metabolismo do paciente.

Atualmente os biomateriais s&o utilizados em diversas areas da clinicas,
ortopedia, odontologia e inclusive na area de farmacos. Os produtos sdo variados,
como protese ocular, substituicdo Ossea, articulacdes, valvulas cardiacas, tecido
cutaneo, protese mamaria, proteses ortopédicas e muitos outros. Na area de
farmacos existem os polimeros que liberam o medicamento de forma controlada,
conforme ele € absorvido pelo organismo (RODRIGUES, 2008).

Na odontologia, os biomateriais mais utilizados incluem: hidroxiapatita
(HA), beta fosfato tricalcio (B-TCP), polimeros e outros. A HA é um fosfato de calcio
hidratado, principal componente (cerca de 95%) da fase mineral dos 0ssos e dentes
humanos. Entre as indicacbes de uso esta o reparo de defeitos d6sseos em
aplicacdes odontoldgicas e ortopédicas; aumento de rebordo alveolar; regeneracéo
guiada de tecidos 0sseos; reconstrucdo bucomaxilofacial; reparo e substituicdo de
paredes orbitais; e substituicdo do globo ocular. O B-TCP € um tipico substituto
0sseo sintético utilizado na odontologia em uma série de casos para tratamento de
lesbes Osseas periodontais, bem como na cirurgia bucomaxilofacial, tem sido
utilizado na pratica clinica devido a sua facilidade demanipulacdo e capacidade de
regenerar quantidade adequada de osso (DANTAS et al., 2011).

Na Figura 1 podemos observar algumas aplicacdes das bioceramicas de

fosfato de célcio no esqueleto humano.
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Figura 1 — Aplicagbes das bioceramicas no esqueleto humano
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Fonte: HENCH E WILSON, 1993 apud ALVES, 2011.

2.3 Bioceramicas de Fosfato de Calcio

Os materiais ceramicos estdo sendo utilizados como biomateriais ha
muitos anos. Inicialmente a atencdo era voltada para o desenvolvimento de
materiais ceramicos que provocassem uma minima ou nenhuma reacao do tecido
guando utilizado. Com o decorrer do tempo, o desenvolvimento das técnicas e o
aumento do conhecimento na area dos materiais ceramicos, surgiram as
bioceramicas (SILVA; PEREIRA, 2012). As bioceramicas sao materiais soélidos
inorganicos quimicamente inertes, constituidos, de uma forma geral, de uma ou mais
fases descontinuas (dimensdes inferior a 150 nm), dispersas dentro de uma fase
continua (GLEITER, 1994).
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As bioceramicas de fosfato de calcio apresentam caracteristicas
mineralégicas semelhantes a apatita Ossea do esqueleto humano, boa
biocompatibilidade com o meio fisioldgico e fortes ligacbes com o tecido 6sseo. A
descoberta, por cientistas, de que a fase mineral dos 0ssos e dentes consistia de
sais de fosfato de calcio motivou pesquisas sobre o uso desses sais obtidos em
laboratérios como materiais Uteis na consolidacdo de fraturas &sseas
(ALBUQUERQUE, 2004).

O sucesso na reparacao 6ssea usando materiais ceramicos de fosfato de
calcio foi descrito pela primeira vez, em 1920, por Albee. Entretanto, somente
guando foram desenvolvidas as técnicas de conformac¢édo de materiais ceramicos, ao
redor de 1960, é que a utilizacdo dos fosfatos de calcio como biomaterial foi
consolidada. Em 1969, Levitt et al. e Monroe, em 1971, descreveram um metodo de
preparacao de uma apatita a partir do mineral fluorapatita, Caio(P04)sF2, € sugeriram
0 seu possivel uso em aplicacdes médicas e odontologicas. Em 1974 foi publicada a
primeira aplicagéo odontoldgica do beta fosfato de calcio no tratamento de doencas
periodontais (RIBEIRO, 2003).

Trabalhos relacionados a sintese de pds bioceramicos de fosfato de
célcio tem sido desenvolvidos em laboratério (YEONG et al., 2001; YOSHICO et al.,
1993), por estas apresentarem um comportamento de regeneracao do tecido 6sseo
e sua biodegradacdo acelerada, devido a superficie de area elevada. Cunha et al.
em 2006 sintetizaram, pelo método via umida, pés de bioceramicas de fosfato de
célcio e obtiveram, apoOs tratamentos térmicos em diferentes condi¢cdes de
temperaturas (600°C, 800°C e 1000°C), diferentes caracteristicas de morfologia,
observando um aumento gradual no diametro médio dessas nanoparticulas e uma
reducédo da area superficial.

As bioceramicas de fosfato de calcio ndo induzem qualquer reacao
imunoldgica ou toxica indesejavel quando implantadas no corpo humano. A insercéo
de um implante no corpo humano causa interacdes entre a superficie do implante e
os liquidos corporais. Na interface do implante, acontecem reacdes em escala
molecular do tipo dissolu¢cdo de ions do material, adsorcdo e desnaturacdo de
proteinas (KLEIN; WOLKE; DE GROOT, 1993). No caso da superficie em contato
com os fluidos corporais ser um fosfato de calcio, pode ocorrer reabsorcdo do

mesmo ou transformacdo em outro fosfato de célcio mais estavel.
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Dentre os materiais sintéticos de fosfato de calcio que apresentam
velocidade de reabsorcao apreciavel, o fosfato tricalcio (TCP), com razdo Ca/P igual
a 1,5 (Figura 2) € o mais estudado. Este material € biodegradavel e biocompativel,
sendo parcialmente reabsorvido entre seis e quinze semanas apds o implante. O
TCP ocorre em varias calcificacfes patoldgicas, como célculos dentérios e urinérios
e € o principal constituinte de céries dentarias. Pode apresentar quatro formas
alotropicas, onde as temperaturas de transicdo e a sequéncia de ocorréncia séo
(GUASTALDI; APARECIDA, 2010):

IB—TCP 112(°-1180°C NI _TCP 1430°-1470°C )al—TCP

a fase y-TCP (gama fosfato tricalcio) s6 ocorre em altas pressfes. A estrutura
cristalina e os parametros de rede de cada fase sdo apresentados na Tabela 2. A
estrutura cristalina da fase o’-TCP n&o é conhecida devido a dificuldade de
preparacdo que requer temperaturas superiores a 1430°C. Além disso, reverte a
fase a-TCP quando resfriado a temperaturas inferiores a de transicdo

(CARRODEGUAS et al., 2008).

Figura 2 — Fosfato Tricalcio.

Ca3(POy),

© Calcio
@ Oxigénio
a © Fosforo

Fonte: BASES DE DADOS DA CAPES, 2010.
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Tabela 2 — Estruturas cristalinas e parametros de rede das diferentes fases do TCP.

Fase Parametros de rede Sistema

B-TCP a=b=1,043nm Romboédrico
c=3,737nm

a-TCP a=1,287nm Monoclinico
b=2,728nm
c=1,521nm

y-TCP a=0,524nm Romboédrico
c=1,867nm

Fonte: GUASTALDI; APARECIDA, 2010.

As principais propriedades apresentadas pelo TCP incluem (GUASTALDI,
APARECIDA, 2010):

a) possibilidade de substituicbes catidnicas: a forma alotropica B-TCP

possibilita que até cerca de 15% dos fons Ca*? sejam trocados por
Mg*™ sem mudancas significativas em sua estrutura, originando o
composto denominado de B-TCP substituido por magnésio;

b) bioatividade e osteocondutividade (habilidade de um material agir
passivamente como uma ponte): as formas alotropicas a e B-TCP
exibem a mesma habilidade de osteocondugdo, porém a fase a-TCP
apresenta maior bioatividade, sendo este fato atribuido ao arranjo
estrutural desta fase que possibilita que maior quantidade de fons Ca*?
e PO4? sejam trocados com o meio biolégico;

c) biodegradacao: a utilizacdo do TCP juntamente com a Hidroxiapatita
(HA) tem sido uma alternativa viavel para aumentar a velocidade de
reabsorcdo da HA. Nestes casos, a velocidade de dissolucdo da
mistura HA/TCP é controlada pela quantidade de TCP utilizado.

O beta fosfato tricalcio (B-TCP) ndo pode ser precipitado em solucao
aquosa, estando sua obtencéo associada a transformacéo de fase em estado sélido
de hidroxiapatita deficiente em célcio submetida a temperaturas acima de 700°C
(SENA, 2004). A hidroxiapatita deficiente em calcio sintetizada é geralmente

caracterizada pela razdo Ca/P, sua razdo molar pode variar de 1,5 a 1,67. Sua
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composicdo quimica pode ser expressa pela férmula geral apresentada na Equacgéo
1. O grau da nao estequiometria depende do método de sintese empregado
(GOUVEIA, 2008).

Ca, ,(HPO,), (PO, ); ,(OH), ,.0=x =<1 (1)

Uma variedade de métodos tem sido proposta para sintetizar a
hidroxiapatita deficiente de calcio. Um dos mais utilizados € o de precipitacdo com
temperatura variando de 25° a 100°C. De acordo com a literatura, o pH inicial da
suspensao deve ser menor que 12 e, apés a sintese, o pH final obtido deve ser igual
a 5 (RAMALHO, 2006). Os processos de precipitacdo consistem na adicdo de
grupos fosfatos a suspensbes que contenham ions calcio, podendo partir de
diferentes reagentes. Uma forma de classificar os varios fosfatos de calcio é por
meio de sua razdo molar Ca/P. Vérios fosfatos de célcio que possuem razao
variando de 0,5 a 2,0 podem ser sintetizados por precipitacdo a partir solugdes
contendo ions de calcio e fosfato, sob condi¢cbes acidas ou alcalinas (KAWACHI et
al., 2000)

2.4 Cimentos de Fosfato de Calcio

Dentre os biomateriais aplicados como possiveis substitutos 0sseos, 0s
cimentos de fosfatos de célcio (CFC’s) tem despertado grande interesse em funcgéo
da excelente biocompatibilidade e bioatividade, além de seu endurecimento “in situ”,
adequando-se a pequenas cavidades sem a necessidade de dar forma as mesmas.
Os CFC’s foram descobertos por pesquisadores no inicio dos anos 80, quando eles
ao misturar alguns fosfatos de célcio com solu¢gbes aquosas produziam uma pasta
viscosa que gquando implantada endurecia dentro do organismo formando
hidroxiapatita deficiente em célcio (CDHA, Cag(HPO,4)(PO,4)sOH) ou brushita (DCPD,
CaHPO,4.2H,0), materiais biocompativeis que quando implantados sao reabsorvidos
pelo organismo dando origem a um novo tecido 6ésseo (BOHNER, 2000).

Ainda nos anos 80 Gruninger e colaboradores introduziram o termo
"cimento de fosfato de calcio”. Um cimento deste tipo pode ser preparado

misturando um sal de fosfato de célcio com agua ou com uma solu¢do aguosa para
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gue se forme uma pasta que possa reagir a temperatura ambiente ou corporal,
dando origem a um precipitado que contenha um ou mais fosfatos de calcio,
ocorrendo a pega pelo intercruzamento dos cristais deste precipitado (MACHADO,
2007). Os principais compostos utilizados nas composi¢des dos CFC’s estdo na
Tabela 3.

Tabela 3 — Compostos utilizados em composi¢cdes de CFC.

Abreviatura | Nome Formula

MCPM Diidrogenofosfato de calcio monoidratado Ca(H2P04)2H,0

DCPD Hidrogenofosfato de calcio diidratado CaHPOQO4.2H,0
(Brushita)

DCP Hidrogenofosfato de célcio (monetita) CaHPO4

OCP Fosfato octacalcio CagH2(PO4)s.5H,0

TCP (a,B) Fosfato Tricalcio Caz(POy,)2

HA Hidroxiapatita Cas(PO4)3(0OH)

TTCP Fosfato tetracalcio Cas0O(P0O.,),

CC Carbonato de calcio CaCOs;

CSH Sulfato de célcio hemihidratado CaSO0O,. H,0O

Fonte: ALBUQUERQUE, 2012.

Os CFC’s apresentam alta osteocondutividade, facilidade de moldagem,
facil manipulacdo, porém tem seus usos limitados a aplicacbes de baixa carga,
devido principalmente a sua baixa resisténcia mecanica, além da cinética lenta da
reacao de cura. A pesquisa e o desenvolvimento de cimentos mais resistentes estédo
expandindo o uso desses cimentos (BOHNER, 2000). Tem-se desenvolvido
diferentes tipos de CFC, pode-se agrupar em trés grandes categorias
(CARRODEGUAS, 2000):

a) baseados em beta fosfato tricalcio e acido fosférico (H3PO,4) ou
Hidrogenofosfato de calcio que ao reagir originam uma fase de
Hidrogenofosfato de célcio diidratado;

b) baseados em alfa fosfato tricalcio (a-TCP) que formam uma fase de
hidroxiapatita deficiente de célcio com excelente biocompatibilidade,

bioatividade e osteointegracao;
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c) baseados em fosfato tetracélcio e fosfato dicalcio, que formam uma

hidroxiapatita precipitada.

