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RESUMO

Os biocimentos de fosfatos de calcio tém sido objeto de intenso estudo
nos ultimos anos devido a sua potencial utilidade em aplicacdes biomédicas.
Entre outras aplicacbes, os biocimentos podem ser utilizados para liberar
substancias ativas no corpo humano, como antibioticos ou drogas anticancer.

Neste trabalho, biocimentos de fosfato de calcio, sob a forma pura ou
combinada com sulfato de calcio di-hidratado, foram investigados como
matrizes em potencial para liberar ampicilina. O comportamento mecanico, o
tempo de pega, o pH e a porosidade dos biocimentos foram avaliados
utilizando amostras em formato de cilindros com 6 mm de altura e 12 mm de
diametro. Os dados obtidos foram sujeitos a tratamento estatistico para
comparar se as médias aritméticas entre o0s niveis de aditivos sao
estatisticamente significantes. Foi demonstrado que a aditivagdo do biocimento
convencional DCPD produz um aumento significativo na resisténcia mecanica.
Este aumento € devido a formacdo de cristais em forma de agulhas, que
reforcam a matriz cristalina do biocimento. Ampicilina incorporada aos
biocimentos foi liberada em solu¢do tampao de fosfatos (PBS) a temperatura
fisiolégica e em diferentes tempos de imersdo. As quantidades de farmaco
liberadas foram estimadas a partir de medidas de absorbéancia no UV-Visivel.
Comparando os perfis de liberagéo, os resultados indicam que, em 120 minutos
de experimento, 3,85% do farmaco sao liberados da amostra BCF-10,
enquanto a amostra BCF-00 libera praticamente o triplo, ou seja, 9,37%. Este
decréscimo na taxa de liberacdo provavelmente ocorre em funcdo da

guantidade de poros presentes nas amostras.

Palavras-chave: Fosfato de célcio, biomateriais, biocimento, farmaco.



ABSTRACT

Calcium phosphate biocements have been object of intense study in
recent years due to their potential utility in biomedical applications. They can be
used to liberate active substances in the human body, as antibiotic or anticancer
drugs. In this work, calcium phosphate biocements under the pure or combined
form with calcium sulphate had been investigated as to their potential to liberate
ampicillin. Mechanical behavior, the time of handling, pH and the porosity of the
biocements were evaluated using samples in the shape of cylinders with 6 mm
of height and 12 mm of diameter. Test results were submitted to a statistical
treatment to determine whether the arithmetic means of the different additive
levels are statistically significant or not. It was demonstrated that the adittion of
sulphate to conventional biocement DCPD produces a significant increase in
the mechanical resistance. This increase is probably due to the formation of
needle-like crystals, that strengthen the crystalline matrix of the biocement.
Ampicillin incorporated to the biocements was released in a buffer solution of
phosphate (PBS) at the physiological temperature and in different times of
immersion. The amounts of drug released were estimated from UV/VIS
absorbance measurements of systems (samples) BCF-00 and BCF-10.
Comparison of the release profiles indicate that in 120 minutes of experiment
3.85% of the drug were released from sample BCF-10, while sample BCF-00
liberates practically three times as much, that is, 9.37%. This decrease in the

release tax probably occurs due to the amount of porosity of the samples.

Key words: Calcium phosphate, biomaterials, biocement, drug.



PUBLICACOES SOBRE O TEMA DA TESE

Albuquerque, J. S. V.; Goncalves, R. L.; Nogueira, R. E. F. Q., “Sintese e
Caracterizacdo de Bioceramicas Nanométricas . In: Anais 64° Congresso
Anual da Associacdo Brasileira de Metalurgia e de Materiais - ABM, Belo
Horizonte — MG, 20009.

Giovanilton Ferreira da Silva, José Silvio Veras Albuquerque, Caroliny Gomes
de Oliveira, Ricardo Emilio Ferreira Quevedo Nogueira, and Andrea Lopes de
Oliveira Ferreira. “The Kinetics of Ampicillin Release from Hydroxyapat ite
for Bones Regeneration” International Journal of Chemical Engineering,
Volume 2009, 5 pages, 2008.

Albuquerque, J. S. V.; Franca, I. W. L.; Silva, G. F. ; Ferreira A. L. O.; Nogueira,
R. E. F. Q. “Macroporous Calcium Phosphate Bioceramics as Drug R elease
Agents: a Kinetics Study of Ampicillin Release”. In: Bioceramics 21, Brasil,
Key Engineering Materials Vols. 396-398, pp. 675-678, 2009

Giovanilton Ferreira da Silva, José Silvio Veras Albuquerque, Caroliny Gomes
de Oliveira, Ricardo Emilio Ferreira Quevedo Nogueira, and Andrea Lopes de
Oliveira Ferreira. “The Kinetics of Ampicillin Release fromHydroxyapat ite
for Bones Regeneration” Book of Abstracts, 10™ International Chemical and

Biological Engineering Conference. Braga — Portugal, 2008.

Albuquerque, J. S. V.; Alves, E. R.; Nogueira, R. E. F. Q. “Andlise Preliminar
das Propriedades Fisico-Mecanicas de Biocimentos de Apatitas
Nanométricas” , 6° Congresso Latino Americano de Orgdos Atrtificiais e
Biomateriais, Gramado - RGS, 2010.



LISTA DE FIGURAS

Figura 01. Aplicacdes clinicas das bioceramicas no esqueleto humano

Figura 02. Estrutura do cristal hidroxiapatita................ccceeeeeeiiiiieeeeeenenenn.
Figura 03. Estrutura do cristal B- fosfato triCalCio.........cccccceeeeeiiiiiiinnnns
Figura 04. Diagrama de solubilidade para o sistema ternario Ca(OH),-
H3PO,4-H,0 a 37° C. (a) isotermas de solubilidade mostrando log [Ca]

e pH de solucdes em equilibrio com VArios sais..........cccceevvvvvvvecininnenn.
Figura 05. Diagrama de solubilidade para o sistema ternario Ca(OH),-
H3PO4-H,0 a 37° C. (b) isotermas de solubilidade mostrando log [P] e
0] I F= RS ST 0] 11 o 0 =3O
Figura 06. Diagrama das Células 0SSeas............ccceevvevveeeevvirinniiiiine e
Figura 07. OSSO trabECUIAT........coiiiiiiee e
Figura 08. Vista esquematica do 0SS0 cortical..........cccuvvvvvveeivirieiieennenn.
Figura 09. Concentracdo de uma droga modelo no sangue com (a)
dosagem tradicional da droga e (b) dosagem com liberacdo
(o]0] g1 1 0] F=To b= VRSP RPPPUUPPURPPPPTRR
Figura 10. Comparacdo entre os modelos de cinética de liberacéo
(o101 01Y/=] g Tod o] 0 F= T L= TP PPPPPPUPPUPRPR
Figura 11. Liberacéo controlada de drogas a partir de um dispositivo
de reservatorio tipico: (a) sistema implantavel ou oral, e (b) sistema
L= T Y0 [= 11 o1 To] o J PSPPI
Figura 12. Liberacdo de droga a partir de um sistema tipico de matriz
para liberacao controlada................eevvviiiiiiiiiiiiei e
Figura 13. Acido 6-Aminopenicilanico (6-Apa): Estrutura principal da
penicilina G e comum a todas as penicilinas..............cccveeiiiiiiiieeeeeenee,
Figura 14. Estrutura da Ampicilina ...........cccooeeiiieeeicciccieee e,
Figura 15. Representacdo esquematica dos tipos de porosidade
possiveis de serem encontradas em um COrpo CEramico.......................
Figura 16. Corpo-de-prova submetido a uma forga axial para dentro,

distribuida de modo uniforme em toda area diametral da amostra.........

Figura 17. Distribuicdo de tensdo e seccdo transversal em uma

11

20
22

26

26

38

39

40

44

50

51

55

62
62

78

80



amostra submetida a ensaio de compresséao diametral.......................... 81
Figura 18. Atenuacdo do feixe de radiacdo por uma solugéo
ADSOIVENLE. ... e 83
Figura 19. Fluxograma das etapas utilizadas para a obtencédo e
caracterizacdo dos pés antes e ap0s a Sinterizagao..........ccccceevvvvvvnnnnnnn. 97
Figura 20. Molde de Teflon® - Cilindros para anélise de compress&o
(0| F= 1 0[] (= | RSP RPPTUPPPURPPPRTRR 100
Figura 21. Corpos de prova cilindricos 12 mm X 6 MM.............cccceeeee.. 100
Figura 22. Fluxograma das etapas utilizadas para a obtencédo dos
DIOCIMENTOS. ... 101

Figura 23. Fluxograma das etapas utilizadas para a obtencédo dos

biocimentos incorporados COM Aroga..........ceeevviviveiiieiiiiiiiiie e e e e e eaeeeaen 102
Figura 24. Aparelho de Vicat Adaptado..............eevveieiiiiieeeieeeieeiiieeiiennnnns 105
Figura 25. Sistema do ensaio de tragdo por compresséao diametral...... 107
Figura 26. Curva de calibragédo da ampicilina..............cccccvvvviiiieeeeenneenn. 109
Figura 27. Difratograma de raios X para o biocimento BC-00............... 113
Figura 28. Difratograma de raios X para o biocimento BC-10............... 113
Figura 29. Difratograma de raios X para o biocimento BC-30............... 114
Figura 30. Difratograma de raios X para o biocimento BC-50............... 114
Figura 31. Espectroscopia de Infravermelho do biocimento BC-00....... 116
Figura 32. Espectroscopia de Infravermelho do biocimento BC-10....... 116
Figura 33. Espectroscopia de Infravermelho do biocimento BC-30....... 117
Figura 34. Espectroscopia de Infravermelho do biocimento BC-50....... 117

Figura 35. Morfologia referente aos biocimentos BC-00 formados por
fragmentos de cristais de fosfato de CAlICIO...............uvvviiiiiiiiiiiieeeeeieen, 119
Figura 36. Andlise qualitativa de elementos por espectroscopia de
energia dispersiva da amostra BC-00............c..uuuuiiiiiiiinniiieeeeeeeeeeeeieeeens 120
Figura 37. Morfologia referente aos biocimentos BC-10 formados por
fragmentos de cristais de fosfato de CAlICIO...............uvvciiiiiiiiiiiieeeeeenee, 121
Figura 38. Anadlise qualitativa de elementos por espectroscopia de
energia dispersiva da amostra BC-10...........ccouuuuiiiiiiiiiinneeeeeeeeeeeeeceieeeens 122
Figura 39 Morfologia referente aos biocimentos BC-30 formados por

fragmentos de cristais de fosfato de CAlICIO...............uvvviiiiiiiiiiiieeeeeieee, 123



Figura 40. Morfologia referente aos biocimentos BC-50 formados por
fragmentos de cristais de fosfato de CAlICIO...............eveiieiiiiiiiieeenn,
Figura 41. Tempo inicial de pega dos biocimentos (DCPD/B-TCP).......
Figura 42. Tempo final de pega dos biocimentos (DCPD/B-TCP)..........
Figura 43. Ensaio de pH dos biocimentos (DCPD/B-TCP).......ccccceeeenn...
Figura 44. Ensaio de resisténcia a compressdo diametral dos
biocimentoS (DCPD/B-TCP).....ccooiiiieiiieiiiie e
Figura 45. Fotografias de fraturas apresentadas pelas amostras de
biocimento submetidas ao ensaio de compressao diametral (50X)........

Figura 46. Ensaio de porosidade aparente dos biocimentos (DCPD/B-

Figura 49. Modelo de Higuchi para as 24 horas de liberacdo de
ampicilina da amostra BCF-00.............ccooiiiiiiiiiiiiiiiienees e ee e e e e
Figura 50. Modelo de Higuchi para as 24 horas de liberacdo de
ampicilina da amostra BCF-10...........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiee e
Figura 51. Modelo de Korsemeyer - Peppas para as 24 horas de
liberacdo de ampicilina da amostra BCF-00..............ccccceeiiiiiiiiiieeeeeeeee,
Figura 52. Modelo de Korsemeyer - Peppas para as 24 horas de
liberagcéo de ampicilina da amostra BCF-10..............ccccocvviviiiiiieiiieeeeenn.
Figura 53. Tempo inicial de pega dos biocimentos incorporados com
FAMMACO. ... oo
Figura 54. Tempo final de pega dos biocimentos incorporados com
FAMMACO. ...
Figura 55. Ensaio de resisténcia a compressao diametral dos
biocimentos incorporados com fArmMacCo.............ueveiiiiieeereeeeeeeieeeeieeiininnens
Figura 56 . Comparacéao entre o tempo inicial de pega dos biocimentos
BC € B e
Figura 57 . Comparacao entre o tempo final de pega dos biocimentos

124

126

126

131

135

138

139

143

144

145

145

146

147

149

149

152

155



Figura 58 . Comparacao entre a resisténcia a compressao diametral
dos biocimentos BC € BCF.........ooo oot 157
Figura 59. Espectroscopia de Infravermelho do p6 precipitado em pH
S (T JE] 1 (=172 Uo [ ) ISP UPURPSRR 186
Figura 60. Difratograma de raios X para o po precipitado em pH 8 e
SINtErizado @ L1200°C......uuuiiiiiiiiiieiieee e e e e e e e e e 187
Figura 61 . Micrografia 6ptica do p6 sinterizado a 1200° C 130X).......... 189



LISTA DE TABELA

Tabela 01. Fosfatos de calcio SINtELICOS...........cooeviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e
Tabela 02. Constante do produto de solubilidade e razdo molar Ca/P
de foSfato de CAICIO.........ccoiiiiii e
Tabela 03. Fatores que afetam as propriedades das pastas de
(o] 11417 0 (o TSSO PPPPPPP
Tabela 04. Fosfatos de calcio possiveis de serem precipitados em
temperatura ambiente OU COrPOIa..........cceeeveviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeer e e e e
Tabela 05. Compostos utilizados em composi¢des de cimento.............