Materiais com alta resisténcia a compressdo sao desejaveis para
estabilizacdo de fraturas 6sseas cominutivas, ou para regides que requerem grande
suporte para os tecidos moles. Materiais com baixa resisténcia a compressédo podem
ser desejaveis como ponte de unido entre pequenos defeitos 6sseos como materiais
obturadores de canais radiculares ou tratamento de defeitos 6sseos periodontais
(SCHMITZ; HOLLINGER; MILAM, 1999).

Os estudos com CFC’s procuram constantemente modifica-los a fim de
melhorar a resisténcia mecanica e acelerar a cinética desses materiais. Uma das
alteracbes mais comuns que retorna resultados satisfatérios no aumento da
resisténcia mecanica e aceleracdo da reacdo de pega € a utilizacdo de aditivos,
espera-se que a dopagem com aditivos possam apresentar grandes avancos no
desenvolvimento de novos sistemas de fosfatos de calcio e também possam
melhorar a biocompatibilidade, a bioatividade, a osteoconducdo e a osteoinducao
(LEROX; PEREZ-ORDONEZ; VON SCHROEDER, 2007).

2.5 Aplicacdes dos Biocimentos

Os CFC’s foram introduzidos na pratica cirdrgica como auxiliares na
fixacdo interna para tratamento de fraturas especificas. O objetivo da utilizacdo dos
biocimentos é preencher espacos na metéafise 6ssea, reduzindo a necessidade de
enxertos 0sseos. Estudos em cadaveres demonstraram que estes cimentos
empregados junto com implantes metalicos em algumas fraturas em radio distal,
platé tibial, fémur proximal e calcaneo podem produzir boa estabilidade e melhoria
da forca de fixacdo (LARSSON; BAUER, 2002).

Os cimentos de fosfato de célcio ndo atuam como substituto permanente
do osso, apenas temporarios, sendo lentamente substituido por tecido 6sseo de
nova formacao. Esse comportamento tem sido denominado de osteotransdutividade.
A velocidade em que esse fendbmeno ocorre depende do tipo de CFC, do sitio de
implantacdo e da idade do individuo receptor, entre outros fatores. Conforme
relatado por Ooms (2003), a absor¢cdao dos CFC’s pode ocorrer de duas maneiras
distintas. A primeira seria mediada pelo processo de solucdo, no qual o implante é

dissolvido no meio fisiolégico, e a segunda seria mediada por células gigantes
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(osteoclastos), que absorveriam o cimento através de fagocitose. Entretanto, os
mecanismos exatos e fatores que causam a calcificagdo no local de implante de
CFC’s necessitam de maiores investigacoes.

Os CFC’s comportam-se in vivo de maneira semelhante as bioceramicas
de B-TCP, sdo absorvidos formando ao mesmo tempo novo tecido ésseo na
interface osso-implante. Os cimentos de fosfato de calcio reunem uma série de
vantagens que permitem seu uso como preenchimento e substituicdo de partes
danificadas do sistema 6sseo dentro as quais estao (ALVES, 2005):

a) ndo ser necessario dar forma ao preenchimento;

b) minima cavidade do preenchimento;

c) preparacdo do cimento é realizada durante o ato cirlrgico;

d) o6timo contato entre 0sso e implante;

e) biocompatibilidade;

f) bioatividade.

Existem algumas propriedades de interesse clinico que o CFC deve
cumprir como (ALBUQUERQUE, 2012):

a) auséncia de toxidade;

b) perfeita adeséo ao tecido 0sseo;

c) auséncia de propriedades alergénicas e cancerigenas;

d) facil manipulacéao;

e) o pH deve ser neutro durante e ap0s a pega para evitar os efeitos

citotoxicos;

f) dar pega e endurecer in vivo em tempos satisfatorios;

g) resisténcia mecanica apropriada e permanente;

h) ser absorvivel,condutor e estimulador da formacdo de novo tecido

0sseo.

2.6 Cimento de Hidrogenofosfato de Calcio Diidratado (DCPD)

O cimento de hidrogenofosfato de célcio diidratado, semelhante ao
desenvolvido nesta pesquisa a partir do p-fosfato tricalcio (B-TCP) e acido fosférico
(H3POy), esta entre os mais soluveis em condicdes fisiologicas e, portanto, é mais
reabsorvivel “in vivo” (BOHNER, 2000). Os biocimentos de DCPD séao sistemas de

trés componentes nos quais ions fosfato e 4gua, reagem com um fosfato de calcio
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para formar brushita, conforme as Equacdes 2 e 3. Segundo Bohner et al., em 1997,
o B-fosfato tricalcio (B-TCP) ou diidrogeno fosfato de calcio monoidratado (MCPM)
reage com acido fosférico formando brushita (DCPD) (LEAL, 2006).

Ca,(PO, ), + H,PO, +6H,0 — 3CaHPQ,.2H,0 )
B-TCP DCPD
Ca,(PQ, ), +Ca(H,PO, 2H,0 + 7H,0 — 4CaHPQ,.2H,0 ©)
B-TCP MCPM DCPD

Formulagbes baseadas na reagdo B-TCP/H3PO,4 apresentam vantagens
em relacdo as formulagdes baseadas em 3-TCP/MCPM, tais como, preparacdo mais
facil e rapida, melhor controle da composicédo quimica, propriedades fisico-quimicas
melhores, maior resisténcia mecanica devido a melhor homogeneidade, sendo que a
formulacdo da equacdo 3 € composta apenas por poés, dificultando a
homogeneizacéo dos reagentes (BOHNER et al., 1997, apud LEAL, 2006).

Segundo Arifuzzaman e Rohani (2004), se a reacdo da formacao do
DCPD ocorrer abaixo do pH 6,5, a fase de DCPD é predominante, e acima de 6,5,
h& a formacdo de OCP. Por outro lado, em condic¢des fisiolégicas DCPD e OCP séo
termodinamicamente metaestaveis e, por isso, sdo precursores da HA. Estudos de
Barralet et al., em 2004, relataram a hidroxiapatita como um reagente na formacéo
do cimento de DCPD. Os cientistas utilizaram hidroxiapatita nanocristalina
precipitada e reagiram com acido fosforico formando o cimento, conforme a Equacéao
4.

Cay (PO, ),(HPO, JOH +3H,PO, +17H,0 — 9CaHPQ, .2H,0 (4)
CDHA DCPD

As principais limitacbes do cimento de DCPD para aplicacbes clinicas
sdo: alta taxa de reabsor¢cdo “in vivo”, baixa resisténcia mecéanica e carater acido,
gue pode induzir necrose em tecidos (PRADO DA SILVA et al.,, 2001). Devido a

essas limitagbes, procura-se desenvolver materiais utilizando aditivos na sua
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composicdo. Essa dopagem com aditivos tem sido alvo de um namero cada vez

maior de estudos investigativos.

2.7 Di6xido de Silicio

O dioxido de silicio € um material inerte quando interage com os fluidos
corpéreos e com os compostos de fosfato de calcio. E um composto quimico
encontrado na natureza, também conhecido como silica, cuja férmula quimica é
SiO,. Pode existir na forma amorfa (silica vitrea) ou em algum de seus polimorfos
cristalinos que s&o o quartzo, tridimita e cristobalita que tem a mesma composi¢ao
guimica, porém com arranjos cristalinos diferentes. Os polimorfos cristalinos séo
marcados pela existéncia de arranjos atdmicos ordenados e periddicos.

Nanoparticulas de silica foram utilizadas por Martin et al. (2004), para
estudar seus efeitos na auto-organizacao de algumas redes de células. Esse estudo
indica que nanoparticulas de silica podem auxiliar na organizacdo e crescimento
celular. Em estudos desenvolvidos recentemente, os cimentos sao produzidos
baseados na combinacdo de pds de fosfato de calcio, com p6 de silicato de
céalcio (HUAN; CHANG, 2009) e (ZHAO et al.,, 2010) ou de um liquido contendo
silicatos (SU et al., 2011). O interesse inicial de dopar o cimento com o silicio era
melhorar a bioatividade e o potencial osteogénico do material (PATEL et al., 2002;
CAMIRE et al., 2006; PEITAK et al., 2007; MESTRES; LE VAN; GINEBRA, 2012).

A presenca de silica em materiais biocompativeis e bioativos, melhora a
adesado de células e a proliferacdo de osteoblastos (KIM et al., 2010). A funcéo
principal do silicio no 0sso e no metabolismo da cartilagem € a formacao da matriz,
gue € mais afetada pela deficiéncia de silicio em relacdo a formacdo de minerais
(AHN et al., 2013). Estudos anteriores utilizaram um elevado teor de silica, de 25% a
73% em peso, em cimentos de fosfato de calcio, para avaliar as caracteristicas do
material (PLAN et al., 2003), Ahn e colaboradores (2013), em trabalhos recentes
com CFC utilizaram um teor de 5% em peso de silica que se mostrou satisfatorio
para avaliar o efeito da silica no CFC, na proliferacdo e diferenciacdo de células
osseas.

Existem alguns estudos no desenvolvimento do cimento 6ésseo baseado
no a-TCP dopado com Si, porém estes ndo s&o muito conclusivos (CAMIRE et al.,
2006; LEROUX; PEREZ-ORDONEZ; VON SCHROEDER, 2007). Camiré et al.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1742706111005228#b0105
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1742706111005228#b0110

30

(2006) j& documentaram o uso de silicio no cimento a-TCP sintetizado por reacéo
em estado sélido. A presenca do silicio melhorou a bioatividade do material e
aumentou a atividade dos osteoblastos. Portanto, ha uma boa chance de que a
incorporacao de Si em CFC seja eficaz para melhorar a osteocondutividade deste
(LANGSTAFF et al.,, 2001; CARDENAS et al., 2008). Watanabe et al, em 2006,
documentaram que a presenca de dioxido de silicio em cimentos de a-TCP pode
incrementar as propriedades mecanicas do material final.

Alguns trabalhos mostram as melhorias biolégicas nos cimentos com a
presenca de silicio, embora o mecanismo pelo qual o silicio melhore a bioatividade e
a resposta celular de um material seja ainda desconhecido (BOTELHO et al., 2006).
Em outros estudos, a incorporacao de silicio favoreceu o aumento da velocidade de
dissolucdo da hidroxiapatita, tanto “in vitro” e “in vivo”, e também como refor¢co do
processo da remodelacdo 6ssea (PORTER et al., 2004; CAMIRE et al., 2006). Sabe-
se que o silicio esta envolvido na fase inicial de calcinagdo 0ssea, favorecendo o
crescimento do tecido 6sseo durante os primeiros estagios de formacédo (PORTER et
al., 2004; GOMES et al., 2010).

2.8 Testes Biologicos

A avaliacdo da adequacdo de um biocimento ou um novo material para
aplicacdes biomédicas é realizada numa tentativa de simular o desempenho do
material apdés sua insercdo no corpo humano. Essas avaliacbes compreendem
testes “in vitro” e testes “in vivo”. Para os testes “in vitro”, sédo utilizados geralmente
estudos em cultura de células e testes de bioatividade em liquido corporal simulado
(SBF). Os estudos em cultura de células normalmente compreendem testes de
citotoxicidade, medi¢des bioquimicas de atividade celular, avaliacdo de proliferacao,
crescimento e morfologia celular.

De acordo com o Orgéo Internacional de Padronizacdo (International
Standard Organization), 1ISO 10993 (1992), o ensaio de citotoxicidade “in vitro” é o
primeiro teste para avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para uso em
dispositivos biomédicos e depois de comprovada a sua ndo toxicidade € que o
estudo da biocompatibilidade do produto pode ter continuidade realizando-se os

ensaios necessarios em animais de laboratorio.
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No teste de citotoxicidade se observa o nivel de letalidade do material
para as células que define se o material € ou ndo citotoxico, seguindo normalmente
as normas ISO 10993-5, 1992; ASTM, 1992. A avaliagdo “in vitro” possibilita a
obtencédo de um resultado rapido e de baixo custo (infraestrutura), além de minimizar
0 uso de animais em pesquisa como a avaliagéo “in vivo” (RIBEIRO, 2003) que hoje
em dia é muito discutida e em muitos locais sendo proibida.