Tabela 06. Propriedades mecéanicas de bioceramicas e 0SSO

Tabela 07. Posi¢cbes das Bandas de Infravermelho observadas por
Rehman et al., 1997......cooo e
Tabela 08. Notacdes e organizacdo dos dados para aplicacdo do
MELOAO ANOVA. ...ttt
Tabela 09. Quadro de andlise de variancia (ANOVA)..........cccccciiiiinnne
Tabela 10. Formulacdes dos biocimentos de fosfato de calcio
MOAIFICAAOS. ...

Tabela 11. Tempo de cura, pH, compressédo diametral e porosidade

dos biocimentos (DCPD/B-TCP)...ccccu it
Tabela 12. Planilha de dados do tempo inicial e final de pega dos
biocimentos (DCPD/B-TCP).....ccooiieeeeeeeeieriee e
Tabela 13. Analise de Variancia do tempo inicial de pega dos
biocimentos (DCPD/B-TCP).....ccooiiiieiiieiiiiee e
Tabela 14. Andlise de Variancia do tempo final de pega dos
biocimentos (DCPD/B-TCP).....ccoi i
Tabela 15. Teste de Tukey-Kramer correspondente ao tempo inicial de
pega dos biocimentos (DCPD/B-TCP)....c.cccovviiiieieeiiiiciiee e

Tabela 16. Teste de Tukey-Kramer correspondente ao tempo final de
pega dos biocimentos (DCPD/B-TCP)....cccooiiiiiiiiiiiiiieiiee e

Tabela 17. Planilha de dados do pH dos tratamentos...............ccccceeeee..

18

24

31

33
34

41

73

90
95

112

125

125

127

127

128



Tabela 18. Analise de variancia do pH dos biocimentos (DCPD/[3-

Tabela 19. Teste de Tukey-Kramer correspondente ao pH dos
biocimentos (DCPD/B-TCP).....ccooiieeeeeeeeecree e
Tabela 20. Médias e desvio padrdo dos resultados de resisténcia a
compresséao diametral dos quatro tratamentos...........cooeeeeeeeeieeviieiiiiiennns
Tabela 21. Analise de variancia da resisténcia a tracdo por
compressao diametral oS quUAtro NIVEIS........cccvvveeeeeeieieieeeeeenn
Tabela 22. Teste de Tukey-Kramer correspondente a resisténcia a
compresséao diametral dos biocimentos (DCPD/B-TCP).........cceeeeeeneennn.
Tabela 23. Planilha de dados da porosidade aparente dos biocimentos
(DCPD/B-TCP) . tttittee ettt et e et e e e e e e e e e e e enneeees
Tabela 24. Analise de variancia da porosidade aparente dos
biociMentoS (DCPD/B-TCP).....cooiiiiieiiieiiiiee e
Tabela 25. Tempo de pega e resisténcia a compressao diametral dos
biocimentos incorporados com fArMacCO.............uvveiiiiieeereeeeeeeieeeeeeeiinieeens
Tabela 26. Planilha de dados do tempo inicial e final de pega dos
biocimentos incorporados com fArmaco.........cccccccvvveeeeeiiieeiicccce
Tabela 27. Analise de Variancia do tempo inicial de pega dos
biocimentos incorporados com fArmMacCo.............eeveiiiieeereeeeeeeieeeeeeiinineens
Tabela 28. Andlise de Variancia do tempo final de pega dos
biocimentos incorporados com fArmaco.........cccccccvvveeeeeiiieiiceccce
Tabela 29. Médias e desvio padrdo dos resultados de resisténcia a
compressao diametral dos quatro tratamentos...........cccceeeeeeeeeevveeveeinnnns
Tabela 30. Analise de variancia da resisténcia a tracdo por
compressdo diametral dos quatro NIVEIS.........cccoevciiiiiiiiiiiiireee e,
Tabela 31. Teste de Tukey-Kramer correspondente a resisténcia a
compresséao diametral dos biocimentos incorporados com farmaco.......
Tabela 32. Resultados obtidos das analises por BET..........cccceeeeeeee.

Tabela 33. Resultados individuais das caracterizacdes fisico-quimica
dos biocimentos (DCPD/B-TCP)...cccoui it
Tabela 34. Resultados individuais das caracteriza¢des fisico-quimica

dos biocimentos incorporados com farmaco...........ccccvvvceiiiiiiiieeeeeeeeeea,

132

133

134

136

137

139

140

148

148

150

150

151

153

154
188

190



Tabela 35. Teste de Levene correspondente ao tempo inicial de pega
dos bicimentoS (DCPD/B-TCP)....ccoei ettt
Tabela 36. Teste de Levene correspondente ao tempo final de pega
dos biocimentos (DCPD/B-TCP)....cccce e e e eeeeeaaaannees
Tabela 37. Teste de Levene correspondente ao pH.doas biocimentos
(DCPD/B-TCP). .ottt en et en e
Tabela 38. Teste de Levene correspondente a resisténcia a
compresséao diametral dos biocimentos (DCPD/B-TCP)........cccccceeeeeeennn.
Tabela 39. Teste de Levene correspondente a porosidade dos
biocimentos (DCPD/B-TCP).....ccooiiiieiiieiiiee e
Tabela 40. Teste de Levene correspondente ao tempo inicial de pega
dos bicimentos incorporados com fArmaco..........cccceuvvvveiiiiiii e,
Tabela 41. Teste de Levene correspondente ao tempo final de pega
dos biocimentos incorporados com farmaco.............cccccceeeieeeiiieeeeeeeeee.
Tabela 42. Teste de Levene correspondente a resisténcia a
compressao diametral dos biocimentos (DCPD/B-TCP)........cccccceeveeeennn.
Tabela 43. Relagédo entre o valor n e o mecanismo de liberacdo
(o0] g1 1 (0] F=To b= VRSP RPPPUUUPURPPPPTRR

192

192

193

193

193

195

195

195



SIMBOLOS E ABREVIACOES

H3PO,4 — Acido Fosférico

CH3CHCO,HOH — Acido Léactico

HCI — Acido Cloridrico

a-TCP — alfa Fosfato Tricélcio

ANOVA — Andlise de Variancia

B-TCP — beta Fosfato Tricalcio

BC — Biocimento

BCF - Biocimento com Farmaco

BET - Brunauer, Emmet e Teller

CC - Carbonato de calcio

CFC — Cimento de Fosfato de Célcio

DRX — Difracao de raios-X

EDX — Energia Dispersiva por Raios X

FTIR — Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
ACP — Fosfato de Calcio Amorfo

DCPA — Fosfato Dicélcio Anidro

DCPD - Fosfato Dicalcio Di-hidratado

MCPM - Di-hidrogenofosfato de Calcio Monoidratado
OCP - Fosfato Octacalcio

TTCP — Fosfato Tetracéalcio



TCP — Fosfato Tricalcio

CDHA - Hidroxiapatita Deficiente em Calcio
NH;OH — Hidroxido de Amonio

Ca(OH), — Hidréxido de Calcio

HA, Cayo(PO4)s(OH), — Hidroxiapatita
NaOH — Hidroxido de Sodio

Ho — Hipotese Inicial

SBF — Liquido Corporal Simulado

MEV — Microscopia Eletronica de Varredura
MO — Microscopia Optica

CPP — Pirofosfato de Calcio

pH — Poténcia Hidrogénionico

Kps — Produto de Solubilidade

PBS - Solucdo Tampéo de Fosfato

CSH - Sulfato de Calcio Hemihidratado
CSD - Sulfato de Calcio Di-hifratado

UV/Vis — Ultravioleta/Visivel



SUMARIO

Capitulo 1 - INTRODUGAO .....ocueiiieieiecee et
Capitulo 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA .......covieiiiieeeseeeie s
2.1 Nanotecnologia e Materiais Nanoestruturado..............c.cccevvvvervrnnnne
2.1.1 Nanoparticulas — Mecanismo de FOrmagao...........ccvveeeeernuveennnnn.
2.2 Bioceramicas Nanoestruturadas............cooovvvveiiiiiiiiviiiiiieieeeeeeee e
2.3 BIOMALEIIAIS. ... .uvttiiiiiiiieeeie et ee et e e e e e e e e e e e e e e e e aaes
2.3.1 Biocompatibilidade e Biofuncionalidade ...........cccccccoooovviiiinnninn,
2.3.2 AplicagOes dos BIOMALENAIS. .........ooveeieiiiiiiiiiiiieeee et
2.3.3 Ceramicas de Fosfato de CalCiO..........ccoovveiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee
2.3.3.1 Hidroxiapatita-HA.............ccocovieieeeeee e
2.3.3.2 Fosfato TriCAICIO -TCP.......ccooiiiiiieiciiiieeeeeeeeee e
2.3.4 Estabilidade dos Fosfatos de CAlICIO...........ccveeeeeiiiiiiiiiiieiiiiee.
2.4 CIMENLOS OSSEOS.....c.veveeeeereeeeeeeeeeeeteeteeeeeeteesere e eteesesseseetesreeteenanes
2.5 Cimento de Fosfato de Calcio (CFC)....cccovvieeeeiiiiiiieeeicee e
2.5.1 Cimento de DCPD (Brushita).........cccoeovueieeeiiiiiiiiiiieiiiiiieeeeee e
y SR (=To1 o [ I @ 1T =Yo J
2.7 REQENEIAGAD OSSEa........ccvviveeeeeeieieee e e e see e e e,

2.8 Sistemas de Liberacdo Controlada de FArmacos...........cccccvevvveen...
2.8.1 Principais Mecanismos de Controle da Liberagcdo de
FAIMMACOS. ...ttt e e e e e e e e e e s
2.8.2 Liberacdo Controlada de Agentes AtIVOS..........cceeeeeiieeeeeeeeeieneenne,

2.8.2.1 Sistemas ReSEervatlOrios.........cccuuuuiieiiiiiiiiiiiieieeee e
2.8.2.2 Sistema MatricCial...........ccooeeiiiiiiiiiiiie e
2.9 Cimentos como Veiculos de Liberagdo de Farmacos....................

2.10 Antibiotico B-LaCtamiCOS.........uceeieiiiiiiieiee e
P20 0 Tt Y 0 o[ | ] = U PP
2.10.1.1 Caracteristicas da Ampicilina............ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiireeeee e,
2.11 Técnicas de Caracterizacdo de Biomateriais...........ccccccoevvuvieeeenn.
2.11.1 Microscopia Eletrénica de Varredura com espectroscopia e

Raios X por Dispersao de energia (MEV-EDX).........ccccevvvvvviiivnicinennenn.

o ~ b P



2.11.2 MiICroSCOPIA OPLICA. ........ecveierieeeteecee et 67

2.11.3 Difracdo de Raios X (DRX).....cccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiaeee e e eeeeeeeieiiieees 68
2.11.4 Espectrometria de Raios Infravermelhos por Transformada

de FOUMEr (FTIR)..ciiiiiieeiiiiiiiiiee s e ettt e e e e e e e e e e e e e eeeeeenees 70
2.11.5 Area Superficial ESpecifica (BET).......cccvvvveveeveerircecieee e, 74
2.11.6 Tempo de Cura (pega) dos Cimentos de Fosfato de Célcio........ 76
2.11.7 ReSIStENCIA MECANICA. ... .ceiieeeeeee it 79
2.11.8 Espectroscopia de Absorcdo Optica no Ultravioleta/Visivel........ 82
2.12 Planejamento de Analise de Experimentos Fatoriais..................... 85
2.12.1 Analise de Variancia (ANOVA).......cccciiiiiiiiiiiieiiiieeeeeeeeaeeeeeaa e 87
Capitulo 3 - MATERIAIS E METODOS .....cocoeeiiieeeeeee e 96
3.1 Sintese dos Pds de Fosfato de CalCio...........ccooviiviiiiiiiiiiiiiieeeeen 97
3.2 Preparacéao de Biocimentos de Fosfato de CalCio...........cccceeeeeeeennn. 98

3.3. Preparacédo de Biocimentos de Fosfato de Célcio Impregnados

COM FAIMMACO......ciiiiie ettt e e e e e e e e e e e e e s s e s raeeeeeaeeas 101
3.4 Caracterizacdo dos Pds e dos BioCimentos............uvvvveviiiiiiieeeeeenn, 102
3.4.1 Difrac@o de RaioS-X (DRX).....ccuuuuuumiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeesiiennn s 102
3.4.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

G PRSPPSO 103
3.4.3 Microscopia Eletronica de Varredura............ccceevvvvvvvviinniinnineeeeenn. 103