Principais vantagens dos testes “in vitro” (ARNS, 2004):

» permitem um controle preciso do ambiente fisico-quimico e das
condicdes fisiol6gicas, as quais podem ser mantidas relativamente
constantes;

» fornece um sistema homogéneo. Apés uma ou duas passagens, as
linhagens celulares cultivadas assumem uma constituicdo homogénea
ou no minimo uniforme uma vez que as células sdo aleatoriamente
misturadas em cada transferéncia e a pressao seletiva das condi¢cbes
do cultivo tende a produzir um cultivo homogéneo do tipo celular mais
Vigoroso;

» constituem um sistema econdmico e ético. Os cultivos podem ser
expostos diretamente a um reagente em concentracdes mais baixas e
bem definidas, o que permite um acesso direto as células.

» sdao relativamente faceis de serem mantidos e requerem pouco espaco
fisico.

Varios métodos “in vitro”, para avaliar a toxicidade de biomateriais, foram
padronizados utilizando-se culturas celulares. O cultivo celular compreende um
conjunto de técnicas que permite manter as células “in vitro” conservando ao
maximo suas propriedades fisioldgicas, bioquimicas e genéticas. Dependendo do
grau de preservacao da estrutura do tecido e do 6rgdo de origem e a sua duracéao,
os cultivos sédo classificados em diferentes tipos: de oOrgaos, de tecido, cultivo
primario e linhagem celular (ROGERO et al., 2003).

Nos testes “in vitro” o material fica direta ou indiretamente em contato com
uma cultura de células de mamiferos e posteriomente séo verificadas as alteracdes
celulares por diferentes mecanismos, entre 0s quais a incorporacdo de corantes
vitais ou a inibicdo da formacéo de coldnias celulares (ROGERO et al., 2000).

Nos métodos de contato direto, as células s&o colocadas em contato com

0 material em teste, sendo normalmente semeadas na forma de uma suspensao
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celular sobre o material. Ja& os métodos de contato indireto podem ser divididos em
dois tipos: aqueles em que o material a ser testado € separado das células por uma
barreira de difusdo (agar ou agarose) e o segundo tipo no qual substancias séo
extraidas do material a ser testado, através de um solvente e colocadas em contato
com as células. Nestes testes utilizam-se células de linhagens estabelecidas e
fornecidas por revendedores biolégicos ou bancos celulares ou de tecidos, como a
American Type Tissue Culture Collection (ATCC): L-929, a Balb/ 3T3 clone A31; a
MRC-5, a WI-38 e outras, devido apresentarem boa reprodutibilidade, eficiéncia e
disponibilidade (ISO 10993-5, 1992).

Outra forma de avaliacdo “in vitro”, para testar a bioatividade dos
materiais, envolve a sua exposi¢cao por um periodo de tempo em um meio simulado.
A mais comum, € a solucdo de SBF que € uma solucdo sintética fisiologica, de
composicdo proxima a do plasma sanguineo humano e é utlizada para uma
avaliacdo preliminar do comportamento do implante em ambiente corporeo (LEAL,
2006).

Fazendo um levantamento de alguns fatos da historia do SBF,
encontramos que em 1990, Abe e seus colaboradores, propuseram o método de
recobrimento de materiais bioinertes em solucao similar ao liquido corporal simulado
com o objetivo de mimetizar o processo de formacao de apatitas biologicas (método
biomimético). Este método se baseia na precipitacdo heterogénea de fosfatos de
calcio sobre os substratos de interesse. Com isso, aumenta a osseocondutividade e
potencializa o processo de osseointegracao do material implantado, melhorando a
gualidade da interface osso-implante, principalmente nos periodos iniciais da
cicatrizacdo (ALVES-REZENDE et al., 2011).

Em 2002, Barrere e seus colaboradores estudaram varias composicdes
de solugbes corporeas simuladas com o intuito de avaliar a influéncia dos ions
HCO3; e NaCl no processo de mineralizacdo dos fosfatos de célcio e notaram que a
camada de apatita formada sobre a superficie da liga Ti-6Al-4V variou de acordo
com a solucao utilizada. No ano seguinte, Oyane e seus colaboradores chamaram a
atencdo para a possibilidade de precipitacdo do bicarbonato de sédio (HCO3) nas
solucdes de SBF em que as concentracfes de ions cloro estivessem diminuidas e
as de bicarbonato aumentadas. Em estudos de 2004, Takadama e seus
colaboradores propuseram, modificagdo no SBF por meio da diminuicdo da

concentracdo dos ions ClI" e HCO3; para o nivel do plasma sanguineo humano,
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obtendo assim resultados semelhantes ao SBF convencional no que diz respeito a
reprodutibilidade e estabilidade da camada de apatita formada.

Em 2006, Kokubo e Tadakama refinaram a férmula do SBF composta por
NaCl, NaHCO3;,KCl, K3P0,4.3H,0, MgCl,.6H,O, 1.0M HCI, CaCl,, Na,SO4 e Tris
(Trisaminometano), com capacidade de formacgéo “in vitro” de camada de apatita
sobre materiais metalicos. Com o passar dos anos varias formulas foram estuda e
testadas com o objetivo de obtencdo de solugbes cada vez mais proximas das
condicdes biologicas,

Em geral, a capacidade de ligagdo de um material com o0 0sso € avaliada
examinando a capacidade de formacdo de apatita sobre sua superficie quando
imerso em fluido corporal simulado, que contém concentracdes ibnicas
aproximadamente iguais as do plasma sanguineo humano. Todo material que em
solucdo SBF seja capaz de formar apatita na sua superficie também €& capaz de
ligar-se ao 0sso vivo atraves da camada de apatita formada, desde que o material
nao contenha qualquer substancia que induza reacdes tOxicas ou de anticorpos
(KOKUBO; TAKADAMA, 2006).

2.9 Fisiologia do Osso

O tecido 6sseo pode assumir diferentes morfologias e funcdes, de acordo
com sua localizacdo no esqueleto humano. Os ossos sdo grandes armazenadores
de substancias, sobretudo de ions de calcio e fosfato (BOYLE et al.,, 2003). A
classificacdo baseada no critério histolégico admite duas variantes de tecido 0sseo:

0SS0 cortical ou compacto e 0sso trabecular ou esponjoso (SENA, 2004).

O osso cortical corresponde a cerca de 85% da massa 0ssea e um terco
do volume do esqueleto. Consiste de uma camada compacta e densa que se
localiza na regido externa dos o0ssos longos apresentando diversas lamelas
intensamente empacotadas (0steons - unidades de estrutura do 0sso compacto,
formadas por lamelas d&sseas) na forma de dutos cilindricos, dispostos
paralelamente ao eixo principal nos ossos longos. E encontrado como revestimento
de todos 0s 0ssos do organismo possuindo uma camada de espessura variavel.
Possui baixas porosidade e relacdo superficie/volume e remodela-se anualmente
cerca de 2-3% (SENA, 2004).
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O tecido Osseo trabecular ndo contém Osteons. O o0sso trabecular
corresponde a cerca de 15% da massa 6ssea e dois tercos do volume total do
esqueleto. E encontrado principalmente nas epifises dos ossos longos (Figura 3) e
nos 0ssos chatos, sendo revestido por uma camada unicelular chamada endésteo
(membrana que reveste a cavidade medular). Este 0sso possui elevadas porosidade
e relacao area/volume, o que acarreta uma maior atividade metabdlica, e remodela-
se anualmente cerca de 24% (SENA, 2004).

O tecido 6sseo é composto principalmente por (BALSAMO, 2002):

a) células — osteoprogenitoras, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos.
b) matriz extracelular:
— parte inorganica (65%) - hidroxiapatita (HA), fosfato tricalcio na forma
amorfa, com a presenca de fons substituintes tais como: COs>,Mg**,
F, Sr**, etc
— parte organica (35%) - colageno tipo | (85-90%) e proteinas nao
colagenas (10-15%) - como: osteocalcina (grande afinidade com o
fon Ca*?); proteinas morfogenéticas dsseas (BMP’s), dentre outras.

c) substancias fundamentais —como agua e outras.

Figura 3 — Estrutura do osso longo com uma ampliacéo do osso cortical.

0ss0 trabecular
wlisie /\ A ;\:fe ~ T 0sso compacto
proximal <"' ‘ catrhlaloem' N - colagem
":»\ / BlucUer S F articular
' osso enddsteo
trabecular 7
0850
cortical
difise ! | cavidade medula amarela
(. medular 'osso compacto.
J peridsteo
fibras de Sharpey’s 4
] '\ artérias nutridoras
epifese ( \
distal (e ¥

Fonte: LIFE, 2002 apud SENA, 2004.

As células osteoprogenitoras sdo células que passam por divisao celular

para produzir osteoblastos. S&o importantes no reparo do osso danificado e



35

localizam-se na camada interna do peridsteo (bainha resistente de tecido conjuntivo
que reveste a superficie do 0sso), no revestimento de cavidades medulares e no
revestimento de passagens vasculares que se estendem através da matriz
extracelular.

Os osteoblastos sdo responsaveis pela producdo da matriz ssea, rica em
colageno (principalmente do tipo I) e essencial para a posterior mineralizagédo, por
aderéncia de cristais de hidroxiapatita, de calcio, ions magnésio, potassio, sddio e
carbonato nas fibrilas de colageno (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Os ostedcitos sdo células maduras do tecido 6sseo, que derivam dos
osteoblastos, mas ndo tém a funcdo de secretar componentes da matriz como 0s
osteoblastos. Em vez disso, elas mantém as atividades diarias do tecido 0sseo, tais
como manutencdo e monitoramento da quantidade de proteina, troca de nutrientes e
outros (OLIVEIRA, 2008).

Os osteoclastos encontram-se na superficie do osso maduro tendo como
funcdo a desmineralizacdo 6ssea e a digestdo da matriz do osso. Essas células
usam acidos como o acido latico, que forma um ambiente acido onde os sais
minerais do tecido 0sseo séo dissolvidos,e enzimas para dissolver a matriz liberando
minerais no processo, chamado ostedlise (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

A matriz extracelular € uma mistura complexa de proteinas estruturais e
funcionais, glicoproteinas e proteoglicanas arranjadas numa estrutura tridimensional
Unica e especifica. Essas proteinas atuam no fornecimento de suporte e resisténcia
a tracdo, sitios de adesdo para receptores de superficies celulares e como
reservatorios para sinalizacdo de fatores que modulam tais processos, como a
angiogénese, a vasculogénese, a migracdo, proliferacdo e orientacdo celular e o
reparo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; BADYLAK, 2002).

NOs 0ss0s, 0S componentes inorganicos sao responsaveis pela rigidez e
0S componentes organicos sdo responsaveis pela elasticidade. A presenca de agua
na fase organica de todos os tecidos 0sseos promove a proliferacdo de células
O0sseas primarias e determina as propriedades mecéanicas do tecido Osseo. As
composicdes e propriedades das partes organicas e inorganicas sofrem
diferenciacdo com a idade, sexo, tipo de tecido, dieta alimentar e habitos saudaveis
ou ndo do individuo (RIBEIRO, 2003).

Defeitos 6sseos podem ocorrer por diferentes razdes, incluindo infecgoes,

doencas, tumores e traumas. A capacidade regenerativa do tecido 6sseo € limitada
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pelo tamanho da lesdo. Assim, defeitos 0sseos extensos, provocados por essas
razdes citadas, ndo se regeneram espontaneamente, representando um problema
na medicina (HERCULIAN et al., 2000).

O preenchimento de defeitos 6sseos com enxertos autdégenos (do proprio
paciente) € uma opc¢do de tratamento regenerativo, entretanto tem uma
disponibilidade limitada para enxertos, outra desvantagem € a necessidade de duas
incisbes, uma para retirar o material e outra para preencher o defeito 6sseo. Uma
outra opcao é a utilizacdo de enxerto alégeno (de outro paciente), o que geralmente
ndo é desejavel por constituir um possivel vetor de doencas. Substitutos adequados,
biocompativeis e bioativos para enxertos sdo, portanto, requeridos
(ALBUQUERQUE, 2004). Um material para ser empregado como substituto ésseo
deve ter como caracteristicas principais: uma baixa toxicidade; boas propriedades
mecanicas nas condi¢des fisiologicas; bioatividade e/ou biodegradabilidade (SENA,
2004).

2.10 Resisténcia a Compresséao Diametral

O ensaio de resisténcia a tracdo por compressdo diametral tem sido
usado por diversos autores na caracterizacao da resisténcia mecanica dos materiais
frageis (CARRODEGUAS, 2000). Geralmente os materiais ceramicos S&0 pouco
resistentes em condicfes de tracdo direta, pois as trincas microscépicas existentes
tendem a se propagar e se orientar perpendicularmente ao eixo de tracdo. Por outro
lado, a maioria das ceramicas € muito resistente a compressao, uma vez que nao
rompe por deslizamento (SPIM; SANTOS; GARCIA, 2000).