3.4.4 Determinacao da Distribuicdo do Tamanho de Particulas

3.45 Determinacdo do Potencial Hidrogenidnico (pH) dos

BIOCIMENTOS. ...ttt 104
3.4.6 TeMpPO de Pega (CUMQ)......uuuuuiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeetrr s e e e e e e aa e 104
3.4.7 Porosidade dos BIOCIMENTOS..........ccoveiiiiiiiiiiiiiiieeee e e 105
3.4.8 ReSIStENCIA MECANICA. ......ceeeeeeeeeeieieeeiiiiiie e 106
3.4.9 MICrOSCOPIA OPLICA. ......eiveiveieeeieeeee e eeee e eeee e e e 107
3.4.10 ANAlISE ESTAliSTICA. ... .uuurrrriiiiiiiiiiee e 107
3.4.11 Estudo da Liberacédo Controlada de FAarmacos.............cccceeeeeee.. 108

3.4.12 Avaliagdo da Cinética de Liberacdo Controlada de
=11 1 4= (o0 1 PP 110



Capitulo 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES .......ccooevieveiecieiecrenee, 111

4.1 Caracterizagao FiSiCO-QUIMICA.......cceeriiiiiiiiie i 112
4.1.1 Resultados de Difracao de Raios X (DRX)......ccceeveeiiriviieiiiiiinnnnns 112
4.1.2 Resultados de Espectroscopia de Infravermelho por

Tranformada de Fourier (FITIR).....ccooiiiiiiii e 115
4.2 Caracterizagdo Morfologica e Microestrutural..............ccoecviiieeennnns 118
4.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura..............ueeeeciiiiniineeeeeeeeeeeeeene, 118
4.3 Andlise Estatistica dos BIOCIMENTOS..........ccvvvveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 124
4.3.1TeMPO A€ PEOA......ccceiiiieeeeeeeeie et e e 125
B.3.2 PHooeceee oottt 131
4.3.3 Resisténcia a Compressao Diametral.............eeeeeveeeeieeeeiiiiiiiiiiinnn, 134
4.4.4 POrOSIHAUE. ....cciii ittt 138
4.5 Estudo da Liberacdo de Ampicilina nos Biocimentos BCF-00 e

T O e PSPPSRI 141
4.5.1 Andlise Estatistica dos Biocimentos Incorporados com

=L 4= U0 PP PPUPPPPPPPR 147
4.5.1.1 TeMPO d€ PEQA.......ccceeiiieeeieeice ettt 148

4.5.1.2 Resisténcia a Compressdo Diametral dos Biocimentos
INCOrporados COM FAIMACOS. .......ccuvuriiiiiiiiiiiieieeee e e e e e e e e e e 151
4.6 Comparacéo entre os Tempos de Pega dos Biocimentos com e
SEIM O FAIMMACO. ...ceiiiiiiiiiiiee et e e 154

4.7 Comparacao entre as Resisténcias a Compresséo Diametral dos

Biocimentos com € SEmM 0 FAMMACO.........ccvvvveeeieieieeeiieeeeeeieee 156
CAPITULO 5 - CONCLUSOES.......c.ootiotiieeeee e 158
CAPITULO 6 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS............. 160
CAPITULO 7 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ccoovvieeeeeenn 162
APBNAICE A oo a e e e e e e 186
Y 0 1= Lo Lo = = 190
Y 1= Lo Lo = 191
Y 0 1= Lo Lo = I 192
APEBNAICE E ... 195

AN X O A i 197



CAPITULO |

INTRODUCAO

Desde seu surgimento no mercado, no inicio dos anos 80, as ceramicas
de fosfato de calcio, especialmente a hidroxiapatita, foram consideradas os
materiais por exceléncia para a remodelacdo e reconstrugcdo de defeitos
0sseos. Essa preferéncia se deve principalmente a suas inigualaveis
propriedades de biocompatibilidade, bioatividade e osteocondutividade, o que
significa que ao serem implantadas no sitio 6sseo, ndo induzem resposta
imunoldgica; sdo capazes de ligar-se diretamente ao tecido 6sseo e permitem o
crescimento do 0sso ao longo de sua superficie.

ApoOs duas décadas do inicio de sua aplicacéo clinica, surgiram registros
de algumas desvantagens das ceramicas de fosfato de calcio. Elas podem ser
encontradas nas formas de blocos ou granulados; os blocos séao fabricados
com formas pré determinadas e normalizadas, que nem sempre preenchem
perfeitamente os defeitos; os granulados apresentam o risco de migrarem além
do sitio de implantacdo, podendo alcancar o tecido mole e provocar reacdes
granulomatosas e até mesmo sua expulsao para fora do organismo.

Essas desvantagens estariam ausentes se o material tivesse, além da
composicdo similar a das ceramicas de fosfato de célcio, fosse moldavel na
forma e dimensdes do defeito 6sseo que se pretendesse corrigir. Estas
possibilidades, e outras de interesse, sdo apresentadas pelos Cimentos de
Fosfatos de Calcio (CFC).

Cimentos de fosfato de calcio (CFC) sdo materiais desenvolvidos ha
aproximadamente uma década, constituidos por um po e um liquido, os quais,
ao serem misturados formam uma pasta que endurece espontaneamente a
temperatura ambiente ou corporal como resultado da precipitagdo de um ou

varios fosfatos de calcio.
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As caracteristicas que tornam os CFC biomateriais interessantes para a
reconstrucdo ou remodelacdo Ossea sao: facilidade de manipulagdo e
moldagem, sem ter que dar forma prévia ao enxerto, adaptando-se totalmente
a forma da cavidade 6ssea obtendo um intimo contato entre 0 0sSso e o cimento
desde os primeiros estagios da implantacdo. Além disso, os CFC diferenciam-
se dos outros cimentos 6sseos por ndo se aquecerem durante o processo de
endurecimento, evitando assim a necrose tecidual no sitio de implantagéo.

Durante o uso de materiais osteocondutores, a prevencao de infeccao
bacteriana é um fator chave para o sucesso da operacdo cirargica, que tem
como objetivo a reconstrucdo de defeito 6sseo. Portanto, depois da cirurgia,
muitas vezes, antibidticos sdo administrados sistematicamente aos pacientes
via oral ou via intravenosa. A infeccdo, em particular, € um sério problema
guando se usam materiais porosos. Embora a infec¢ao bacteriana na superficie
dos materiais porosos possa ser eliminada com antibiéticos e/ou células
imunoldgicas devido a circulagdo do fluido corporeo, uma infeccdo profunda
dentro do material poroso é dificili de medicar com administracdo de
antibioticos, visto que a circulacdo do fluido corpéreo no poro € bastante
limitada (Takechi et al., 1998).

Uma das formas de fazer uso racional e efetivo dos antibi6ticos &
precisamente sua administracao local e controlada. Isto se faz quando uma
quantidade ideal de antibiotico para o tratamento esta suportada por um tipo de
biomaterial, o qual pode ser diferente dependendo do sitio, caracteristicas da
infeccéo, objetivos do tratamento, etc. Em particular, para lesbes no 0sso, estes
sistemas sdo muito efetivos. Além disso, na maioria dos casos € necessario
curar a infeccdo antes de utilizar os procedimentos cirdrgicos de restauracéo
ou reconstrucdo tecidual. No caso da liberacdo controlada de drogas, o
tratamento da infeccdo e o procedimento cirdrgico podem ser feitos
simultaneamente.

Quando se utilizam blocos porosos de hidroxiapatita sinterizada, estes sao
imersos em solucdo antibiética antes do uso no processo cirurgico (Ratier et

al., 2001). Em contraste, o cimento de fosfato de calcio ndo pode ser imerso na

Albuquerque, J. S. V. Tese de Doutorado — UFC/CT/PGECM



solucéo antibiotica, visto que € aplicado no defeito 6sseo antes de sofrer a cura
ou pega. Por esta razdo, a adicdo antibiética ao cimento de fosfato de calcio é
importante como um suprimento de antibidtico para uso clinico. A prevencédo da
infeccdo bacteriana pode ser mais efetiva, na operacao cirdrgica, empregando
cimento de fosfato de célcio do que usando blocos de hidroxiapatita, pois como
ja mencionado anteriormente, estes nem sempre preenchem completamente
os defeitos.

O desempenho dos biocimentos pode ser melhorado através de escolhas
adequadas dos materiais utilizados e dos métodos de producdo adotados.
Dessa forma, o objetivo desta pesquisa é o desenvolvimento de um biocimento
de apatitas nanométricas biocompativel e biodegradavel com um farmaco
incorporado. Em particular foi realizada uma avaliacdo das propriedades
especiais dessa matriz para liberacad controlada de farmaco, por meio da

anélise estatistica de experimento fatorial com uso de softwares (Origin® 8).
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CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

A fim de se obter um embasamento tedrico para a realizacdo deste

trabalho, foi realizada uma revisao da literatura enfocando os seguintes pontos:

Nanoparticulas;
Bioceramicas;
Tecido 6sseo;

Biocimentos;

YV V. V V V

Liberacdo de farmacos.

2.1 Nanotecnologia e Materiais Nanoestruturados

As propriedades fisicas e quimicas de materiais em escala hanométrica
sdo de imenso interesse e crescente importancia para futuras aplicacoes
tecnoldgicas.

Materiais  nanoestruturados  exibem, geralmente, propriedades
diferenciadas com relacdo aos demais materiais. Muitas das aplicagoes destes
materiais estdo diretamente relacionadas as suas propriedades estruturais
(Carrefio et al, 2010).

O interesse por materiais nanoestruturados vem das mudancas
significativas nas propriedades dos produtos obtidos, as quais estdo
associadas a 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
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plasticidade e otimizacdo de propriedades magnéticas. Estas melhorias sdo
encontradas em casos especificos e estdo longe de ser uma regra geral
(Carrefio et al., 2008).

O campo da nanotecnologia é muito amplo e interdisciplinar promovendo
o envolvimento de diversas areas do conhecimento como, por exemplo, a
fisica, a quimica, a biofisica, a bioquimica, além da ciéncia de materiais, da
ciéncia da computacdo e da medicina. Entretanto, apenas uma parte deste
campo, na qual esta inserida a ciéncia de materiais, se concentra na criacao de
novas estruturas com novas propriedades (Murray et al., 2000).

A nanotecnologia pode ser entendida como sendo o termo utilizado para
descrever a criagdo, manipulacdo e exploracdo de materiais em escala
nanométrica (Dowling, 2004). E a ciéncia utilizada para investigacdo de
materiais nanoestruturados, constituidos por atomos e/ou moléculas. O termo
nano vem do grego e significa ando. O nanémetro corresponde a bilionésima
parte de um metro, ou a divisdo do metro em um bilhdo de partes, ou seja, 1nm
é igual @ 10° m.

O controle adequado das propriedades dos nanomateriais pode levar a
geracdo de um grupo promissor de materiais avang¢ados, novos produtos,
dispositivos, tecnologias e sistemas funcionais que possibilitem potenciais
aplicacoes em diversos setores, inclusive na industria (Rao et al., 2001). Em
areas como medicina, industrias farmacéutica e biomédica, as nanoparticulas
funcionalizadas poderdao ser Uteis para viajarem no corpo humano a fim de
reparar tecidos danificados. Ainda nesta area, outros materiais
nanoestruturados, podem ser usados como base para novos farmacos,
conjunto para auto-diagnosticos, etc. (Marzan, 2004). Nanomateriais podem ser
aplicados ainda, em detec¢do bioldgica, distribuicdo controlada de drogas,
filtros Opticos, sensores, entre outras.

O fascinio e o0 crescente interesse que 0s materiais nanoestruturados
despertam nos pesquisadores que trabalham em ciéncias de materiais e areas
afins, podem ser atribuidos ao fato de que esses materiais, no estado sélido,

apresentam propriedades fisicas, quimicas e estruturais, qualitativa e
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quantitativamente, diferentes das encontradas nos materiais volumares (bulk)
das espécies das quais eles sao derivados (He, et al., 2001).

Com o avanco da ciéncia, muitas técnicas de sintese de nanoparticulas e
excelentes ferramentas de caracterizacdo e manipulacdo destas, tornaram-se
disponiveis. Este fato tem levado a um grande avangco em pesquisas, utilizando
materiais outrora inacessiveis, proporcionando aos pesquisadores a
oportunidade de escolher qual a melhor rota de sintese a ser utilizada na
producdo desses materiais. Entretanto, a escolha de uma rota mais adequada
a ser seguida na producado de nanoparticulas esta diretamente relacionada as
caracteristicas que se deseja obter das amostras produzidas e as aplicagbes
pré-definidas para estes materiais.

Assim, entender o mecanismo de formacdo de nanoparticulas €
extremamente importante, além da escolha do método de sintese. Isto porque
a maioria dos estudos relacionados a esses materiais requer que as amostras
apresentem caracteristicas ideais, como estreita distribuicdo de tamanho de
pasticulas e morfologia controlada. Diante disso, apresenta-se, a seguir, uma
descricdo sobre os mecanismos de formacdo de nanoparticulas, onde estéo
envolvidas as etapas de nucleacdo e crescimento. Estas etapas sao muito
importantes na construcdo e producao de materiais nanoestruturados por meio
de reacbes quimicas, uma das rotas de sintese mais utilizadas na fabricacéo

de nanoparticulas.

2.1.1 Nanoparticulas - Mecanismos de Formacéao

Embora ainda ndo se conhegcam completamente os mecanismos que
contribuem para a formacgéo e o crescimento de nanoparticulas, devido a sua
complexidade, é indispenséavel estudar as etapas de nucleacédo e crescimento e
assim alcancar a habilidade de controlar sua distribuicdo de tamanho (He,
2001).

Muitas rotas podem ser usadas na preparacdo de particulas
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nanometricas. As reacdes quimicas em solucdo sdo mais comuns e tem se
desenvolvido significativamente. Dentre estas reacfes, esta a sintese por
precipitacdo (formacdo de um sélido), na qual processos como nhucleagéo,
crescimento e aglomeracdo das particulas ocorrem simultaneamente
(Cushinget et al., 2004).

Devido a dificuldade de isolar cada um dos processos envolvidos nas
reacfes de precipitacdo para estuda-los separadamente, seus mecanismos
fundamentais ndo sdo conhecidos completamente. A teoria que envolve essas
reacoes ndo € um assunto muito facil, entretanto podem-se resumir as suas

principais caracteristicas como a seguir (Cushing et al, 2004):

» Os produtos das reacbes de precipitacdo sdo geralmente espécies
pouco soluveis sob condicbes de supersaturacdo; estas condicoes
determinam que a nucleagdo seja uma etapa fundamental nessas
reacles e que um grande numero de particulas pequenas sera formado;

» Processos secundarios, como amadurecimento de Ostwald (fenbmeno
pelo qual particulas muito pequenas sédo essencialmente consumidas
pelas particulas maiores, durante o processo de crescimento) e
agregacédo, 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 reag¢des quimicas. Dessa
maneira, quaisquer condicbes de reacdo (ex.: 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 aplicacbes € que esta apresente distribuicdo de tamanho
monodispersa. Entretanto, as condi¢cdes determinantes para que os produtos

de reacdo sejam nanoparticulados e/ou monodispersos dependem
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fundamentalmente dos processos de nucleacdo e crescimento que controlam o
tamanho e a morfologia do sélido que seréa formado (Cushing et al, 2004).

Para entendermos melhor como se dao as etapas de nucleacdo e
crescimento, consideremos uma reacao quimica por precipitacdo. Quando a
precipitacdo comeca, um grande numero de cristalitos (ndcleos) 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 nucleacdo, o grau de
supersaturacgio é a chave para qualquer processo de precipitacdo. E conhecido
que a etapa de nucleagcdo pode ocorrer de duas maneiras: nucleacéo
homogénea e nucleacdo heterogénea.

O processo de nucleacdo homogénea envolve uma transformacéo de
fase e a criacdo de uma interface entre as duas fases (liquida e solida). Neste
processo, um pequeno numero de ions se reune para formar um sdlido, o
embrido. lons sdo adicionados e subtraidos do embrido aleatoriamente; a
medida que o embrido cresce sua energia livre inicialmente aumenta devido ao
aumento de energia superficial. Assim, somente poucos embrides entre 0s
muitos formados continuam a crescer. Eventualmente, um tamanho critico de
embrido é alcancado, além do qual a energia livre decresce com o aumento do
tamanho, pois a razéo superficie-volume diminui o suficiente para vencer a
influéncia da energia superficial (Costa, 1988).

Na nucleagdo homogénea, ndo se considera a influéncia de outros solidos
além da fase precipitante. Entretanto, na pratica, o efeito de impurezas é
bastante pronunciado. A presenca de impurezas no meio precipitante catalisa a
nucleacdo no sentido em que esta se inicia em um nivel de supersaturacéo
mais reduzido do que o0 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 formacao de um nucleo
superficial, quer em sitios ativos presentes iniciar o crescimento. Este tipo de
nucleacdo é denominado de nucleacéo heterogénea (Costa, 1988).

A nucleacdo heterogénea ocorre em um grau de supersaturagcdo mais
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reduzido do que aquele exigido para a nucleacdo homogénea. Assim, este
altimo processo é verificado somente se uma consideravel supersaturacdo for
usada. A relacdo entre a supersaturacao inicial e o namero final de particulas é
crucial para a diferenciacdo dos processos de nucleacdo homogénea e
heterogénea.

Quanto a etapa de crescimento das particulas, a difusdo é o principal
fator dominante deste processo. Quando um novo material é adicionado a
superficie da particula, gradientes de concentracdo e temperatura séo fatores
predominantes que determinam a velocidade da reacdo. A formacdo de um
nacleo estavel, através de colisbes entre os varios atomos € possivel desde
gue um numero critico desses atomos esteja presente no meio reacional. A
probabilidade de colisdo entre o &tomo e o nucleo ja formado € muito maior que
a probabilidade de nucleacdo. Uma vez os nucleos ja formados, o processo de
crescimento ocorre mais rapidamente do que a nucleacao (Chen et al., 2002). A
etapa de nucleacdo na sintese de nanoparticulas, através de precipitacao,
deve ser relativamente rapida e a de crescimento relativamente lenta (Oliveira
et al., 2005).

A primeira condicdo que deve ser cumprida para se obter particulas
monodispersas € que as etapas de nucleacdo e crescimento ocorram
separadamente (Viau et al.,, 1996). Dessa maneira, reacdes de precipitacao
homogénea sdo comumente utilizadas na preparacao dessas particulas.

De maneira geral, em rotas quimicas para a preparacdo de
nanoparticulas, as etapas de nucleag¢do e crescimento sdo muito importantes
na formacao desses materiais. Neste sentido, a escolha dos precursores, meio
reacional e condi¢cdes de sintese serdo determinantes nas caracteristicas dos

materiais que seréo obtidos.
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2.2. Bioceramicas Nanoestruturadas

As bioceramicas nanoestruturadas sdo materiais solidos inorganicos
quimicamente inertes, constituidos, de uma maneira geral, de uma ou mais
fases descontinuas dispersas dentro de uma fase continua, tendo a fase
descontinua dimensdes inferiores a 150 nm (Gleiter, 1994).

Somente com o desenvolvimento da nanotecnologia pode-se elaborar pos
bioceramicos nanoestruturadas constituidos de fosfato de calcio, com melhores
propriedades mecéanicas (Cunha et al., 2006). Estes estudos sédo temas de
pesquisa em diferentes laboratdrios, principalmente por esses materiais
apresentarem boas caracteristicas de biocompatibilidade, elevada area
especifica e pela semelhanca mineraldgica da estrutura 6ssea e dental.

Numerosos estudos tem sido desenvolvidos sobre obtencdo de
biomateriais nanoestruturados, principalmente os trabalhos relacionados a
sintese de pds bioceramicos nanoestruturados de fosfato de calcio. Isto se
deve a estas bioceramicas auxiliarem na regeneracdo do tecido 0sseo e sua
biodegradacao acelerada no caso de pos nanoestruturados, devido a alta area
especifica dos p6s. Diferentes métodos de sintese vem sendo utilizados na
producdo de pos nanoestruturados, sempre procurando obter particulas com
tamanho nanométrico, visando uma superficie de area elevada, em razao
destas caracteristicas serem importantes em estudos de regeneracdo e
reconstituicdo do tecido 6sseo (Delima et al., 2007).

As bioceramicas nanoestruturadas de fosfato de calcio, se destacam em
aplicacoes médico-odontologicas. Na area médica, podem ser utilizadas na
reconstituicio Ossea para recuperacado de pacientes que sofreram acidentes
automobilisticos graves, de trabalho ou mesmo domésticos graves, também é
utiizado no tratamento da osteoporose (fragilidade nos ossos devido a
dificuldade de retencéo de calcio), osteomielite (um tipo de infeccdo 6ssea), na

liberacdo de medicamentos e drogas anti-cancer (Rauschmann et al., 2004).
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Devido as distintas propriedades e formas que podem apresentar, as
biocerdmicas podem ser aplicadas em inumeras partes do corpo humano

conforme Figura O1.

Reparos Cranianos
Vidros e Vitrocerdmicos Bioativos

Lentes Oculares
Alumina

Otorrinolaringologia
Alumina
Hidroxiapatita
Vitroceramicos Bioativos
Compésitos Bioativos

Reconstrucio Maxilo-Facial
Alumina
Hidroxiapatita
Vidros Bioativos
Compésitos Hidroxiapatita- Acido
Polidtico

Implantes Dentarios

Aumento da Reborda Alveolar Alumina
Alumina Hidroxiapatita, Recobrimento
Hidroxiapatita Hidroxiapatita

Vidros Bioativos
Hidréxido de Cilcio

Fosfato Tricalcico
Vidros Bioativos
Compdosito Hidroxiapatita-Osso

Preenchimento da Cavidade

Autdgeno Periodontal
Compdsito Hidroxiapatita-Acido o
o Alumina
Polidtico

Hidroxiapatita
Fosfato Tricdlcico
Vidros Bioativos
Compdsito Hidroxiapatita-Osso
Autégeno
Compésito Hidrox iapuliln-f\cidu
Polidtico

Vilvulas Cardiacas
Recobrimento de Carbono

Acessos Percutianeos
Hidroxiapatita
Vidros e Vitroceramicas Bioativas
Recobrimentos de Carbono
Compdésitos Bioativos

Cirurgia de Coluna
Hidroxiapatita
Vitro Cerdmicos Bioativos

Reparo de Crista Iliaca

Vitro Celrami.cos Efioulivus Preenchimento de
e Cavidades Osseas
Aplicagoes Ortopédicas Hidroxiapatita
Sobre Carga Sais de Fosfato de Cilcio
Alumina Fosfato Tricdlcico
ZircOnia Vidros e Vitro Cerimicos
Compdsito Polietileno- Bioativos Granulados
Recob ‘H'dmm;[,)jma,‘ . Tenddes e Ligamentos Artificiais
pos l:mlenlo : rumedt!ld Compésitos de Fibra de Carbono
Recobrimento Vitro Cerdmica . . :
S Juntas de Hidroxiapatita
Bioativa

Figura 01. Aplicac@es clinicas das bioceramicas no esqueleto humano (Santos,
2002).
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2.3. Biomateriais

Biomateriais sao utilizados desde o tempo em que o homem dava os
primeiros passos ha medicina e na odontologia, mas somente depois da
Segunda Guerra Mundial houve um avanco significativo neste ramo da
engenharia dos materiais. Devido a necessidade de se utilizar um material
dentro do corpo humano na forma de implante e/ou enxerto e, a0 mesmo
tempo, classifica-lo na area médica, algumas definicbes para biomateriais tém
sido utilizadas. Os biomateriais podem ser definidos como substancias de
origens naturais ou sintéticas que sdo toleradas de forma transitéria ou
permanente pelos diversos tecidos que constituem os 6rgdos dos seres Vivos.
Eles séo utilizados como um todo ou parte de um sistema que trata, restaura
ou substitui algum tecido, 6rgdo ou funcédo do corpo (Mirtchi et al., 1989), ou
ainda como um material ndo bioldgico utilizado em um dispositivo médico, com
intencdo de interagir com sistemas biologicos (Williams, 1987).

De um modo geral, o termo biomateriais compreende qualquer substancia
ou combinacéo de substancias que nao sejam drogas ou farmacos, de origem
natural ou sintética, que podem ser usadas por qualquer que seja o periodo de
tempo, como parte ou como o todo de sistemas que tratam, aumentam ou
substituem quaisquer tecidos, 6rgao ou fungdes do corpo humano (Williams,
1999). Isso significa que, no sentido mais amplo, sdo enquadrados nessa
categoria todos os materiais empregados na medicina, odontologia, medicina
veterinaria e farmacologia, além daqueles que entram na forma de implantes
em contato direto com tecidos do corpo. Uma defini¢cdo pratica € dada por Park
(1979) segundo a qual "Biomateriais é tudo que, de modo continuo ou
intermitente, entra em contato com fluidos corpéreos, mesmo que esteja
localizado fora do corpo”. Assim, pinos, placas de fixagdo externas, bisturis,
laminas e demais instrumentos cirdrgicos ndo sdo considerados biomateriais;
apenas os fios que entram no corpo humano sdo biomateriais. Atualmente séo
usados mais de 40 tipos para reconstituicdo e substituicdo de componentes do

corpo humano (Pereira, 2000). Segundo a definicdo de Williams os biomateriais
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podem ser naturais ou sintéticos. Um enxerto de osso autdégeno ou alégeno é
um exemplo de biomaterial natural.

Os biomateriais podem ser: metélicos, ceramicos, poliméricos ou
compositos. Enxertos de materiais compadsitos bioativos — combinacdo de
bioceramicas e biovidros, bioceramicas e fibras poliméricas, unem
caracteristicas de classes diferentes de materiais para tornar o biomaterial

adequado a determinados tipos de aplicacao.

2.3.1 Biocompatibilidade e Biofuncionalidade

Biocompatibilidade significa que o material e seus possiveis produtos de
degradacédo devem ser tolerados pelos tecidos envoltorios e ndo devem causar
prejuizos ao organismo a curto e longo prazo. Para que um material seja aceito
clinicamente como um material de implante, ele precisa atender a alguns

requisitos fundamentais (Hench & Wilson, 1993) :

» O material deve ser biocompativel, ou seja, sua presenca ndo deve
causar efeitos nocivos no local do implante ou no sistema bioldgico;

» Os tecidos ndo devem causar a degradacdo do material, como, por
exemplo, corrosdo em metais, a ndo ser de forma toleravel,

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

> O material deve ser esterilizavel.