O ensaio de resisténcia a tracdo por compressao diametral conhecido
mundialmente como Brazilian Test, foi desenvolvido pelo brasileiro Fernando Lobo
Carneiro Barboza em 1968 (GOMIDE, 2005). Os ensaios de resisténcia a tracdo por
compressao diametral sdo utilizados com o objetivo de avaliar a tensdo de tracéo
maxima suportada por uma amostra, antes da ruptura (SANTANA, 2010; PIORINO
NETO, 2000). Também chamado de método indireto, geralmente considera apenas
o plano diametral da amostra testada, onde ocorrem mais tensdes. O ensaio
consiste na aplicacdo de duas forcas diametralmente opostas sobre um corpo de
prova cilindrico, produzindo uma tensao de tragdo normal ao plano de carregamento,

como mostrado na Figura 4.
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Figura 4 — Distribuicdo de tensao e secgao transversal em uma amostra submetida a

ensaio de compresséao diametral.

Fissura

vertical Grragao

Fonte: STANLEY, 2001.

No ensaio, ao comprimir um cilindro que esta entre duas placas planas,
séo geradas tensdes de tracdo e compressao, dependendo da posicao e direcdo de
observacédo na amostra. Uma distribuicdo de carga correta é importante para o teste.
A carga aplicada deve ser igualmente distribuida ao longo do comprimento do
cilindro. O trincamento ocorrera na tensdo trativa maxima, ao longo do diametro
carregado. As tensfes compressivas maximas ocorrem na superficie da amostra,
imediatamente sob as cargas, e aparecerdo como trincamento local
(ALBUQUERQUE, 2012)

A simplicidade de execucdo do ensaio e a facilidade de obtencdo de
amostras densas com geometria cilindrica tornam atrativa a avaliacdo da tenséo de
fratura por meio deste ensaio. Porém, o formalismo matematico para calcular a
tensdo maxima de fratura requer certas aproximacfes devido a complexidade do
perfil de tensGes que atuam no corpo de prova durante o ensaio (PEITL FILHO,
1995).

2.11 Analise de Variancia (ANOVA)
A analise de variancia (ANOVA) consiste em uma técnica estatistica para

comparacdo simultdnea de varias médias, provenientes de amostras distintas, €

utilizado para aceitar ou rejeitar, estatisticamente, as hipéteses investigadas durante
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a realizacdo de experimentos (VIEIRA, 2003). O propdsito basico da técnica €
comparar uma estimativa do efeito de um tratamento ou amostra com a estimativa
do erro aleatdrio. Considerando-se que o erro aleatorio é desprezivel, é possivel a
partir dessa comparacao, estabelecer se o efeito do tratamento em questao € ou nao
significativo. Para isso faz-se uso do teste de hip6tese, como o teste F (que é a
razdo entre o modelo e seu erro) das varidncias amostrais, € um critério que conduz
a decisao de se aceitar ou rejeitar a hipétese em consideracao, a partir de valores
experimentais obtidos das amostras (FREUND; SIMON, 2000). Em outras palavras,
o valor de F s6 diz se houve alguma diferenca geral entre as médias, mas nao nos
diz nada sobre quais pares de grupos possuem médias significativamente diferentes.

Como as conclusbes derivadas de testes de hip6tese baseiam-se em
curvas de distribuicdo de probabilidades, dois tipos de erros podem ser cometidos,
erro do tipo | e erro do tipo Il. O erro do tipo | ocorre ao se aceitar a hipotese inicial
Ho quando esta é falsa. A probabilidade de se cometer um erro desse tipo pode ser
controlada pela selecéo da confianca estatistica desejada na realizacdo do teste de
hipéteses. Dessa forma, se a confianca escolhida for de 99%, a probabilidade de se
aceitar uma hipotese falsa € de 1%, que é igual ao nivel de significancia do teste,
denominado de a (FREUND; SIMON, 2000).

A rejeicdo de Ho, quando esta € uma hipotese verdadeira € conhecida
como erro do tipo Il. A probabilidade de se cometer um erro desse tipo depende do
tamanho da amostra, do desvio padrdo amostral e da magnitude da diferenca entre
médias necessaria para se aceitar a hipotese nula, segundo a qual as médias sao
diferentes. Amostras muito pequena podem levar a um erro do tipo Il, principalmente
guando a diferenca observada entre as médias for muito pequena (FREUND;
SIMON, 2000).

No método ANOVA, considera-se que qualquer observacdo aleatoria
possui trés componentes: o efeito comum, o efeito do tratamento e o erro aleatdrio.
O efeito comum € um valor constante presente em todas as observacdes. O efeito
do tratamento consiste de uma parcela fixa ou aleatéria, que varia de acordo com a
condicdo experimental considerada. Quanto ao erro, trata-se de uma quantidade
aleatdria ndo previsivel, cujo valor esperado é zero (VIEIRA, 2008).

O modelo matematico que descreve a origem da variacdo em cada uma
das observagbes tomadas aleatoriamente de uma populagdo dividida em k

tratamentos é dado pela Equacéo 5.
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onde:

> Y;; = i-ésima observacéo aleatoria do j-ésimo tratamento;
> u = efeito comum ou média da populacgéo;
> 1; = efeito devido ao tratamento j;

> ;= erro aleatdrio na i-ésima observacgéo do j-esimo tratamento.

Sendo u; a média do tratamento j, o efeito do tratamento j (z;) € dado pela

diferenca entre a média do tratamento j e a média da populacdo, de acordo com a
Equacao 6, e o erro aleatorio na i-ésima observacdo do j-ésimo tratamento é dado
pela diferenca entre o valor da observagcdo e a media do tratamento ao qual

pertence a observacdo em questao, conforme Equacéo 7.

Ti=Hj—H (6)

& =Yij T Hj (7)

A Tabela 4 resume as notacdes e o formato utilizado para organizacao
dos dados necessarios a aplicacdo do método de analise de variancia ANOVA
(GARCIA DIAZ; PHILLIPS, 1995).

Tabela 4 — NotacgBes e organizacdo dos dados para aplicacdo do método ANOVA.

Tratamentos

i=1  j=2 j=3 .j j=m1  j=m

Y11 Y12 Y13 Yi  Yim1 Yim

Y21 Y22 Y23 Yo Y2m-1 Yom

Yri,1 Yro, Yras3 Yrij  Yrmim1 YTm,m
Total T1 T2 T3 Tj Tm—l Tm
Tamanho da amostra r r r f Mm-1 'm
Média amostral Y, \: Y3 Y, Y1 Ym

Fonte: GARCIA DIAZ; PHILLIPS, 1995.



40

Sejam as definigdes:

m
totalgeral =T = Z T; (8)
j=1
m
namero total de observagdes = N = Z T 9
j=1

(10)

média total =Y =

=3

O desvio total Y;; — u (Equagao 11) pode ser dividido em duas parcelas: o
desvio da média do tratamento j em relacédo a media total da populagao, ou seja, t;,

e 0 desvio da i-ésima observacdo do j-ésimo tratamento em relacdo a média do

tratamento correspondente, denominado de ¢;;.
Yij_uzrj-l_gij (11)
Como os parametros populacionais ndo sao conhecidos utilizam-se o0s
valores amostrais estimados de acordo com as definicbes apresentadas nas
Equacdbes (8), (9) e (10) para obtencdo do desvio total, que dessa forma pode ser
expresso pela a Equacao 12:
V=Y =0 =1+ (¥;-7)) (12)
Para levar em consideracdo apenas a magnitude da variacao

independentemente do sinal algébrico, calculam-se os quadrados das diferencas,

conforme Equacgao 13.
(Vg —7) =@ -2+ (v - 7)) + 277 - D)(¥, - ) (13)

Somando-se em i e j, tem-se a Equacéo 14:
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ZZ(YU _17)2 ZZZ(Y—]_?)Z_l_ZZ(YU_Y_])Z_l_

J J

+ZZZ(Y_J—?)(1®—Y_J) (14)

O ultimo termo da Equacao 14 € nulo, como pode ser visto pela Equacéo
15.

D DT -Dty =7 =) T -1 (¥ -T5) =
i Ji j

= Y (@7 -D) ¥ = 1¥7) =0 (15)
J

Definindo-se as seguintes somas de quadrados:
=\ 2
SQeotat = ). Y (Y= 7) (16)
j i

SQtratamento = z Z(Y_] —Y)? (17)
j i

SQerro ). Y (% =T3)" (1)
j i

pode-se escrever a equacao fundamental da anéalise de variancia, Equacao 19.

SQtotat = SQtratamento = SQerro (19)

Introduzem-se entdo trés estatisticas adicionais, denominadas de
guadrados meédios (QM), definidas como o quociente entre cada soma de quadrados
e seu respectivo grau de liberdade (GL). O niamero de graus de liberdade consiste
em uma medida da independéncia dos valores utilizados para determinag¢do de uma

estatistica.
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SQtotal
QMtotal = N t_Otti (20)
SQt t t
QMtratamento = % (21)
Y
QMerro = (22)

O quadrado médio total (QM,,:;) representa a variancia total dos dados.
O numero de graus de liberdade total (GLytw) € calculado pelo numero total de
observacbes menos um, N —1, em virtude da restricdo imposta pelo calculo da
média total (Y ), que implica a perda de um grau de liberdade.

Da mesma forma, os quadrados médios QM gtamento €© QMerro
representam estimativas das variancias entre tratamentos e dentro de cada
tratamento, respectivamente, obtidas dividindo-se as somas de quadrados pelos
respectivos numeros de graus de liberdade. Como o objetivo € comparar as
variancias entre tratamentos, o quadrado médio que representa a variacdo dentro do
tratamento ou amostra € chamado de erro experimental (VIEIRA, 2008).

O numero de graus de liberdade entre tratamentos, ou entre amostras, €
igual ao numero de tratamentos menos um (GLyatamentos = m — 1) € 0 nimero de
graus de liberdade dentro de cada tratamento, ou dentro de cada amostra, é igual ao
namero de tratamentos vezes o numero de réplicas por tratamento menos um, ou
seja GLero = mx (r —1). O numero de graus de liberdade dentro do tratamento ou
amostra pode também ser calculado pela diferenca entre o niumero de graus de
liberdade total (GLwtw = N — 1) € 0 numero de graus de liberdade entre tratamentos
(GLyratamentos = m — 1), obtendo-se dessa forma GLero= N — m.

A comparacdo das variancias entre tratamentos é feita comparando-se
valores de quadrados médios, admitindo-se uma hipétese inicial Hp de que as
médias dos tratamentos ou amostras sdo diferentes (Ho# Y1 # Yo #.....# Y ). Se 0
guadrado médio entre tratamentos apresentar valor bem superior ao quadrado

médio dentro dos tratamentos, a hipotese de pesquisa, segundo a qual as médias
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comparadas sdo iguais, poderd ser rejeitada, confirmando-se a hipétese nula Hg
(VIEIRA, 2008).

Essa comparacao deverd ser feita com rigor mateméatico, fundamentando-
se na teoria da probabilidade (CARPINETTI, 2000). A estatistica utilizada para testar
diferencas entre médias € a “estatistica F’, determinada pela raz&o entre dois
guadrados médios ou duas variancias, conforme Equacao 23, na qual v; representa
o grau de liberdade do quadrado médio 1 (QM1) e v, o0 grau de liberdade do
quadrado médio 2 (QM2).

oM,
FV1,V2 = QM2 (23)

O teste F de Snedecor baseia-se na comparacédo do valor de F calculado
a partir dos resultados observados (Equacdo 24) com valores de F tabelados,
obtidos a partir de uma distribuicdo de probabilidades da razdo entre variancias de
duas amostras, extraidas aleatoriamente de uma mesma populacdo com distribuicdo
normal. Sao tabelados valores de F em funcéo do nivel de significancia e dos graus
de liberdade das variancias do numerador e do denominador (v; e vy,
respectivamente). O nivel de significancia a é igual a um menos o nivel de confianca
adotado. Niveis de significancia usualmente aceitos sdo a = 0,01; 0,05 ou 0,1,
correspondentes a niveis de confianca ou probabilidades de 99%, 95% e 90%,
respectivamente (PIRATELLI FILHO, 1997). Dessa forma, o valor de F tabelado é

representado na forma F,, ,,, sendo denominado de valor critico de F.

QMtratamento
Fooinem =————— 24
m 1,N m QMerrO ( )

Se o valor de F calculado for maior do que o valor tabelado pode-se
afirmar com uma confianca de [(1 - a) 100]% que as médias sdo diferentes e
portanto aceita-se a hipotese nula.

O resumo dos resultados da andlise de variancia geralmente mostra-se

no formato apresentado na Tabela 5.