Com o aumento do niumero de materiais utilizados como biomateriais e 0s
diversos aspectos envolvidos na interacdo com os tecidos vivos, tém-se
procurado classifica-los em diversos grupos. De uma forma geral, os
biomateriais podem ser classificados em funcdo do comportamento fisiolégico e

em funcdo da sua natureza e origem (Hench & Wilson, 1993):
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> Materiais Bioinertes

S&8o0 materiais menos susceptiveis de provocar uma reacdo bioldgica
adversa ao organismo, por serem quimicamente estaveis. As ceramicas
bioinertes sdo definidas como sendo materiais que apresentam resposta
interfacial minima, que nado resulta na ligagdo nem na rejeicdo do tecido
hospedeiro, formando uma capsula fibrosa ao redor do material. Como
exemplos de bioceramicas bioinertes podemos citar a alumina (Al,O3), zirconia
(ZrOy) e diéxido de titanio (TiO,).

> Materiais Bioreativos

Os metais utilizados em ortopedia e em implantodologia dominam essa
classe de materiais. No entanto, a maioria dos biomateriais metalicos ndo é
bioreativo, ficando mais proxima a classe dos materiais bioinertes. Os metais
classificados como bioreativos ficam no limite entre os materiais bioinertes e os
bioativos. Esses metais adquirem bioatividade apds um tratamento de ativagédo
de superficie do seu 6xido. S&o eles o titdnio, o niébio e o tantalo (Prado da
Silva, 2002a).

> Materiais Bioativos

O termo bioatividade € definido como sendo a propriedade de formar
apatita espontaneamente, “in vivo” ou “in vitro” sobre a superficie de um
biomaterial e estabelecer uma interface capaz de suportar cargas funcionais
(Prado da Silva, 2002a). O material bioativo permite uma resposta biolégica
especifica na interface com o tecido vivo, possibilitando a formacdo de uma
ligacdo entre o tecido e o proprio material (Kokubo, 1990). Neste caso, o tecido

€ capaz de interagir intimamente com o material depositando-se diretamente
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sobre a superficie do mesmo sem a intervencdo da camada de tecido fibroso. A
natureza dessa ligacdo osso-implante, no caso destes materiais parece ser do
tipo quimico, sendo que nessa ligacdo o papel fundamental parece ser feito
pelos componentes organicos e minerais presentes no fluido do corpo humano.
Os testes de bioatividade sao realizados através da imersédo do biomaterial em
uma solugdo com concentragdes ionicas semelhantes as do plasma humano, a
37°C, denominada liquido corporal simulado (SBF) (Prado da Silva, 2002b).

As ceramicas bioativas podem ser utilizadas na regeneracdo 6ssea em
geral, inclusive nos tratamentos odontolégicos como carreadoras de farmacos.
Essa classe de bioceramicas pode ser produzida de varias formas, para
atender a diferentes funcdes de reparo dos ossos. Os granulos, por exemplo,
sdo usados para preencher espacos e participar do processo de regeneracao
do tecido 0sseo. As bioceramicas porosas sao utilizadas na reconstituicao de
defeitos 0sseos mais extensos onde haja necessidade de alguma funcao
estrutural (Prado da Silva, 1999; Hulbert et al.,1987). Cabe ressaltar que as
bioceramicas nédo tém tenacidade a fratura suficientemente elevada para
cumprir as fungdes estruturais dos biomaterias metalicos. Em algumas
aplicacOes, recobrimentos ceramicos sao utilizados sobre implantes metalicos.
Obtém-se, dessa forma, a funcdo estrutural do biomaterial metalico e

bioatividade do recobrimento bioceramico bioreabsorviveis.

O desenvolvimento de materiais considerados bioativos e
bioreabsorviveis é enfatizado ja que, além de substituir tecidos traumatizados,
estes materiais também podem propiciar a recuperacdo do tecido danificado
através da atuacdo em metabolismos intra e extracelulares responsaveis pela

reproducao celular e propagacao dos tecidos em crescimento.
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2.3.2. Aplicacdo dos Biomateriais

O numero de pacientes nos hospitais em funcdo principalmente da
ocorréncia de osteoporose e de acidentes oriundos de trabalho, transportes e
esportes tem incentivado o desenvolvimento de materiais que possam ser
utilizados como proéteses e implantes no corpo humano. Em diversas situacoes,
0s biomateriais podem ser Uteis para reconstituicdo ou substituicdo de tecidos
naturais do corpo. Entretanto, nem sempre 0 organismo aceita 0s materiais
implantados, 0 que preocupa os médicos e faz com que muitos pacientes
voltem & mesa de cirurgia.

De um modo geral, a aplicagcdo dos biomateriais ocorre nos mais diversos
campos da medicina como por exemplo, protese em ortopedia ou cirurgia
cardiovascular (valvulas cardiacas), 6rgaos artificiais, materiais para reparacéo
de tecido é6sseo (implantes enddsseos), dispositivos cirargicos, sistemas de
liberacéo controlada de farmacos, recobrimento de materiais metalicos e nos
compositos bioativos que nada mais sdo que a combinacdo de uma
bioceramica, na forma de particulas ou fibras, com um material polimérico,
potencializando suas caracteristicas para toma-lo adequado a determinados
tipos de implante (Elliot, 1994).

2.3.3. Ceramicas de Fosfato de Calcio

Ceramicas de fosfato de calcio tém merecido lugar de destaque entre as
denominadas bioceramicas, por apresentarem auséncia de toxicidade local ou
sistémica no organismo, auséncia de inflamacdes, e aparente habilidade em se
ligar ao tecido hospedeiro. Elas foram propostas em 1920 para aplicacdes
biomédicas, uma vez que o fosfato tricalcico, quando injetado nos defeitos
0sseos, demonstrou crescimento 0sseo mais rapido do que nos defeitos néo
tratados (Ben-Nissan, 2002).

Tais caracteristicas positivas podem ser explicadas pela natureza quimica
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destes materiais que, por serem formados basicamente por ions calcio e
fosfato, participam ativamente do equilibrio ibnico entre o fluido biolégico e a
ceramica (Kawashi, 1997).

As bioceramicas de fosfatos de calcio continuam sendo pesquisados e
cada vez mais sao utilizadas em procedimentos para a reconstrucdo e
recomposicao tecidual éssea. A descoberta por cientistas de que a fase mineral
dos 0ssos e dentes consistia de sais de fosfato de calcio motivou pesquisas
sobre 0 uso desses sais obtidos em laboratério como material util na
consolidacdo de fraturas Osseas. Entretanto, somente quando foram
desenvolvidas as técnicas de conformacao de materiais ceramicos, ao redor de
1960, é que a utilizacdo dos fosfatos de célcio como biomateriais foi
consolidada. A semelhanca quimica com a fase mineral dos ossos e dentes, a
excelente biocompatibilidade com o meio fisioldgico e as fortes ligacdes com o
tecido 6sseo séo fatores que tém estimulado a aplicacdo dos fosfatos de calcio
sintéticos como biomateriais. Essas bioceramicas nao induzem qualquer
reacdo imunologica ou toxica indesejavel. N&o apresentam riscos de
transmissado de patologias infecto-contagiosas nem de degradacdo protéica,
em razdo de suas caracteristicas e por apresentarem alta pureza em
decorréncia de seu processo de obtencdo com rigido e sistematico controle de
acordo com os padrdes exigiveis. A Tabela 01 mostra varios tipos de fosfato de

calcio sintéticos.
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Tabela 01. Fosfatos de célcio sintéticos (Ferraz, 2000).

Razé&o FORMULA NOME
Ca/P QUIMICA
2,0 Cas0O(P0Oy); Fosfato tetracalcio

1,67 |Caio(PO.)s(OH). Hidroxiapatita
Cai0-2x(PO4)s(OH), | Fosfato de calcio amorfo

1,50 |Caz(POy,); Fosfato tricalcio

1,33 | CagH2(P0O,)s.5H,0 |Fosfato octacalcio

1,0 CaH P0O4.2H,0 Fosfato dicalcio dihidratado

1,0 CaHPO, Fosfato dicalcio

1,0 Ca,P,0y Pirofosfato de calcio

1,0 CayP,07.2H,0 Pirofosfato de calcio dihidratado
0,7 Caz(Ps0156)2 Fosfato heptacélcio

0,67 |CasH,PsO59 Fosfato dihidrégeno tetracalcio

0,5 Ca(H2PO,)2.H,0 Fosfato monocalcio monohidratado
0,5 Ca(P0O3), Metafosfato de calcio

2.3.3.1 Hidroxiapatita - HA

Dentre as ceramicas de fosfato de calcio, a hidroxiapatita
(Ca10(PO4)s(OH), com razdo molar Ca/P igual a 1,67 é sem duvida, a mais
estudada e a mais utilizada para as finalidades clinicas por ser o principal
componente na fase mineral dos ossos (Van Blitterswijk, 1985). Em
consequéncia disto, ela possui propriedades de biocompatibilidade e
bioatividade, até o momento ndo sdo alcancadas por nenhum outro material
(Layman,1998). Contudo, a baixa resisténcia a tracdo e a fadiga dessas
ceramicas tem limitado sua aplicagdo como implantes em locais que sofrem
solicitacbes mecanicas baixas ou somente esforcos compressivos (Rigo et
al.,1999). Ceramicas de hidroxiapatita sdo produzidas em solucdo neutra ou
alcalina (Lavernia et al., 1991).

O uso clinico da hidroxiapatita, por outro lado, € limitado devido a sua
lenta biodegradacdo (Jarcho, 1992). Entretanto, a biodegradacdo da

hidroxiapatita é variavel e depende de: (De Groot, 1980):

Albuquerque, J. S. V. Tese de Doutorado — UFC/CT/PGECM



19

» Dissolucao fisico-quimica, que reduz o tamanho do implante;

» Particulas muito pequenas podem ser dissolvidas ou desintegradas pelo
primeiro fenémeno, ou digeridas intracelularmente por células
fagocitéarias;

» Cristalinidade: quanto mais cristalina, mais estavel e menos
reabsorvivel,

» Estequiometria e substituicbes: quanto mais estequiométrica, mais
estavel e menos reabsorvivel. Algumas substituicées ibnicas tornam
a hidroxiapatita mais reabsorvivel. Como exemplo, as substituicbes de

grupos carbonato (COs%) tornam as apatitas mais reabsorviveis.

Estudos efetuados por longos periodos de tempo tém mostrado que a
hidroxiapatita comeca a ser reabsorvida gradualmente apds quatro ou cinco
anos de implantacdo (Liu et al., 2000). A reabsorcdo € uma caracteristica
desejada em alguns tipos de enxertos, onde deve haver degradacdo com a
reposicdo do osso em formacdo. Consequentemente, as bioceramicas de

hidroxiapatita encontram as seguintes aplica¢fes clinicas:

» PO ceramico para preenchimento de cavidades 0sseas;

» Pequenos implantes a exemplo do ossiculo do ouvido médio;

» Recobrimentos sobre implantes dentarios metélicos;

» Implantes porosos submetidos a baixo carregamento onde o
crescimento do osso para dentro dos poros atua como uma fase de
reforco;

» Fase bioativa de um compdsito polimero-ceramica bioativa;

» Base para compdésitos biovidro/hidroxiapatita.

A hidroxiapatita € formada por atomos dos elementos quimicos: calcio,
fésforo, oxigénio e hidrogénio. Os grupos fosfatos e hidroxila, juntamente com o
calcio, distribuem-se espacialmente segundo um arranjo em forma hexagonal

(Figura 02). Uma das caracteristicas dessa estrutura € que ela permite que os
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grupos hidroxila (OH ) sejam retirados com relativa facilidade, gerando canais
vazios entre os hexagonos formados pelos ions de calcio. Esses canais podem

conduzir ions e moléculas, para dentro da estrutura do material ceramico.

c=0.6E75nm

Grupo espacial

d_.__—‘zrfs,fmh

@ o®oe s

& & o b Célula unitaria /6=360 £ Plann
hns!xagmal tmmla‘;aﬂ de simetna

Figura 02. Estrutura do cristal hidroxiapatita (McGregor, 1998).

A célula unitaria da hidroxiapatita tem seis grupos PO4> e dois grupos OH'".
O arranjo atbmico na célula unitaria mostra organizacao espacial de atomos

Ca, tetraedros de PO,* e grupos OH™ com respeito a cada um.

2.3.3.2 Fosfato Tricalcio - TCP

O fosfato tricalcico (TCP), tem sido intensamente investigado para fins de
enxertos bioceramicos, devido a sua caracteristica de ser bioabsorvivel. Podem
ser obtidos por diferentes técnicas de sintese e 0s seus politipos também séo
considerados como TCP, com formula quimica Caz(PO,).. Este material possui
trés fases polimoérficas (Elliot, 1994, Ryu et al., 2002) :

» Quando apresenta simetria romboédrica, € definido como fosfato

tricélcio do tipo B (B-TCP), estavel até temperaturas proximas a 1180C;
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» Uma fase monoclinica, estavel na faixa de temperatura entre 1180 a
1430C chamada de fase alfa (a-TCP);

» Uma fase de alta temperatura (acima de 1430C), de nominada de super-
alfa ou alfa’ (a’-TCP).

O controle da quantidade relativa de fases durante o processo de
producdo de bioceramicas sintéticas permite a producao de materiais mais ou
menos reabsorviveis (Johnson, 1987).

A absorcdo ou biodegradacdo do fosfato tricalcico, como dos outros

fosfatos de calcio, depende basicamente de trés fatores:

1. Dissolucéo fisico-quimica, que depende da solubilidade do material e o
pH do ambiente onde o material se encontra;

2. Desintegracao fisica, na qual o material é feito em pequenas pelo ataque
qguimico preferencial nos contornos de gréo;

3. Fatores biologicos, como a fagocitose, que causa mudancas locais na

concentracéo de pH do meio.

Dentre os polimorfos do fosfato tricalcio, a fase que tem despertado maior
interesse para utilizacdo em enxertos bioceramicos é o B-TCP, pois 0 mesmo,
dentre as trés fases, € a que possui estabilidade quimica, resisténcia mecanica
e taxa de bioabsorcédo mais adequadas a este tipo de aplicacdes (Elliot, 1994,
Ryu et al., 2002). Embora a maioria dos autores concorde que seu cristal seja
romboédrico, ou seja, com as dimensdes do cristal a = b = ¢, alguns trabalhos
citam as medidas de a = 10,43 A e ¢ = 37,37 A, como indicado na Figura 03. O
cristal apresenta imperfeicbes na estrutura que levam a grande instabilidade.
Mesmo assim é caracterizado por difracdo de raios X (DRX) (Okazaki et al.,
1990). O tamanho das patrticulas e suas propriedades variam de acordo com os

parametros de sintese (Oliveira, 2004).
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Ca3(POy),

@ Calcio
@ Oxigénio
@ Fosforo

a=10,435A
b=10,435A
c=37,4034
a=90,0°

B =90,0°

y =120,0°

Figura 03. Estrutura do cristal B- fosfato tricalcio (Bases de dados — CAPES,
2010).

A taxa de absorcdo € uma caracteristica importante, pois a mesma deve
ser adequada a velocidade com a qual os tecidos s&o reconstruidos. A taxa de
absorcdo do a-TCP é maior que a do B-TCP, e este ultimo, por sua vez, possui
uma taxa muito maior quando comparada a da hidroxiapatita. De maneira
geral, a taxa de bioabsorcdo aumenta com o aumento da area superficial,
diminuicdo da cristalinidade e do tamanho de grdo. Entédo, de acordo com uma
determinada aplicacdo, pode-se selecionar a fase desejada e o método de
processamento no qual se obtenha uma microestrutura que permita que o
fosfato tricalcio tenha a taxa de bioabsorcdo mais adequada com a reposicao
dos tecidos (Ratner et al., 1996; Kawachi et al., 2000).

O B-fosfato tricalcico, apesar ter um grande potencial de aplicagdo como
material para enxertos bioceramico, apresenta uma limitacdo em seu
processamento, que esta relacionada a temperatura relativamente baixa de
transformacao para a fase polimérfica a-TCP, que ocorre por volta de 1180<C.

Quando se processa o TCP a temperaturas superiores & temperatura em que
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ocorre esta transformacdo polimérfica, ocasionam-se defeitos (trincas) na
estrutura do material, reduzindo, assim, a sua resisténcia mecanica (Gibson et
al., 1996; Ryu et al., 2002; Enderle et al., 2005).

Ao sofrer a transformacéo polimorfica da fase beta () para a fase alfa (a),
o fosfato tricalcio passa de uma estrutura romboédrica, cuja densidade é
aproximadamente 3,07 g/cm®, para uma estrutura monoclinica (densidade igual
2,87 glcm®), ocorrendo uma expansdo de sua estrutura. Devido a esta
diferenca de volume ao passar da fase alfa para beta, gera-se uma tenséo
dentro da estrutura do material, 0 que ocasionara uma serie de microtrincas na
estrutura do mesmo (Elliot, 1994; Enderle et al., 2005).

2.3.4 Estabilidades dos Fosfatos de Calcio

A dissolucéao in vitro dos fosfatos de célcio depende, dentre outros fatores,
do pH, da concentracdo e do grau de saturacdo da solucdo tampdo, da
composicao e cristalinidade dos fosfatos de célcio. A ordem de solubilidade de

alguns dos fosfatos de célcio é a seguinte (LeGeros, 1991):

ACP>>DCPA>TTCP>a-TCP > B-TCP >> HA > FA

onde:

ACP (Fosfato de calcio amorfo)
DCPA (Fosfato dicélcio anidro)
TTCP (Fosfato tetracalcio (CasP20g)
a-TCP (alfa-Fosfato tricalcio)

B-TCP (beta-Fosfato tricalcio)

HA (Hidroxiapatita)

FA (Fluorapatita)

YV V. V V V V V
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Esta ordem de solubilidade concorda com os valores de K,s apresentados

na Tabela 02, a seguir:

Tabela 02. Constante do produto de solubilidade e razdo molar Ca/P de fosfato
de célcio (Chow et al., 1991).

Composto Formula Ca/P | log Kps(25°) | log Kys(379)
Fosfato monocalcio | Ca(H2P04)2.H,O | 0,5 Muito -
monohidratado soluvel
(MCPM)
Fosfato monocalcio Ca(H2PO,): 0,5 Muito -
Anhidro (MCPA) soluvel
Fosfato dicalcio CaHP04.2H,0 1,0 6,59 6,63
Dihidratado - Brushita
(DCPD)
Monetita, fosfato CaHPO, 1,0 6,90 7,02
dicélcio
anidro (DCPA)
Fosfato octacalcio, CagH(PO4)e.5H, | 1,33 96,6 95,9
(OCP) O
a-Fosfato tricalcio, a-Caz(P0O4), 15 25,5 25,5
(a-TCP)
B-Fosfato tricélcio, B-Caz(P0O4), 15 28,9 29,5
(B-TCP)
Hidroxiapatita, Caip(PO4)s(OH), | 1,67 58,4 58,6
(HA)
Fluorapatita, Caio(PO4)sF2 1,67 60,5 -
(FA)
Fosfato tetracalcio, Cay(P0O,).0 2,0 38a4 42,4
(TTCP)

A solubilidade é uma das mais importantes propriedades dos compostos
de fosfato de célcio: ela determina a direcdo de todas as rea¢fes quimicas a
temperatura ambiente, nas quais os fosfatos de calcio estdo envolvidos. O
parametro mais importante para a descricdo das propriedades de solubilidade

de um sal de fosfato de célcio é a constante de produto de solubilidade
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termodinamica, Kys, uma quantidade relacionada a energia livre de Gibbs do
sélido, sendo expressa na forma relacionada a formula do composto. Por

exemplo, para a hidroxiapatita (HA):

K,s(HA) = (Ca)5P0,*(OH) eq. (01)

onde, as quantidades em paréntese do lado direito da equacdo denotam
atividades.

Com base na regra das fases de Gibbs, um sistema ternario com duas
fases, um liquido e um sélido, em equilibrio em uma determinada temperatura
e pressdo tem grau de liberdade um. Assim, uma linha, conhecida como
isoterma de solubilidade, no diagrama de fases, define a composi¢céo de todo
liguido que esta saturado em relagdo ao sal. A isoterma de solubilidade de um
sal de fosfato de célcio pode ser calculada com base no conhecimento da
constante do produto de solubilidade, nas constantes de dissociacdo do acido
fosforico e do hidroxido de célcio, nas constantes de estabilidade dos pares
ibnicos e num modelo apropriado para calcular os coeficientes de atividade das
espécies envolvidas. A Figura 04. apresenta as isotermas calculadas a 37°C
de sete sais de fosfato de calcio (Chow, 1991): fosfato dicalcio dihidratado
(DCPD), fosfato dicélcio anidro (DCPA), fosfato octacalcico (OCP), B-fosfato
tricélcico (B-TCP), a-fosfato tricélcico ( a-TCP) e hidroxiapatita (HA) na forma
do logaritmo da concentracao total de calcio, log[Ca], da solugédo saturada em
funcdo do pH. A Figura 05 mostra as isotermas dos mesmos compostos na
forma do logaritmo da concentracdo total de fosforo, log[P], da solucdo

saturada em fungéo do pH.
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pH
Figura 04. Diagrama de solubilidade para o sistema ternario Ca(OH),-H3PO4-

H,O a 37° C. (a) isotermas de solubilidade mostrando log [Ca] e pH de
solugcdes em equilibrio com varios sais (Chow et al., 1991).

log c(P)

pH
Figura 05. Diagrama de solubilidade para o sistema ternario Ca(OH),-H3PO4-

H,O a 37° C. (b) isotermas de solubilidade mostrando log [P] e pH das solucbes
(Chow et al., 1991).
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As isotermas em ambas as figuras tém inclinacdo negativa nas regides
neutras e acidas, ou seja, pH abaixo de 7, do diagrama de fase. Isso reflete o
fato de que todos os compostos sdo mais sollveis conforme o pH diminui. A
inclinacdo da isoterma € uma indicacdo do quao rapidamente a solubilidade
dos sais aumenta com a diminuicdo do pH. Desde que, para um dado aumento
no pH, a solubilidade de um sal basico aumenta mais do que a de um sal &cido,
a inclinacdo da isoterma é correlacionada a basicidade do sal. Por exemplo, os
sais acidos, DCPD e DCPA, tém inclinacdes negativas menores do que a dos
sais basicos, TTCP, HA e os dois TCPs.

Na regido alcalina do diagrama de fases, a concentracdo de Ca aumenta
com o aumento do pH (Figura 04) mas, com exce¢ao de DCPA e DCPD, a
concentracdo de P diminui com o aumento do pH (Figura. 05). As razdes para
as diferentes formas das isotermas log [P] versus pH sédo também relacionadas
a basicidade do composto como descrito anteriormente. Podemos concluir que
a solubilidade do sal de fosfato de calcio € determinada, principalmente, por
dois fatores: a constante termodinamica do produto de solubilidade e a
basicidade do composto.

Os diagramas de solubilidade mostrados nas Figuras 04 e 05 séo Uteis
porque revelam a estabilidade relativa dos sais em varios valores de pH. Em
um dado pH, um sal cuja isoterma se encontra abaixo de uma de outro sal é
menos soluvel (mais estavel) do que o outro. Assim, € claro, a partir do
diagrama, que, a 37C, a HA é o menos soluvel de to dos os sais, ainda que o
pH caia abaixo de aproximadamente 4,2, em que o DCPA torna-se 0 menos
soltvel. Similarmente, o TTCP € o mais soluvel, para pH abaixo de 8,5; acima
desse valor o DCPD é o mais soluvel. As estabilidades relativas de varios sais
sdo a maior forgca motriz para as reacdes que ocorrem nos cimentos de fosfato
de calcio.

Os diagramas de fase mostrados nas Figuras 04 e 05 aplicam-se apenas
ao sistema Ca(OH),-H3PO4-H,0. Isso significa que as composi¢cdes descritas
nestes diagramas podem ser obtidas apenas pelo equilibrio de um sal em

solugbes aquosas de H3PO, ou Ca(OH), e ndo em solugdes que contenham
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outros componentes além do sistema ternario, por exemplo HClI ou NaOH
(Carrodéguas, 2000).

2.4 Cimentos Osseos

Cimentos odontolégicos de fosfato de zinco e silicato foram desenvolvidos
em 1870 e tem sido utilizado até hoje. Em 1879, Fletcher desenvolveu um
cimento de silicato que apresenta excelentes propriedades, tais como cor,
translucidez e ainda valor profilatico, apresentando acdo anticariogénica
derivada dos fluoretos presentes em sua composi¢cao. Geralmente, cimentos
odontologicos devem ser ndo toxicos e devem apresentar uma forte ligacéo
aos dentes assim como possuir propriedades mecanicas e quimicas (Williams
et al.,, 1994). Entretanto, eles tém apresentado muitas desvantagens,
especialmente a solubilidade e desintegragcdo sofrida no meio bucal, além do
aspecto relacionado a toxicidade e baixa resisténcia mecanica.

Outro tipo de cimento muito utilizado pelos dentistas € o de iondmeros de
vidro. Ele é constituido de um vidro de aluminossilicato com elevado teor de
fluoreto, que interage com &cido polialquendico (Andersson & Dahl, 1994;
Mount, 1996). O aluminio, que €& o responsavel pelo seu endurecimento,
também retarda a formacéo e crescimento de cristais de hidroxiapatita, além de
perturbar a mineralizagdo do osso. Os cimentos de ionOmeros de vidros s&o
classificados como: cimentos para cimentagcao, restauracao e forramento ou
base.

Dentre os mais estudados, destaca-se o polimetilmetacrilato (PMMA)
constituido por um polimero acrilico utilizado na fixacdo de proteses. Esse tipo
de cimento foi introduzido no inicio de 1960 por Charnley. O cimento 6sseo é
colocado nos espacos vazios entre o implante e a superficie 6ssea endosteal,
endurecendo em pouco tempo e assegurando a firme colocacdo da protese ao
preencher por completo o espaco vazio entre o implante e o osso (Pascual et
al., 1996).
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Existem trés vantagens na aplicacdo de cimentos 0sseos:

» As dimensdes da cavidade formada no osso para poder fixar a prétese
nao sao tao criticas, pois 0 cimento proporciona um encaixe ajustavel,

» Como ndo € um ajuste exato, ndo € necessario golpear a prétese ao
coloca-la na posicao correta, evitando-se, com isso, possiveis fraturas;

» Os cimentos aumentam a capacidade de resisténcia a cargas da prétese

ao distribuir uniformemente as tensdes entre a protese e 0 0sso0.