Tabela 5 — Quadro de andlise de variancia (ANOVA).
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Fonte de Graus de Soma de Quadrado Razéao entre
variagcao liberdade quadrados médio QM
(GL) (SQ) (QM) (F)
Variacao entre
tratamentos m-—1 SQ¢ratamento SQtrat QMyyar
QMg = —— F=
m-—1 QMerro
Variagao dentro
de cada N-—-m
tratamento ou SQerro SQerro
QMerro = N —
(erro) mx (r—1) m
Variacéo total N-1 SQtotal

Fonte: Adaptado de DOWNING; CLARK, 2000.

Para que os resultados obtidos da analise de variancia sejam validos, €

necessario que os dados apresentem distribuicdo normal e que as variancias dentro

das amostras sejam aproximadamente iguais. Além disso, as variaveis devem ser
aleatorias (DOWNING; CLARK, 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

Este capitulo apresenta uma descricdo da metodologia utilizada na
elaboragdo dos biocimentos desenvolvidos nesta pesquisa.

3.1 Reagentes usados para preparacao dos biocimentos

Neste trabalho foram utilizados os seguintes reagentes:

e Hidroxido de célcio P.A. (Merck) - Ca(OH),, Lote: 38493147;

e Acido fosforico (Orto) (Merck) - HsPO,4 Lote: K39541273;

e Acido lactico P.A. (Merck) - C3HgO3 Lote: K40190566;

e Hidréxido de amoénio P.A. (Merck) - NH,OH, Lote: SZBB1600V;

e Dioxido de silicio nanomeétrico (Aldrich) - 10 — 20 nm, Lote: MKBL8542V;

e Agua deionizada.

3.2 Obtencao dos pos para a utilizacdo na formulacdo dos Biocimentos

As apatitas foram produzidas por precipitacdo em meio aquoso ho
laboratério de Biomateriais da UFC, utilizando 200 ml das seguintes solu¢des: 0,6M
de Ca(OH),, 0,4M de H3PO,4 e 1M de CH3;CH(OH)COOH.

Em um béquer foram adicionadas as solucbes de Ca(OH),,
CH3CH(OH)COOH e H3PO,, sob agitacdo constante durante o periodo de 1 hora, a
temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado NH,OH para a precipitacdo de
pos em pH 8. Apds a adicdo de NH4OH, as suspensdes foram envelhecidas durante
24 horas. Ao término do periodo de envelhecimento, os precipitados foram filtrados,
adicionando-se abundantemente agua deionizada para a retirada do excesso de
NH,OH.

Os pos filtrados foram secos em estufa a 80°C por 24 horas, em seguida
desagregados em almofariz de &gata. No final do processo, os pds foram
sinterizados a temperatura de 1200°C durante 1 hora, a uma taxa de aquecimento

de 10°C/min, em forno mufla, obtendo-se o B-TCP conforme as seguintes reacoes:
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(25)

9Ca(OH),, +6H;PO,,, — Ca,(HPO,)(PO,);.OH ,,, +17H,0,

4

Ca, (HPO,)(PO,);OH ,,, ——>3Ca,(PO,),, + H,0 (26)

(aq)
Os resultados das caracterizagdes de difragdo de raios X, espectroscopia

de infravermelho e BET dos p0s sintetizados encontram-se no Apéndice A.
3.3 Elaboracgéo dos Biocimentos

Para a preparacdo dos biocimentos de DCPD/ B-TCP foi determinada
uma relacao liquido/pé que ndo comprometesse o comportamento dos biocimentos
produzidos. Os parametros utilizados foram manuais e visuais, procurando-se obter
uma pasta coesa, ndo muita liquida, para facilitar a moldagem dos corpos de prova
(ALBUQUERQUE, 2012). A relacao liquido/p6 utilizada para este estudo, depois de
ter moido para uma melhor homogeneizacéao, foi de 0,45 mL/g.

O aditivo usado neste estudo foi escolhido apds uma analise dos aditivos
mais empregados na literatura. O didxido de silicio foi escolhido, devido a sua
capacidade de melhorar as propriedades biologicas e fisicas do material conforme
citado na revisdo bibliografica (BOTELHO et al.,, 2006; PIETAK et al., 2007;
CARDENAS et al., 2008 ). As caracteriza¢cfes do aditivo encontram-se no Apéndice
A.

Os biocimentos foram preparados no laboratério de Biomateriais da UFC,
com e sem aditivo para avaliar suas propriedades quimicas, fisicas e biolégicas. As
concentracfes usadas de didxido de silicio foram 10%, 20%, 30% e 40% em peso. A
concentracdo de 40% foi utilizada para as analises de compressao diametral e teste
de pH.

Numa jarra de poliacetal, os pos e aditivos foram adicionados. Em
seguida realizou-se a homogeneizacdo mecéanica num moinho de alta energia da
marca Fritisch modelo Pulverisette 6 utilizando esferas de Zirconia, por 30 minutos a
350 rpm. Depois a mistura foi transferida para um becker onde foi adicionado o
liquido (solucédo de &cido fosférico com concentracdo 2,0 M).

Apés trés minutos, a mistura resultante foi transferida para moldes de

polimero Teflon® em formato de cilindros com 6 mm de altura e 12 mm de diametro.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1742706111005228#b0090
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Os corpos-de-prova foram desmoldados apos 2 horas e deixados em temperatura
ambiente. O fluxograma das etapas de preparacado dos biocimentos se encontra na
Figura 5.

Figura 5 — Fluxograma das etapas para a obteng&do dos biocimentos.

Solucdo Solucao Solucdo
H3:PQOs — Ca(OH)z —  CH3CH({OH)COOH
0.4M 0.6M ™

NH+OH

Pds precipitados
pH &

Pas precipitados pH 8
sinterizados 1200°C

B-TCP di6xido
1200°CH1hora de silicio

moagem
J0min 350 rpm

HaPO4
2M

Biocimentos
0%,10%, 20%,
30% e 40%

Caracterizactes

Fonte: PROPRIO AUTOR.
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3.4 Caracterizacéo dos Biocimentos

3.4.1 Difracéo de Raios X

As amostras foram caracterizadas por difragdo de raios X em um
Difratbmetro de Raios X, marca Rigaku (DMAXB) do Laboratério de Raio X do
Departamento de Fisica da UFC, com tubo cobre operando com voltagem de 40 KV
e uma corrente de 40 mA. Para realizacdo das analises os materiais foram
colocados na cavidade de um suporte utilizado como porta-amostra. Os
difratogramas foram obtidos varrendo a faixa de 5° - 70° para os biocimentos. A
difracdo de raios X foi utilizada para a determinacéo das fases cristalinas formadas.

3.4.2 Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros de espectroscopia de infravermelho foram obtidos
utilizando-se um espectrometro Nicolet 800 associado a uma célula MTech PAS do
Laboratério de Bioinorganica do Departamento de Quimica da UFC. Os espectros
foram obtidos a 4 cm™ com resolucdo de uma média de 128 varreduras. A camara
de amostra da célula PAS foi evacuada com gas hélio e seca empregando-se
percloreto de magnésio como agente desumidificante. A técnica possibilita a

caracterizacao dos grupos funcionais caracteristicos presentes nas amostras.

3.4.3 Microscopia Eletrénica de Varredura

A analise microestrutural foi realizada em microscépio eletrénico de
varredura Philips modelo XL-30 do Laboratério de Caracterizacdo de Materiais do
Departamento de Engenharia Metalurgica da UFC. A amostra foi fixada com fita de
carbono dupla face em um suporte e recoberta com uma fina camada de carbono
realizada em evaporador de vacuo Bal-Tec.A microscopia permitiu obter dados

sobre a morfologia do material.
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3.4.4 Determinacao do Potencial Hidrogenidonico (pH)

As amostras foram submersas em um Becker contendo agua deionizada
a temperatura constante de 37°C, com uma relagéo liquido (dgua deionizada) /sélido
(biocimento) 10:1, no laboratério de Biomateriais do Departamento de Engenharia
Metallrgica e de Materiais da UFC. O pH das amostras foi determinado apés 24
horas em um pH-Metro digital marca QUIMIS, modelo Q-400A. Antes de cada
medida o pH-Metro foi calibrado com solu¢des tampao Merck para pH 4 e 7. Foram
realizadas (n=7) de cada material para o teste.

3.4.5 Ensaios de Resisténcia a Compresséao Diametral

Para o ensaio de compressdo diametral foi utilizado o equipamento
universal de ensaios da marca Instron modelo 4443 do Laboratério de Odontologia
da UFC. O ensaio foi realizado em cilindros de 6 mm de diametro e 12 mm de altura
com velocidade de 1 mm/min. Para a determinacdo dos resultados do ensaio
mecanico foi utilizada a equacao 27. Foram realizadas (n=7) de cada material para o
teste. Os calculos de resisténcia a tracdo por compressao diametral foram feitos
segundo a norma da ABNT - NBR 7222/94 (GOMIDE, 2005).

Ow =7 (27)

Onde “oy € a tensdo limite de resisténcia a tragcdo (MPa), “P” é a carga de ruptura

(N), “d” é o didmetro da amostra (mm) e “h” a altura do corpo-de-prova (mm).
3.4.6 Testes Bioldgicos
3.4.6.1 Teste de Citotoxicidade do Biocimento
O estudo de citotoxicidade do biocimento foi realizado no Departamento

de Histologia da Universidade de Granada, na Espanha seguindo os seguintes

protocolos do laboratdrio:
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a) Preparacdao dos blocos de biocimento para ensaios de

citotoxicidade

Os biocimentos foram seccionados em blocos com tamanho de 0,5 x 0,5 x
0,5 cm. Posteriormente, os materiais foram expostos a radiagdo ultravioleta para a

descontaminag&o do material.

b) Isolamento e cultura de Fibroblastos de Mucosa Oral Humana
(FMOH)

Neste estudo, cultura primaria de fibroblastos de mucosa oral humana
(FMOH) foi utlizada. Este tipo celular foi previamente usado em estudos de
diferentes biomateriais desenhados para regeneracdo 0ssea (ZHOU et al., 2013;
SAITO et al., 2013). As células foram isoladas e cultivadas de acordo com estudos
prévios descritos (SANCHEZ-QUEVEDO et al.,, 2007). Inicialmente, digest&o
enzimatica da matriz extracelular do tecido foi realizada mediante imersdao em uma
solucdo de 2% de colagenase tipo | de Clostridum hystoliticum por 10-12 horas a
37°C. Posteriormente, os FMOH foram coletados por meio de centrifugacéo, meio de
cultura Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) (Sigma-Aldrich, Germany) contendo
10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Sigma-Aldrich) e solucdo de
antibidticos/antimicéticos (100 U/mL penicilina G, 100 pg/mL estreptomicina e 0.25
Mg /mL anfotericina B (Sigma-Aldrich) foi usado.

As células foram semeadas em meio de cultura DMEM e incubadas a
37°C com 5% de CO,. Uma vez atingida a confluéncia celular de 70-90%, foram
realizados subcultivos, mediante o uso de uma solucéo de 0.5 g/L de tripsina e 0.2
g/L de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Sigma-Aldrich). Posteriormente,
ensaios especificos de citotoxicidade foram realizados. Todas as células usadas
neste estudo correspondem as trés primeiras passagens celulares. O estudo foi
aprovado pelo comité de ética local em pesquisa da Universidade de Granada,

Espanha.
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c) Ensaios de citotoxicidade

Para realizar os ensaios de citotoxicidade, 1 x 10* células foram
semeadas no compartimento inferior de placas de 24 pogos com sistema de
insertos. Apoés 48 horas, o biocimento foi colocado sobre a membrana do sistema de
insertos, no compartimento superior, e cobertos por meio de cultura DMEM. FMOH
foram expostos ao biocimento durante 1 hora, 12 horas e 24 horas. Células
mantidas em meio DMEM correspondiam ao controle. Ap6s os periodos de
exposi¢cdo ao material, os ensaios de proliferacao celular mediante o teste WST-1 e
viabilidade celular mediante o teste LIVE/DEAD foram realizados. Para ambos os
testes, diferentes medi¢cOes foram realizadas (n=7) para cada tempo de exposicao.

c.1) Analise de proliferacéo celular mediante o teste WST-1

Para a avaliacdo da proliferacdo celular, o parametro de funcéo
mitocondrial foi analisado mediante o teste colorimétrico de WST-1 (Roche,
Germany). Depois dos periodos de exposicdo especificos, o sobrenadante foi
retirado, as células foram lavadas com tampéao fosfato salina (PBS - phosphate
buffered saline), e incubadas com o reagente WST-1 diluido em meio de cultura na
proporcao de 1:10, durante 4 horas a 37°C. Absorbancias foram quantificadas nos
comprimentos de onda 450 nm — 690 nm em um leitor de placa UVM 340 (Asys,
Cambridge, UK).

c.2) Analise da viabilidade celular mediante o teste LIVE/DEAD

Para a avaliacao da viabilidade celular mediante a verificacdo da atividade
de esterase intracelular e da integridade das membranas plasmatica e nuclear, foi
utiliado o kit comercial LIVE/DEAD (Life Technologies, Carlsbad, CA). O kit contém
dois corantes fluorescentes: a calceina para marcar de verde as células vivas, e 0
homodimero de etidio-1 para marcar de vermelho as células danificadas ou mortas.
Depois dos periodos de exposicdo especificos, o sobrenadante foi retirado, as
células foram lavadas com PBS e incubadas durante 15 min com a solucéo
previamente preparada do kit LIVE/DEAD. Posteriormente, a solucao foi retirada e

as células observadas em um microscépio de fluorescéncia (Nikon Eclipse 90i,
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Nikon, Japan). As imagens foram analisadas pelo programa ImageJ
(MacBiophotonics, Ontario, Canada) para quantificar o numero de células mortas e
vivas como previamente descrito (MARTIN-PIEDRA et al., 2013; OLIVEIRA et al.,
2014).