Tendo em vista 0 acima exposto, principalmente em razado das
desvantagens observadas, procurou-se (internacionalmente) o]
desenvolvimento de um material semelhante ao cimento, preparado a base de
fosfato de calcio, que reuniria as vantagens da biocompatibilidade dos
biomateriais a base de fosfato de calcio e dos materiais do tipo do cimento.
Estes séo significantemente diferentes das ceramicas de HA. S&o produzidos
por cristalizacédo direta “in vivo” e ndo requerem nenhum tipo de aquecimento
para a formacdo de um implante estruturalmente estavel. A parte sdlida é
misturada com a parte liquida, cuja composicdo pode ser agua, sangue,
solucdo salina ou acido fosférico diluido para formar uma pasta que se utiliza

para reparar defeitos 0sseos e que pode ser moldada intraoperativamente.

2.5 Cimento de Fosfato de Célcio (CFC)

O termo “cimento de fosfato de calcio” foi introduzido por Gruninger e
colaboradores (Driessens et al., 1993). Segundo eles, um cimento desse tipo
pode ser preparado misturando-se um sal de fosfato de célcio com agua ou
com uma solucdo aquosa para que se forme uma pasta que possa reagir a
temperatura ambiente ou corporal a fim de dar lugar a um precipitado que
contenha um ou mais fosfato de calcio e dé pega por meio do intercruzamento

dos cristais deste precipitado.
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Os cimentos de fosfato de célcio sdo constituidos por um componente
acido e outro basico, os quais, quando se misturam com agua, reagem para
formar um ou vérios produtos com uma acidez intermediaria a dos produtos de
partida. Estes cimentos estdo sendo objeto de intenso estudo nos ultimos anos
devido a sua potencial utilidade em aplicacbes biomédicas e também por
serem materiais biocompativeis que endurecem ou pegam no sitio de
implantagéo (Chow, 1991; Driessens et al., 1997).

As principais vantagens dos cimentos de fosfato de célcio séo:

> Na&o é necessario dar forma a cavidade;

» Minima cavidade;

» O fato de sua preparacao ser realizada durante o ato cirdrgico;
» Um 6timo contato entre 0sso e implante;

> Biocompatibilidade e bioatividade;

Auséncia de aguecimento durante a cura.

Ainda, os cimentos de fosfato de calcio devem possuir 0s requisitos
necessarios aos cimentos biomédicos para a aplicacdo clinica (Lemaitre et al.,
1987):

» Auséncia de toxicidade;

> Perfeita adesé&o ao tecido duro;

» Auséncia de propriedades alogénicas ou carcinogénicas;

» Facil manipulacao;

» Dar pega e endurecer “in vivo” dentro de um tempo razoavel;
» Resisténcia mecanica apropriada e permanente;

> Reabsorbilidade;

» Condutor e estimulador da formacao de novo tecido 6sseo;

» Tempos de pega e endurecimento controlaveis;

» Nao ocorre aguecimento durante a reacao de pega (cura).
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As propriedades de um cimento de fosfato de calcio, tais como
plasticidade inicial, tempo de endurecimento e resisténcia final podem ser
controladas por meio de fatores inerentes aos componentes do p6 e do liquido,
a mistura de ambos e as condi¢cdes de maturacdo da pasta, como podemos

observar na Tabela 03 (Carrodéguas, 2000).

Tabela 03. Fatores que afetam as propriedades das pastas de cimento
(Carrodéguas, 2000).

PO Natureza e pureza dos constituintes solidos
Proporgéo de mistura dos constituintes solidos
Aditivos (aceleradores, retardadores)
Tamanho de particulas

Liquido Aditivos (aceleradores, retardadores)
pH
Mistura Relacéo liquido/sélido (L/P)
Maturacéo Temperaturas
Umidade
pH do meio

O primeiro cimento de fosfato de célcio desenvolvido se deve a Brown &
Chow (1985). Eles encontraram que misturas de pés de fosfato tetracalcico
(TTCP) e fosfato dicalcico di-hidratado (DCPD) davam pega ao serem
misturados com agua, devido a dissolucéo dos fosfatos de calcio constituintes
e a precipitacdo de finos cristais de hidroxiapatita, cujo entrelacamento
proporciona a resisténcia mecanica do material resultante. Dessa forma,
Ishikawa et. al,. (1994, 1995), Tenhuisen et al., (1996), Fukase et al., (1990),
Hong et al., (1991), Constantino et al. (1991), Friedman et al., (1991), Shindo et
al. (1993), Takechi et al., (1996), deram continuidade a este estudo e a outros
sistemas de CFC.

Lemaitre et al., (1987, 1992), Mirtchi et al., (1989, 1990, 1991), Muting et
al. (1993), e Bohner et al. (1996) estudaram combinacdes de B-fosfato tricalcico

(B-TCP) com poés ou solucdes aquosas de fosfato monocalcico (MCPM),
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carbonato de célcio (CC) e acido ortofosforico. Neste sistema, a fase resultante
da reacdo de pega € o DCPD, que pode posteriormente hidrolizar-se a
hidroxiapatita por meio da acao dos fluidos corporais.

Por outro lado, Bermudez et al., (1993), Driessens et al., (1993, 1994,
1995), e Fernandez et al., (1995), depois de estudar o tempo de pega de 108
possiveis formulacdes cimentos de fosfato de calcio em que s6 26 possuiam
resisténcia a compressao superior a 1 MPa, concentraram seus trabalhos no
sistema baseado em a-fosfato tricalcico (a-TCP) como constituinte reativo.
Neste sistema, a fase resultante de pega € uma hidroxiapatita deficiente em
calcio similar a hidroxiapatita biol6gica (Driessens et al., (1997), Ginebra et. al.,
(1995-A), Bermudez et. al., (1994), Ginebra et al. (1995-B), Ginebra et al.,
(1995-C) e Jansen et al., (1995)).

A reacdo de pega dos cimentos de fosfato de calcio é fixada pelos
componentes do cimento em p6. Quando os constituintes do cimento (sais de
fosfato de calcio) sdo misturados com o liquido para a reacgéo, eles comecam a
dissolver na solugcédo, e esta solubilizacdo ocorre até que a composicao do
liguido encontre um ponto invariante, que € a intersecdo das isotermas de
solubilidade dos componentes no liquido utilizado, ou 0 ponto de saturacéo da
solugéo no caso de um unico sal de fosfato de calcio. Quando esse ponto €
encontrado, solubilizagdes adicionais dos sais de fosfato de célcio s6 poderéo
ocorrer se ocorrer a precipitacdo de algum fosfato de calcio, com o qual a
solugcdo aquosa esta supersaturada, removendo ions calcio e fosfato da
solugcdo. O pH do ponto quase invariante determinara o tipo de precipitado,
exceto quando se tratar de formas amorfas (ACP | e ACP II), como mostrado na
Tabela 04.
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Tabela 04. Fosfatos de célcio possiveis de serem precipitados em temperatura

ambiente ou corporea (Driessens et al., 1997).

Ca/P Abrev. Nome Formula pH
1,35 ACPI | Fosfato de calcio amorfo | - 4-9
1,34 ACPIl |Fosfato de calcio amorfo Il - 4-9
0,5 MCPM Dihidrogenofosfato de Ca(H2P04)2.H0 0-2

célcio monohidratado

1 DCPD |Hidrogenofosfato de calcio CaHPO,..2H,0 2-6
di-hdratado (Brushita)

1,33 OCP Fosfato octacalcio Cag(HPO,)2(PO4)4.5H, | 5,5-7,0
O

1,5 CDHA | Hidroxiapatita deficiente | Cag(HPQO4)(PO4)s(OH) | 6,5-8,5

em calcio

1,67 HA Hidroxiapatita Ca10(PO4)s(OH)2 9,5-12

Os principais compostos utilizados nas composicdes dos cimentos
aparecem na Tabela 05, junto com as siglas utilizadas para identifica-los em

ordem decrescente de carater acido.
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Tabela 05. Compostos utilizados em composicdes de cimento (Lemaitre et al.,

1987).
Abreviatura Nome Formula
MCPM Di-hidrogenofosfato de calcio monoidratado Ca(H2POy,)2,H.0
Hidrogenofosfato de calcio dihidratado CaHPO,4.2H,0
DCPD (Brushita)
DCP Hidrogenofosfato de calcio (Monetita) CaHPO,
OCP Fosfato octacalcio CagH2)P0O4)6.5H,0
TCP (a, B) |Fosfato tricalcio Caz(POy4)2
HA Hidroxiapatita Cas(PO4)3(0OH)
TTCP Fosfato tetracalcio Cas0O(P0Oy):
CcC Carbonato de calcio CaCOs3
CSH Sulfato de célcio hemihidratado CaS0,.1/2H,0

2.5.1 Cimento de DCPD (Brushita)

Lemaitre e Mirtchi (1987) estudaram a formac&o do cimento DCPD, que

esta entre os mais sollveis em condi¢cdes fisiologicas e mais reabsorvivel in

vivo (Boher, 2000), a partir da mistura do B-fosfato tricalcio (3-TCP) com o

fosfato monocalcio monohidratado (MCPM). Segundo estes autores, o tempo

de pega inicial deste cimento esta associado a dissolucdo do MCPM seguida

de uma progressiva cristalizagdo de DCPD. Estas transformagdes podem ser

representadas pelas seguintes rea¢fes quimicas:

Ca(H2P04)2.2H20(S) - Ca2+aq + 2H2P04__(aq) + HZO(l)

H3PO4” () + H20) © HPOL*"

(aq)+H30_

Ca2+(aq) + HP042_(aq) + 2H,0) —» CaHPO0,.2H;0

Albuquerque, J. S. V.
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eq.(03)

eq.(04)
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A primeira reacdo representa a dissolucdo do MCPM, a segunda a
liberacdo de ions H* como resultado do equilibrio de dihidrogenofosfato na
solucéo, a terceira corresponde a precipitacdo do DCPD devido a dissolucao
do MCPM e a ultima representa a reacdao de formacdo do DCPD devida a
reacao do B-TCP com os ions liberados da dissolugdo do MCPM.

Mirtchi e colaboradores (1989), citado por Carrodéguas (2000),
Verificaram que a adicdo de pirofosfato de calcio (CPP), sulfato de célcio di-
hidratado (CSD), e sulfato de calcio hemihidratado (CSH) como aditivo
aumenta o tempo de pega de 30 segundos para 10 minutos e que o CSH
aumenta a resisténcia & compressao diametral de 1 MPa para 3 MPa.

Os ions de pirofosfato se adsorvem no nucleo do sal calcio e impedem a
incorporacdo de mais ions ao redor do cristal prevenindo o crescimento
cristalino e a agregacéao dos cristais (Terkeltaub, 2001).

A inibicdo do crescimento dos cristais da brushita resulta em cristais de
menor tamanho e melhor empacotamento, aumentando com issO sua
resisténcia mecanica (Grover, et al., 2005). O tempo de pega dos cimentos
depende da solubilidade do componente alcalino: quanto maior a solubilidade,
menor o tempo de pega (Bohner, 1993).

Os cimentos de brushita sdo mais frageis que os cimentos de apatita.
Geralmente a resisténcia a compressao € menor que 15 MPa (Lemaitre, 1995).
Os cimentos de apatita possuem resisténcia a compressado diametral de 16
MPa e de compressao axial de 83 MPa (Driessens, 1999). A implantacao in
vivo do cimento brushita, ao contrario dos cimentos de apatita, diminui suas
propriedades mecanicas devido a sua alta solubilidade (Ikenaga et al., 1998).

Bohner e colaboradores (1993) propuseram para o sistema B-TCP -
H3sPO,4 — H,O um mecanismo de reacao similar ao do cimento B-TCP — MCPM
— H,0. O processo inicia com a dissolugdo do 3-fosfato tricalcio:

+ 4H,0 eq.(05)

Ca3(P04)2(S) + 4H30+ q) - 3Ca2+(aq) + 2H2P04—(aq

(a )

seguido da precipitacéo do DCPD:
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Ca2+(aq) + H2PO4_(aq) + 3H20(l) - CaHP04.2H205 + H30+(aq) eq. (06)

Para este cimento, o tempo de pega ficou entre 80 e 160 segundos, e a
resisténcia a compressao diametral foi de 0,1 a 2 MPa (Bohner, et. al., 1993). O
tempo de pega e a resisténcia aumentam com a presenca de fons SO4%, P,O*
, e (CgHs07)* (Bohner et al., 1996).

Formulacdes baseadas na reacéo p-TCP/H3PO4 possuem vantagens em
relacdo a formulacdes baseadas em B-TCP/MCPM, tais como, preparacao
mais facil e rapida, melhor controle da composi¢ao quimica e reatividade,
propriedades fisico-quimicas melhores, como maior tempo de endurecimento e
maior resisténcia mecanica devido a melhor homogeneidade. A formulacéo B-
TCP/MCPM é composta apenas por poés, dificultando a homogeneizacéo dos

reagentes (Bohner et al., 1997a).