3.4.6.2 Estudo In Vitro dos Biocimentos

A avaliagdo In Vitro dos biocimentos, foi realizada no laboratorio de
Biomateriais do Departamento de Engenharia Metallrgica e de Materiais da UFC, a
avaliacdo foi feita em solucdo SBF (liquido corporal simulado). A solucao foi
preparada no Laboratério de Tecnologia da Biomassa da Embrapa, segundo a
metodologia proposta por Bohner e Lemaitre (2009), na qual consistiu em preparar
previamente duas solu¢cbes A e B, usando os reagentes da Tabela 6 (ALVES-
REZENDE et al., 2011). O preparo da solucdo A envolveu todos os reagentes
soélidos, com excecao de CaCl,, e a metade da solucdo de HCI prescrita, ao passo

gue a solucao B incorporou CaCl;, e a outra metade de HCI.

Tabela 6 - Quantidades de reagentes requeridas para o preparo das solucoes A e B

Massas (g)
Reagentes  Solucdo A Solucdo B
NaCl 6,213 6,213
NaHCO; 5,948
KCI 0,450

KoHPO4.3H0 0,462
MgCl,.6H20 0,622

caCl, 0,584
Na,SO, 0,144
HCI (mL) 0,850 0,850

Fonte: PROPRIO AUTOR.

Verificou-se, nas solucfes finais A e B, a transparéncia e auséncia de
cristais ou precipitados em suspensdo, bem como depdsitos de precipitado na

superficie dos recipientes, tendo em vista que SBF € uma solugéo supersaturada em
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relacdo a apatita e um método de preparacdo inapropriado pode levar a sua
precipitacao durante o ensaio (KOKUBO et al., 1990; OHTUSKI et al., 1991).

A realizacéo do teste de bioatividade seguiu os seguintes passos (KOKUBO E
TAKADAMA, 2006):

(1) Volumes iguais das solu¢cdes A e B (ver TABELA 6) foram armazenados
separadamente, em tubos falcon, hermeticamente fechados, e
acondicionados a 37+1°C em incubadora. Foram realizadas (n=7) de cada
material para o teste.

O volume necessario de SBF foi calculado através da Equacao 28:

Vs = Sa/10 (28)

Nessa equacdo, Vs € o volume de SBF (mL) e Sa a area superficial do
espécime (mm?).

(2) Preparou-se outro tubo falcon com a amostra do biocimento (quadrados de 2
cm de lado) a ser testado.

(3) Procurou-se injetar simultaneamente o contetdo das solu¢gdes A e B no tubo
falcon contendo a amostra do biocimento para, em seguida, coloca-lo na
incubadora a 37+1°C, nos seguintes periodos de tempo: 30 dias, 45 dias, 60
dias e 75 dias.

(4) A cada periodo determinado, as amostras foram retiradas, secas em

temperatura ambiente por pelo menos 24 horas.

As amostras foram caracterizadas por difracdo de raios X, para identificar as
fases cristalinas presentes e microscopia eletrénica de varredura para obter dados

sobre a morfologia de superficie das referidas amostras.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para melhor discussao dos resultados foi utilizada a seguinte simbologia.

BIOCOO0 - Biocimento sem dioxido de silicio;

BIOC10 - Biocimento com 10% em peso de diéxido de silicio;
BIOC20 - Biocimento com 20% em peso de diéxido de silicio;
BIOC30 - Biocimento com 30% em peso de diéxido de silicio;

BIOC40 - Biocimento com 40% em peso de diéxido de silicio.

Os ensaios de resisténcia a compressao diametral, ensaios de pH e o0s
testes biologicos - Teste de Citotoxicidade do Biocimento, foram analisados
estatisticamente utilizando o teste One-Way Anova (analise de variancia), este
planejamento experimental tem o objetivo ajudar a determinar os melhores valores

de cada analise. O teste One-Way Anova, utiliza o programa Origin® 8.

4.1 Difracao de Raios X dos Biocimentos

A difracdo de raios X foi utilizada na identificacdo das fases presentes em
cada biocimento produzido. Para os biocimentos de fosfato tricalcio sem o aditivo
(SiO,) foi possivel observar a presenca de brushita, beta fosfato tricalcio e carbonato
de célcio (ver Figura 6), a formacdo do carbonato deve-se provavelmente a reacéo
dos fons Ca*® com carbonato do meio, durante a reacdo de pega do biocimento.
Para os biocimentos de fosfato tricalcio com 10%, 20% e 30% em peso de dioxido
de silicio, os difratogramas indicaram a presenca da brushita (DCPD - ICSD 16132)
como fase majoritaria, a fase beta fosfato tricalcio (B-TCP - ICSD 6191) e tracos de
silicato tricalcio (CasSiOs — ICDS 201469) conforme as Figuras 7, 8 e 9, sendo que
no BIOC10 ainda foi possivel observar tracos de carbonato de calcio (Figura 7). O
CasSiOs quando presente em cimento apresenta adequados tempos de pega inicial
e final (5min — 20min), excelente biocompatibilidade e bioatividade o que sugere a
possibilidade de uso como material de implante ésseo (WANG et al., 2005 apud
ALONSO, 2011).
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Figura 6 — Difratograma de raios X do BIOCOO.
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Fonte: PROPRIO AUTOR.

Figura 7 — Difratograma de raios X do BIOC10.
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Figura 8 — Difratograma de raios X do BIOC20.
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Figura 9 — Difratograma de raios X do BIOC30.
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Nos difratogramas dos biocimentos (BIOC10, BIOC20 e BIOC30)
observa-se que, as intensidades dos picos diminuem comparadas ao biocimento
sem aditivo (ver Figuras 6 - 9).

Pelo que foi observado o aditivo esta interferindo na dissociagdo do 3 —
TCP para a formacdo da brushita, e estd favorecendo a formacdo do silicato
tricalcio. A presenca do silicato tricalcio atua reduzindo também a dissociacéo do 8 —
TCP, possivelmente pela formacdo do gel (silicato de calcio hidratado) na sua
superficie, o que prejudica a formacdo de brushita, fato também citado por Ferreira
(2009) e Alonso (2011) que adicionaram o Ca3SiOs em biocimento de alfa fosfato
tricalcio. A identificacdo dos picos do CasSiOs € dificultada muitas vezes, devido a
sobreposi¢cao dos seus picos com 0s picos dos outros compostos.

A presenca da fase B — TCP néo é considerada indesejavel, pois o B -
TCP presente em pequenas quantidades pode vir a favorecer, nos ensaios
biologicos. Segundo Alkhraisat (2008) o biocimento brushita tem o processo de
degradacdo muito rapido no liquido corporal, e essa rapida degradacdo pode
resultar na formacéao do osso imaturo. Esse problema pode ser resolvido através da
adicdo de granulos B - TCP, que serve como uma ancora para 0 0SSO e promove a
formacéo do osso maduro.

E importante também salientar que Albuquerque (2012) explicou a
existéncia da fase B - TCP nos biocimentos de brushita como sendo uma alternativa
para se obter uma pasta de biocimento de facil manipulacdo e mais resistente. Por
isso utiliza-se uma quantidade de acido ortofosforico inferior a estequiométrica

impedindo que a reagao ocorra de maneira completa.

4.2 Espectrogramas de Infravermelho dos Biocimentos.

Por meio da espectrometria de infravermelho foi possivel identificar
gualitativamente os grupos de fosfato e de dioxido de silicio formados nos
biocimentos. De um modo geral foram identificados, os grupos funcionais fosfatos,
agua e carbonatos em todas as amostras. Entretanto a presenca do grupo carbonato
deve-se possivelmente ao fato de que as sinteses foram realizadas ao ar
atmosférico, e ndo em uma atmosfera inerte, fato também citados por Santos (2002)

e Albuquergue (2012) em suas pesquisas.
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Nos espectros dos biocimentos, na regi&o situada entre 3700 e 2600 cm,
sdo encontradas as bandas vibracionais de 3538 e 3486 cm™, indicando a presenca
da molécula H,O fisicamente adsorvida. Esta presenca da agua adsorvida também é
confirmada na banda em torno de 1650 cm™. Como foi citado anteriormente também
foi possivel identificar o grupo carbonato (COs;?), através da banda situada
aproximadamente em 875 cm™* (OLIVEIRA, 2008) (ver Figuras 10 — 13).

Figura 10 — Espectrograma de infravermelho do BIOCO00
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Figura 11 — Espectrograma de infravermelho do BIOC10.
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Figura 12 — Espectrograma de infravermelho do BIOC20.
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Figura 13 — Espectrograma de infravermelho do BIOC30.
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Fonte: PROPRIO AUTOR.

As bandas vibracionais entre 480 - 1200 cm™, estdo associados ao
grupamento fosfato (PO43), verifica-se o modo de deformacdo anti-simétrica dos
fosfatos v4(PO4°) em 528 cm™, o estiramento simétrico dos fosfatos vi(PO4>) em
980 cm™. Observou-se também nesta regido que as bandas caracteristicas do

diéxido de silicio (473 e 1109 cm™) se sobrepdem as bandas dos fosfatos nos
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biocimentos, caso observado por outros autores que trabalharam com fosfatos de
calcio e dioxido de silicio (SILVA, 2012; BUI, 2011).

Observa-se ainda um pequeno aumento na intensidade dessas bandas
formadas, com a incorporacdo do aditivo (SiO;), como mostram as Figuras 11 - 13.
Nota-se que essas bandas se tornam um pouco mais estreitas com a presenca do
aditivo. Essas modifica¢cdes indicam um possivel aumento na cristalinidade desses
materiais (SILVA, 2012).

4.3 Microscopia Eletronica de Varredura.
Os estudos de caracterizagcdo por microscopia eletrénica de varredura,
para as diferentes composi¢des de biocimentos, mostraram uma morfologia formada

por cristais de diferentes formas, conforme ilustrado nas Figuras 14 - 17.

Figura 14 — Morfologia referente ao BIOCOQO.

Fonte: PROPRIO AUTOR.

O BIOCO00 apresenta uma morfologia formada por cristais de DCPD em
forma de placas envolvidas, provavelmente por particulas aglomeradas de 3 - TCP,
de acordo com a Figura 14. Leal (2006) e Albuquerque (2012) em seus trabalhos

apresentaram uma morfologia semelhante.



Figura 15 — Morfologia referente ao BIOC10.
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Figura 16 — Morfologia referente ao BIOC20.
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Figura 17 — Morfologia referente ao BIOC30.
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Nas Figuras 15 - 17 pode-se observar que as incorpora¢gdes do aditivo
nas amostras ocorrem muitos aglomerados provavelmente de dioxido de silicio junto
com o B-TCP, um problema tipico de pés nanométricos com alta reatividade, devido
o tamanho da particula (ver Apéndice A).

Nota-se que a medida que é aumentada a porcentagem de aditivo
aumenta o aglomerado de B-TCP/ SiO; dificultando o crescimento de cristais de
brushita (como explicado na difracdo de raios X), favorecendo possivelmente a
formacé&o de cristais menores (favoravel a adesao celular), que poderiam melhorar a
resisténcia mecanica dos biocimentos, pois 0s cristais menores preencher 0s
espacos vazios. A literatura relata que a resisténcia mecéanica dos biocimentos de
brushita melhora diminuindo os espacos vazios existentes nas amostras (GROVER
et al., 2005).

4.4 Ensaio de Compresséao Diametral

A Tabela 7 apresenta a média dos valores dos ensaios de compressao
diametral das amostras de biocimentos. Observa-se que o dioxido de silicio,
favorece o aumento da resisténcia mecéanica dos biocimentos. Para se conferir essa
tendéncia, foram produzidos biocimentos com 40% em peso de dioxido de silicio. Os

resultados da resisténcia a compressao diametral, no entanto, mostraram uma
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gueda acentuada na resisténcia acima de 30% em peso de didoxido de silicio. Mais

dependendo da finalidade do biocimento, esse resultado pode contribuir ou n&o.

Tabela 7 — Resultados de resisténcia a compressao diametral

Biocimentos (%) | Média da Resisténcia (MPa) A Desvio Padréo (MPa)

0 0,75333 0,0813
10 1,18533 0,0485
20 1,36433 0,0384
30 1,41233 0,01242
40 0,805 0,06643

Fonte: PROPRIO AUTOR.

Utilizando os dados da Tabela 7 foi plotado o grafico da Figura 18, que
evidencia essa tendéncia de queda na resisténcia mecanica.

De acordo com o resultado de compressao diametral foi observado que o
dioxido de silicio contribui para 0 aumento da resisténcia até a porcentagem de 30%,
mas por ser altamente reativo e por possuir uma alta area superficial (Tabela 12 —
Apéndice A), suas nanoparticulas tendem a formar aglomerados (B-TCP/SiO;) em
razao da forca de ligacéo entre elas.

Conforme Ishikawa e colaboradores (2002) e Nakagawa e colaboradores
(2007) para conseguir um reforco nas propriedades mecanicas dos CFC'’s, o aditivo
deve se entrelacar a apatita formada durante a reacdo de pega, caso contrario 0s
aditivos podem favorecer a formacdo de poros e diminuir as propriedades
mecanicas. Outra forma citada na literatura para aumentar a resisténcia dos CFC'’s,
€ deixar o CFC produzido em contato com o liquido corporal simulado, pois o liquido
favorece o crescimento e o entrelacamento dos cristais produzidos, aumentando a
resisténcia (SANTOS, 2002; ALONSO, 2011).
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Figura 18 — Ensaio de resisténcia a compressao diametral
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TESTE DE ANOVA

Os resultados dos testes de compressédo diametral foram submetidos a
analise de varidncia com nivel de significancia (a) de 5%, com o objetivo de
averiguar estatisticamente se a variacdo dos resultados é diferente para que se
conclua que as médias aritméticas das resisténcias ndo sdo todas iguais, como

mostra a Tabela 8.

Tabela 8 — Anadlise de Variancia da resisténcia a compressao diametral

Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variacao
Aditivo 1,14548 5 0,2291 68,70885 6,80333E-7
Residuo 0,03001 9 0,00333
Total 1,17549 14

Fonte: PROPRIO AUTOR.

Ao realizar a analise de variancia observa-se que o diéxido de silicio

influencia de maneira significativa as propriedades mecanicas dos biocimentos para
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um nivel de confianca de 5%. Assim a probabilidade de obter uma estatistica F igual
ou superior a 68,70885 para a média aritmética das resisténcias, quando a hipotese
nula é verdadeira, corresponde a 6,80333E-7. Neste caso, como o p-valor é menor
do que o a especificado rejeita-se a hipétese nula de igualdade das médias, ou seja,
pode-se dizer que existe diferenca estatisticamente significativa na média aritmética

das resisténcias a compressao diametral dos biocimentos.

TESTE DE TUKEY-KRAMER

Como o teste ANOVA demonstrou haver diferencas entre os niveis, 0
método de comparacdes multiplas de Tukey (que avalia a igualdade entre os niveis)
foi empregado para determinar quais niveis apresentam diferengas estatisticamente
significativas. Uma forma de se avaliar se existe ou n&o igualdade entre os niveis é
observando os intervalos de confian¢a na Figura 19, se o valor “zero”, pertencer ao

intervalo ndo se rejeita a hipétese de igualdade entre os niveis.

Figura 19 — Teste de Tukey-Kramer do ensaio de compresséao

Intervalos de Confianga (95%)
40 30 - -

40 20 HElH
40 10 HEH
40 0 HEH

30 20

[

30 10 HElH
30 0+ HElH
20 10 HEH
20 0 HEH

10 0 HElH

-1 0 1
Diferencga entre medias do niveis

Fonte: PROPRIO AUTOR
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Desta forma, vé-se que existem diferencas significativas entre quase
todos os pares de média, e ndo se rejeita a hipétese de igualdade entre 0 — 40 e 20 -
30. Isso implica que entre 0 e 40% , 20% e 30% produzem aproximadamente, a
mesma resisténcia & compressao diametral e que todos o0s outros niveis testados de

concentragéo produzem resisténcias diferentes.
4.5 Teste de pH

Os resultados do teste de pH das amostras de biocimentos estédo
apresentados na Tabela 9, observa-se que a faixa de pH encontrado esta entre 6,0 a
6,5. Para esta analise também se optou pela producdo do biocimento com 40% de

aditivo (BIOC40), para observar como seria seu comportamento.

Tabela 9 — Planilha dos resultados dos ensaios de pH dos biocimentos.

Biocimentos | Média dos resultados | Desvio Padrao

0 6,30667 0,02517
10 6,440 0,05292
20 6,43667 0,05508
30 6,45333 0,04041
40 6,06667 0,04726

Fonte: PROPRIO AUTOR

A partir dos resultados do ensaio de pH, foi possivel tracar um grafico,
apresentado na Figura 20 que mostra o efeito do aditivo nos biocimentos apos 24
horas de imersdo em &agua destilada a uma temperatura de 37°C. Segundo
Driessens e colaboradores (1997), sdo considerados adequados para implantacédo,
materiais com pH na faixa entre 6,5 a 8,5. Existe um controle rigido do pH de novos
materiais, pois sua variacdo pode desencadear uma série de problemas (morte
celular) no local de enxerto, e no corpo humano. Desse modo as amostras BIOC10,
BIOC20 e BIOC30 podem ser utilizadas para implantes 6sseos, menos o BIOCO0O0 e
BIOC40.
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Figura 20 — Ensaio de pH dos biocimentos
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Fonte: PROPRIO AUTOR

TESTE DE ANOVA

Os resultados do ensaio de pH foram submetidos a analise de variancia
com nivel de significancia (a) de 5%, com o objetivo de averiguar estatisticamente se
a variacao dos resultados é diferente para que se conclua que as médias aritméticas

dos pH nao séo todas iguais, como mostra a Tabela 10.

Tabela 10 — Andlise de Variancia do pH dos biocimentos

Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variacao
Aditivo 0,32403 4 0,08101 39,19677 4,41651E-6
Residuo 0,02067 10 0,00207
Total 0,34469 14

Fonte: PROPRIO AUTOR.

A partir da tabela 10 tem-se que o p-valor é igual a 4,41651E-6, menor
gue o nivel de confianca de 0,05, portanto rejeita-se a hipotese nula de igualdade

das médias, pois existe uma diferenca na média aritmética do pH para os niveis.



68

Com base nestes resultados foi realizado o procedimento de multiplas comparacdes

de Tukey-Kramer.

TESTE DE TUKEY-KRAMER

Como existe diferenca na média aritmética do pH para os niveis, o
método de comparacdes multiplas de Tukey foi empregado para determinar quais
niveis apresentam diferencas estatisticamente significativas. A avaliacdo foi feita
observando os intervalos de confianca na Figura 21, se o valor “zero”, pertencer ao
intervalo ndo rejeitamos a hipotese de igualdade entre os niveis.

Desta forma, observa-se que existem diferencas significativas entre o0s
pares de média 40 — 30, 40 — 20, 40 — 10,40 -0,30 -0, 20 - 0 e 10 — O, exceto
entre os pares 30 — 20, 30 — 10 e 20 — 10, onde nao se rejeita a hipotese de
igualdade. Isso implica que, os biocimento com 30% e 20% de aditivo, com 30% e
10% de aditivo e com 20% e 10% de aditivo apresentam aproximadamente 0 mesmo

pH, enquanto os outros niveis de concentracdo produzem pH diferentes.

Figura 21 — Teste de Tukey-Kramer do ensaio de pH

Intervalos de Confianga (95%)

40 304  m
40 204 =
40 104w
40 0 —

30 20 H

i

30 10 H

T

30 0 -

20 10+ I

20 0 -
-

10 0+

T T T T
-0,3 0,0 0,3

Diferenga entre medias do niveis

Fonte: PROPRIO AUTOR.
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4.6 Testes Bioldgicos

4.6.1 Teste de Citotoxicidade do Biocimento

Cultivos Celulares de FMOH (Fibroblastos de Mucosa Oral Humana)

FMOH foram eficientemente isolados de acordo com métodos
previamente descritos. As células cultivadas exibiram um citoplasma alongado e um

nucleo central.

Andlise de Proliferacéo Celular Mediante o Teste WST-1

A analise da proliferacéo celular determinada pelo teste WST-1 mostrou
gue houve uma diminuicdo estatisticamente significativa da atividade metabdlica
celular ao aumentar o tempo de exposicdo de 1 hora para 12 horas (p<0,05).
Contudo, a proliferacao celular de todos os grupos foi semelhante ao grupo controle
(p>0,05), comprovando que a exposicdo das células ao biocimento, durante os
periodos avaliados, ndo produziu alteracdes importantes no metabolismo das
enzimas mitocondriais (Tabela 11), a Figura 22 mostra o resultado das absorbancias

dos biocimentos.

Figura 22 — Resultados da quantificacdo das médias das absorbancias referentes

aos diferentes periodos de exposicao.
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Tabela 11 — Andlise de variancia ANOVA para comparagdo global entre os grupos
experimentais®. Teste de Levene para andlise de variancia (ANOVA)®. Teste de
Tukey da diferenca significativa entre pares de grupos experimentais®. Todos os
testes estatisticos foram realizados para cada ensaio.

WST-1 LIVE/DEAD™
Levene 0,19483 0,827
ANOVA 0,0035 0,0111
Tukey valor p Sig valor p Sig
1h versus controle 0,05786 0 0,12363 0
12h versus controle 0,47175 0 0,02976 1
12h versus 1h 0,00188 1 0,90155 0
24h versus controle 0,99689 0 0,01205 1
24h versus 1h 0,08801 0 0,70479 0
24h versus 12h 0,35968 0 0,97873 0

2 Os valores p sdo mostrados para cada ensaio. ° Os valores p sdo mostrados para

cada ensaio. ¢ Os valores p e Sig sdo mostrados para cada ensaio.

Os resultados indicam que o biocimento ndo causou modificacdes
expressivas na proliferacdo celular de FMOH. Contudo, um estudo direcionado a
regeneracdo oOssea em fendas palatinas, foi evidenciado que células-tronco
mesenquimais humanas (hMSC), quando semeadas sobre matrizes 3D de tricélcio
fosfato e polihidroxibutirato (TCP-PBH) confeccionadas por prototipagem rapida,
apresentaram proliferacdo celular aumentada, mediante os ensaios LIVE/DEAD e
WST-1, e capacidade de diferenciacdo osteogénica (BERGER et al., 2015).
Klammert e seus colaboradores (2009) comprovaram que matrizes de brushita
apresentaram melhores resultados de proliferacdo e viabilidade de células
osteoblasticas, mediante o teste WST-1, quando comparadas com matrizes de

monetita.



71

Andlise da Viabilidade Celular Mediante o Teste LIVE/DEAD

A analise da viabilidade celular realizada com o teste LIVE/DEAD
demonstrou uma reducao significativa do percentual de células viaveis e funcionais
ao ampliar o tempo de exposicao para 12 horas e 24 horas quando comparados com
o controle (p < 0,05) (Tabela 11). No entanto, a viabilidade celular avaliada neste
teste foi superior a 80% em todos os tempos de exposi¢céo. Esse resultado evidencia
gue apesar da exposicdo das células ao biocimento, por tempos mais longos, ter
gerado diferencas significativas, os valores em geral se mantiveram elevados

(Figuras 23 e 24), preservando esse parametro em niveis aceitaveis.

Figura 23 — Imagens representativas de FMOH expostos ao biocimento e analisados
pelo teste LIVE/DEAD™. Células verdes correspondem a células vivas e as células
vermelhas representam as mortas. Imagens correspondentes aos periodos de

exposicao de 1lhora (A), 12horas (B), 24horas (C) e controle (D).

Fonte: PROPRIO AUTOR.
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Figura 24 - Resultados da quantificacdo do numero de células vivas em

porcentagem referentes aos diferentes periodos de exposi¢éo.
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Fonte: PROPRIO AUTOR.

Em um estudo direcionado a regeneracdo Ossea, Frantzén e seus
colaboradores (2011) comprovaram que compadsitos a base de poli-70L/30DL-lactato
(PLA70)/B-TCP, quando cultivados com células-tronco derivadas de tecido adiposo
humano e ovino, propiciaram viabilidade celular apropriada em todos os tempos
avaliados (7, 14 e 28 dias), através do teste LIVE/DEAD. Recentemente, Buizer e
seus colaboradores (2014) demonstraram que matrizes de B-TCP de baixa (45%) e
alta (90%) porosidades ao serem semeadas com células-tronco da medula éssea,
pelo método de cultivo a vacuo ou estatico, possibilitaram uma viabilidade celular
superior a 70% em todos os grupos, mediante a analise pelo teste de LIVE/DEAD.
Dahabreh e seus colaboradores (2014) compararam sete substitutos 6sseos com
relacdo a biocompatibilidade e as propriedades osteogénicas, e evidenciaram que
apos 21 dias de cultivo de células osteoprogenitoras sobre os materiais, o B-TCP foi
capaz de conservar melhor a viabilidade celular, mediante o ensaio de LIVE/DEAD,
bem como permitiu a proliferacdo e diferenciacdo celular. Além disso, Alge e seus
colaboradores (2011) demonstraram que células progenitoras mesenquimais
expostas a cimentos de brushita, preparados a partir das composicbes 2:1
MCPM:HA e 1:2 MCPM:B-TCP, apresentam citocompatibilidade superior a 70%, e o0
material 1:2 MCPM:B-TCP mostrou melhores resultados, mediante os ensaios de

citometria com anexina V conjugada ao isotiocianato/iodeto de propidio.
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4.6.2 Estudo In Vitro dos Biocimentos

As analises de difracdo de Raios X dos biocimentos apds a imersdo em
SBF mostraram que nao ocorreram alteragcbes nas composi¢cdes dos biocimentos
com 30 e 45 dias sendo considerado um bom indicativo da estabilidade do material
em estudo, segundo Leal (2006) que também trabalhou com alguns biocimentos de
fosfato de calcio, ao realizar os testes em solucdo SBF, seus biocimentos também
ndo sofrem altera¢cdes quanto a sua composicdo quando em contato com a solucéo
que simula os fluidos corpéreos. Entretanto com 60 e 75 dias, os biocimentos
sofreram alteracGes em sua composicao: foi possivel identificar a formag¢do de uma
nova fase - a Monetita (DCPA — ICSD 030423) e observar que ocorre a
sobreposicao dos seus picos com alguns picos do beta fosfato tricalcio presente (Ver
Figura 25).

Também foi possivel observar que as intensidades dos picos diminuiram
com os tempos de 60 e 75 dias, e um possivel alargamento dos picos,
caracterizando que a nova fase é amorfa. Segundo Ribeiro (2003) a fase depositada
sobre a superficie do material, na formacao “in vitro”, € inicialmente amorfa.

Observar-se que a fase brushita ndo esta presente nos difratogramas das
amostras que permanecem em contato com a solugdo SBF, durante os tempos de
60 e 75 dias. Esse fato ocorre devido a brushita ser mais soluvel em condicdes
fisiolégicas (BOHNER, 2000), ou seja, o biocimento brushita tem um processo de
degradacao muito rapido no liquido corporal (ALKHRAISAT, 2008), formando assim
seus precursores ou transformando em outro fosfato de célcio mais estavel (KLEIN;
WOLKE; DE GROOT, 1993), como se pode observar na Figura 25.



Figura 25 — Difratogramas de raios X do biocimento do teste in vitro.
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O biocimento B - TCP, segundo Alkhraisat (2008), serve como uma
ancora para o osso e promove a formacdo do osso maduro, nesse caso, este
biocimento favoreceu a formacdo de uma apatita na superficie da amostra, que
sugere a bioatividade do material. Segundo Ribeiro (2003) A bioatividade esta
associada aos fenébmenos que ocorrem na interface do material, normalmente, ela é
definida como a habilidade de um material ligar-se quimicamente ao 0sso, atraveés
da formacdo de uma camada de fosfato de célcio, promovendo uma osteogénese
verdadeira.

Os estudos de caracterizacdo pela técnica de microscopia eletrbnica de
varredura realizada nas superficies das amostras do biocimento ap6s imersao na
solucdo de SBF, durante os tempos de 60 e 75 dias, evidenciaram uma morfologia
formada por cristais de Monetita (DCPA — CaHPO,) em forma de paralelepipedeos,
envolvidos por particulas aglomeradas de beta fosfato tricalcio e diéxido de silicio
(Ver Figura 26).

Figura 26 — Morfologia referente ao teste in vitro

A literatura relata que a deposigcédo superficial de uma camada de apatita
ap6s imersdo no SBF é caracteristica de materiais bioativos (caso do B-TCP) e
indicativos da formacéo de unido direta entre o material e 0 0Sso em uma situagéo
de implantagédo “in vivo” (XIN et al., 2005). Segundo Kokubo e Takadama (2006),
materiais capazes de formar apatita sobre sua superficie em SBF podem unir ao
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0sso “in vivo” pela camada de apatita formada, e, com isso, pode-se afirmar que a

bioatividade de um material pode ser prevista pela formacao da apatita em SBF.
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5 CONCLUSAO

O método de sintese proposto dessa pesquisa nha preparacdo dos
biocimentos diminuiu a quantidade de liquido usado durante o preparo das amostras
devido a mistura e homogeneizacao feitas no moinho de alta energia. O pH do
produto final, ficou proximo do intervalo de neutralidade (6,5 - 8,5), 0 que evita
efeitos  citotbxicos que poderiam comprometer as caracteristicas de
biocompatibilidade.

O biocimento produzido € composto essencialmente por duas fases
(brushita e beta fosfato tricalcio) e contém tracos de carbonato de célcio e silicato
tricélcio, conforme os difratogramas de raios X. A fase B-TCP pode favorecer o
DCPD nos ensaios biologicos, de acordo com a literatura.

A presenca dos grupos funcionais caracteristicos dos fosfatos e as
bandas sobrepostas de didxido de silicio verificadas através da espectroscopia de
absorcéo na regido de infravermelho confirmam a presenca do aditivo no material.
Os estudos de caracterizacdo pela técnica de microscopia eletrbnica de varredura
realizados nas superficies de fratura das amostras apresentaram morfologias
formadas por cristais de diferentes formas (cristais de brushita em forma de placas
envolvidas por particulas aglomeradas provavelmente de 3- TCP/SiOy).

Os resultados da resisténcia mecanica nas diferentes composi¢cdes de
biocimentos mostraram que a porcentagem de aditivo presente influencia na
resisténcia mecanica dos biocimentos, observa-se que um aumento acima de 30%
desse aditivo pode reduzir bruscamente a resisténcia mecanica do material,
provavelmente, devido a formacéo de aglomerados (B-TCP/ SiO,), que geram poros,
diminuindo a resisténcia mecanica, porém de acordo com a finalidade do biocimento
este resultado pode ser considerado satisfatorio .

Os resultados das caracterizacdes biolégicas de citotocixidade indicaram
gue as analises de proliferacdo e viabilidade celular realizada apresentaram uma
reducéo estatisticamente significativa da atividade metabdlica celular e do percentual
de células viaveis e funcionais ao ampliar o tempo de exposicdo ao biocimento.
Entretanto, a exposicao das células ao biocimento, durante os periodos avaliados,
nao produziu alteracdes importantes no metabolismo das enzimas mitocondriais
como também na integridade estrutural do ndcleo e atividade enzimética

citoplasmatica das células (devido auséncia de toxicidade), tornando assim, esse
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biocimento apto a ser utilizado no desenvolvimento de um produto final. Na analise
“‘in vitro”, em solugdo SBF do biocimento com silica houve a formagdo de uma
apatita na superficie do material, indicando que o biocimento produzido é bioativo.
De uma forma geral, os biocimentos produzidos sdo considerados viaveis
para aplicacbes biomédicas, tanto na area ortopédica como na area odontoldgica,
visando substituicdo e reparacao de tecido afetado, conforme as andlises quimica,
fisica e mecénica, o que é confirmada pelos os testes preliminares biol6gicos, sem

efeitos citotoxicos.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Determinar o tempo de pega dos biocimentos;
Realizar os testes bioldgicos dos biocimentos, seguindo a norma ISO 10993;
Estudar a incorporacéo e a liberacdo de farmacos nos biocimentos, utilizando

a técnica CLAE (Cromatografia liquida de alta eficiéncia) ;

Estudar os mecanismos cinéticos de biodegradacdo dos biocimentos em
diferentes meios biol6gicos em termos da quantificacéo do teor de silica;
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APENDICE A - CARACTERIZACAO DO PO E DO ADITIVO

Al Difracéo de Raios X dos pés bioceramicos sinterizados a 1200°C.
No difratograma de raios X do pd bioceramico de fosfato de calcio
sinterizado a temperaturas de 1200°C por 1 hora, pode ser observado as fases

cristalinas do beta fosfato tricalcio, conforme a Figura 27.

Figura 27 — Difratograma de raios X do p6 sinterizado a 1200°C.
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Fazendo uma analise geral do difratograma observa-se que a amostra (A)
possui os picos representativos do beta fosfato tricalcio (B-TCP) apds sinterizada. A
presenca da fase B-TCP na amostra sinterizada a 1200°C, se explica pela
transformacéo de fase, em estado sélido, da hidroxiapatita deficiente em célcio (d-
HA) submetida a temperaturas acima de 700°C (Sena, 2004). Lembrando que a d-

HA é caracterizada pela razdo Ca/P e sua razdo molar pode variar de 1,5 a 1,67.
A2 Espectrograma de Infravermelho dos p6s bioceramicos
No espectrograma da Figura 28 dos pés foram identificados os grupos

funcionais fosfatos, agua e carbonatos na amostra. Os ions carbonato geralmente

séo incorporados aos precipitados em substituicao de hidroxilas ou fosfatos, quando
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a sintese é realizada ao ar, em meio fortemente alcalino. Em apatitas bioldgicas ions
carbonatos também estdo presentes, conduzindo a maior solubilidade deste
composto (Elliott, 1994 apud Alves, 2011).

Figura 28 — Espectrograma de infravermelho do po
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A3 BET

O meétodo BET é utilizado para determinar a area superficial especifica de pos
ceramicos. A analise de area superficial possibilita a obtencéo tedrica do tamanho
médio das particulas do material. Os dados relativos ao ensaio BET para o pé
sintetizado no laboratdrio via precipitagdo em solucéo aquosa e do dioxido de silicio
sdo apresentados na Tabela 12. Pode-se verificar que os pdés sintetizados sao
considerados nanoparticulas, pois possuem tamanho (em termos de diametro) entre
1 e 100 nandmetros. De acordo com Santos (2009), diferentes métodos de sinteses
vém sendo utilizados, na producdo de pos nanoestruturados de fosfatos de calcio,
sempre procurando obter particulas com tamanho nanométrico, com area superficial
elevada, ja que estas caracteristicas sdo importantes para os estudos de reparagao

e reconstituicdo do tecido 6sseo.
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Tabela 12 — Resultados da andlise de BET.

Amostra Area Superficial | Diametro médio
BET (m?%g) das particulas (nm)

Pés 47,80 40

Di6xido de silicio 127,50 18

FONTE: PROPRIO AUTOR.

A4 Difracéo de raios X do dioxido de silicio.

A Figura 29 mostra analise de difracdo de raios X do dioxido de silicio.

Observa-se que esse material € amorfo.

Figura 29 — Difratograma de raios X do dioxido de silicio
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A5 Espectrograma de Infravermelho do dioxido de silicio.

Por meio da espectrometria de infravermelho foi possivel identificar
gualitativamente as fases de silica formadas. Sdo encontradas as bandas de
estiramento assimétrico em 473 cm e 1109 cm™no espectro da silica. Figura 30

mostra o espectrograma de infravermelho do diéxido de silicio.



Figura 30 — Espectrograma de infravermelho do diéxido de silicio.
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APENDICE B - Teste de Homogeneidade da Variancia dos Biocimentos

(Teste de Levene)

Tabela 13 — Teste de Levene correspondente a compressao diametral dos

biocimentos
Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variacao
Aditivo 0,00499 5 9,98127E-4 1,9713 0,17744
Residuo 0,00456 9 5,06329E-4

Com base na Tabela 13, o p-valor é maior que o valor a especificado 5%
(0,05). Observa-se que nao existem diferencas significativas entre as quatro
variancias, ou seja, & razoavel pressupor que as concentracbes das quatro

formulagbes produzem resisténcia com igual quantidade de variabilidade.

Tabela 14 — Teste de Levene correspondente ao pH dos biocimentos

Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variacao

Aditivo 0,00117 4 2,91852E-4 0,8914 0,50374
Residuo 0,00327 10 3,27407E-4

O teste de Levene testa a hipotese nula, como o p-valor na Tabela 14 € maior

gue 5%, ndo temos evidéncias para rejeitar a hipétese de igualdade de variancias.
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