2.6 Tecido Osseo

O tecido 6sseo € um material vivo que tem a funcao de formar o esqueleto
e consequentemente proporcionar locomogédo e protecdo ao organismo. Ele é
sujeito a carregamentos permanentes e transientes causados por atividades
diarias e eventualmente a carregamentos extremos como conseqiéncia de
acidentes. Ao contrario dos materiais inertes, esses tecidos sdo capazes de
responder e se adaptar ao seu ambiente. O crescimento 0sseo e a cura de
uma fratura sdo processos de carater temporario, ja a estrutura interna dos
0Ss0s € mantida e adaptada por um processo denominado remodelacao 6ssea
(Ruberg, 2003).

Esse processo é responsavel pela remocdo do micro-dano e
consequentemente pelo aumento da vida util de um tecido ésseo. Além disso, a
adaptacdo estrutural a mudancas no ambiente mecéanico desempenha um

papel importante no contexto de implantes e proteses.
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O tecido 0sseo é formado de células e matriz 6ssea (material intercelular
calcificado). As células Osseas constituem uma pequena fracdo do tecido
0sseo; contudo, sdo responsaveis por um processo continuo de remodelacgéo,
isto €, de formacdo e reabsorcdo Ossea. Sao trés tipos: ostedcitos,
osteoblastos e osteoclastos (Junqueira et al., 1990).

A matriz 6ssea é secretada por osteoblastos que se encontram na
superficie da matriz existente e que sintetizam nova matriz 6ssea gerando a
formacdo primaria do tecido. Alguns osteoblastos permanecem livres na
superficie, enquanto outros se tornam gradativamente embebidos em sua
propria secregdo. Este tecido recém produzido € chamado ostedide. Ele é
rapidamente convertido em matriz 6ssea mineralizada pela deposicdo de
cristais de fosfato de célcio. Uma vez aprisionado na matriz nineralizada, a
célula denominada de ostedcito, ndo tem oportunidade de se dividir, embora
continue a secretar mais matriz, em pequenas quantidades, em torno si
mesma. O ostedcito ocupa uma pequena cavidade, ou lacuna, na matriz, mas
nao esta isolado na matriz 6ssea. Canais muitos pequenos, ou canaliculos,
irradiam de cada lacuna e contém processos celulares do ostedcito que esta
nesta lacuna, permitindo-lhe formar jun¢des comunicantes com ostedcitos
vizinhos. Embora a propria rede de ostedcitos ndo realize a secrecdo e a
reabsorcdo de quantidades substanciais de matriz, eles sdo responsaveis por
parte do controle das atividades das células que o fazem.

Enquanto a matriz 6ssea é depositada pelos osteoblastos, ela sofre
reabsorcdo pelos osteoclastos que sdo células multinucleadas responsaveis
pela erosdo e reabsorcdo do osso previamente formado. Sua estrutura é
resultante de fusdes de células mononucleadas originadas da medula éssea e
que exibem grande semelhanga com os tipos celulares derivados do sistema
mononuclear fagocitario, incluindo a acentuada presenca de lisossomos.
Funcionalmente, os osteoclastos exibem uma ativa secrecdo de enzimas
lisossomiais sobre a matriz 6ssea, produzindo, principalmente, a lise de fibras
colagenas e a liberacdo de ions calcio fixados na matriz (Aires, 1991). A Figura

06 mostra esquematicamente as células 0sseas.
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Figura 06. Diagrama das células 6sseas (Junqueira, 1999).

O osso é um tecido com matriz protéica coldgenosa impregnada com sais
minerais, especialmente fosfatos de célcio. A proteina nas fibras colagenas,
que forma a matriz 0ssea, é complexa. Quantidades disponiveis de proteinas e
minerais adequadas para a manutencdo da estrutura éssea normal devem
estar disponiveis. Os minerais nos 0ss0s, nha maior parte, encontram-se na
forma de sais complexos que se assemelham e podem mesmo ser idénticos a
hidroxiapatita estequiométrica, Cajo(PO,4)(OH),. Existem também, no osso,
sédio e pequenas quantidades de magnésio e carbonato o que justifica a
existéncia de apatitas ndo estequiométricas e com substituicdes de varios
grupos ionicos.

Os o0ssos sdo dotados de uma habilidade notavel para adaptar sua
estrutura em resposta a carga a que sdo submetidos. Este comportamento de
adaptacao sugere que a deposicao e reabsorcdo da matriz sédo controladas de
alguma maneira pela deformagdo mecanica local, mas 0s mecanismos
envolvidos ndo sao ainda compreendidos. Um complexo mecanismo de
sinalizacao ocorre na matriz 0ssea através da sintese de substancias quando a
matriz é submetida a deformacéo.

De um ponto de vista microscopico, existem dois tipos de tecido 6sseo:
trabecular (Figura 07) e cortical (Figura 08), facilmente distinguidos pelo seu
grau de porosidade. Os tecidos 0sseos dos dois tipos sdo envoltos pela

medula, que é a fonte de células ésseas e contém vasos sanguineos e nervos.
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O osso cortical (ou compacto) tem uma porosidade muito baixa: entre 0,05
e 0,10. Esse 0sso, que forma aproximadamente 80% de um esqueleto maduro,
pode ser encontrado tanto na cobertura (cortex) em torno do 0sso trabecular ou
como a diafise dos 0ssos longos. No osso cortical também existem cavidades
de reabsorcdo, que sao espacos temporarios de remodelacdo de diametro
proximo a 200 um. Os Osteons sao células 6sseas que estdo dispostas em
paralelo ao longo eixo do osso cortical. A Figura 08 mostra a microestrutura do
0sso cortical.

O osso trabecular (também chamado de osso esponjoso) que forma 20%

7z

de um esqueleto maduro, € uma estrutura muito porosa achada em 0sso0s
curtos e chatos assim como no final de ossos longos. Sua alta porosidade varia
entre 0.75 e 0.95. Os poros sao interconectados e preenchidos pela medula. A
matriz mineralizada € composta por uma estrutura em placas formando as
trabéculas que tém espessura de aproximadamente 200 um (Ruberg, 2003).
Apesar de ter menor massa, 0 0sso trabecular tem superficie total cinco vezes
maior que o 0sso cortical, 0 que o torna desproporcionalmente importante na

dindmica do calcio (Le Geros, 1991).
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Figura 07 . Osso trabecular (Martin et al., 1998).
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Figura 08. Vista esquematica do osso cortical (Junqueira et al., 1990).

Muitos trabalhos vém sendo desenvolvidos com a finalidade de melhorar
0 comportamento mecanico, elevar a tenacidade a fratura e ampliar a utilizacéo
de bioceramicas em diferentes &reas biomédicas que exigem solicitacao
mecanica. As caracteristicas de propriedades mecanicas de um biomaterial
sinterizado estdo relacionadas principalmente a sintese do material e a
densificacdo obtida durante a sinterizacdo. Portanto, os maiores valores de
resisténcia mecanica estdo associados a obtencdo de materiais sinterizados
com densidade proxima da densidade tedrica.

A Tabela 06 mostra um comparativo do comportamento do 0SSO
(trabecular e cortical), com as diversas bioceramicas em relacdo a algumas

propriedades mecanicas.
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Tabela 06. Propriedades mecanicas de bioceramicas e 0sso humano (Kokubo
et al., 2003).

Propriedades Compressédo | Tracdo | Modulo de Tenacidade
Mecanicas (MPa) (MPa) Young (MPa x m*?)
(GPa)
Bioglass 45S5® - 42 35 -
Hidroxiapatita 500-1000 115-200 80-110 1,0
Vitro Ceramicas 1080 220 118 2,0
Alumina - 4500 400 5-6
Zirconia 15
Estabiizada - 2000 | 150
B-TCP 140-154 460-687 33-90 -
Osso Humano -
(trabecular) 2,12 i 0.05-0.,5
Osso Humano
(cortical) 100-230 | 50-150 7-30 212

2.7 Regeneracdo Ossea

A regeneracdo 6ssea é um dos processos de reparo mais importantes do
corpo porque o0 0sso, assim como o figado, tem a caracteristica de sofrer
regeneracao quando lesionado, dependendo da extensdo da lesdo. O 0sso,
sendo resistente e rigido, representa o principal elemento de sustentagdo do
corpo. O tecido altamente mineralizado que o constitui, o tecido ésseo, exibe,
além das suas propriedades mecanicas, uma alta capacidade de regeneracéo
espontanea. Assim, fraturas ou defeitos 0sseos sdo curados com a producéo
de novo tecido 6ésseo com a mesma alta organizacdo estrutural do tecido
original. No entanto, esta capacidade regenerativa é limitada pelo tamanho da
lesdo. Assim defeitos 6sseos extensos, provocados por traumas, infecgoes,

neoplasias e anomalias de desenvolvimento ndo se regeneram
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espontaneamente, representando um problema atual na medicina e
odontologia (Junqueira, et al., 1995). O preenchimento de defeitos 6sseos com
0sso0 autdgeno (do mesmo individuo) € uma opcao de tratamento regenerativo.
Entretanto, o osso autdégeno tem uma disponibilidade limitada para enxertos
(Herculian, et al., 2000). Outra desvantagem para essa alternativa € a
necessidade de duas incisdes: uma para retirar material e outra para preencher
o defeito 6sseo. Substitutos apropriados e biocompativeis para enxertos sao,
portanto requeridos. Outra opcdo € a utilizacdo de osso alégeno (de outro
individuo), o que geralmente ndo € desejavel por constituir um possivel vetor
de doencas. Alguns biomateriais podem ser usados com sucesso para O
preenchimento de cavidades déssea para reposicdo de osso perdido apos a
remocao de um tumor ou trauma. Essa ultima opc¢éao, utilizacdo de biomateriais

sintéticos, ndo apresenta os inconvenientes das duas opc¢des anteriores.

2.8 Sistemas de Liberacdo Controlada de Farmacos

Sistemas de liberacdo controlada representam um desenvolvimento
relativamente recente, com o objetivo de prolongar e melhorar o controle da

administracdo de farmacos (Farrel, et al., 2002).

Desta forma, o desenvolvimento de formas diferenciadas de transporte do
medicamento no organismo é essencial para que os efeitos desejados sejam
atingidos em sua plenitude, reduzindo o risco de intoxicacdes e dinamizando o
tratamento.

Um dispositivo de liberacdo controlada de farmacos consiste da
combinacdo de um material com um agente ativo terapéutico especifico, sem
destruir a integridade da substancia ativa, permitindo que ela seja liberada
adequadamente no interior do organismo ou sitio de tratamento.

Os sistemas de liberagao, freqientemente descritos como “drug delivery
systems”, oferecem inUmeras vantagens quando comparados a outros de

dosagem convencional (Azevedo, 2002).
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» Maior eficicia terapéutica, com liberacdo progressiva e controlada do
farmaco, a partir da degradacédo da matriz;

> Diminuicado significativa da toxicidade e maior tempo de permanéncia na
circulacao;

» Natureza e composicao dos veiculos variada e, ao contrario do que se
poderia esperar, ndo ha predominio de mecanismos de instabilidade e
decomposicao do farmaco (bio-inativagdo prematura);

» Administracdo segura (sem reacdes inflamatorias locais) e conveniente
(menor numero de doses);

> Direcionamento a alvos especificos, sem imobilizacdo significativa das
espécies bioativas;

» Tanto substancias hidrofilicas quanto lipofilicas podem ser incorporadas.

Nas formas de administracdo convencionais (spray, injecdo, pilulas) a
concentracdo da droga na corrente sanglinea apresenta um aumento, atinge
um pico maximo e entdo declina. Considerando que cada droga possui uma
faixa de acéo terapéutica acima da qual ela € toxica e abaixo da qual € ineficaz,
0s niveis plasmaticos sdo dependentes das dosagens administradas. Este fato
€ problematico se a dose efetiva estiver proxima a dose toxica. O objetivo dos
sistemas de liberacdo controlada € manter a concentracdo do farmaco entre
estes dois niveis por um tempo prolongado, utilizando-se de uma Unica
dosagem (Farrel, 2003). A diferenca de concentracdo plasmatica efetiva em
funcdo do tempo, entre sistemas convencionais e de liberagédo controlada, pode

ser mais bem visualizada na Figura 09.
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Figura 09. Concentracdo de uma droga modelo no sangue com (a) dosagem
tradicional da droga e (b) dosagem com liberacdo controlada (Ansel, et al.,
1999).

Historicamente, as primeiras tentativas de se modificar a liberacdo de um
farmaco foram realizadas quando se revestiam pilulas para mascarar o sabor
desagradavel dos farmacos. Entre 1940 e 1950, surgiram 0S primeiros
sistemas de liberacdo modificada, representados por formas farmacéuticas que
permitiam a liberacdo de parte do farmaco no estbmago e parte no intestino (ou
que evitavam a liberacdo gastrica). Tais medicamentos eram sensiveis as
variaveis fisioldgicas. Em 1952, surgiu uma das primeiras formas farmacéuticas
de acdo prolongada, o Spansule, da empresa Smithkline Beecham (Ratner,
1996). O medicamento consistia de uma capsula gelatinosa dura, contendo
granulos esféricos de coloracdes diferentes, correspondendo a revestimentos
diferentes. Usando revestimentos de espessuras diferentes, tempos de
dissolucédo poderiam variar, prolongando a acdo do agente terapéutico. Estes
revestimentos permitiram a liberacdo inicial da dose terapéutica necessaria,
seguida da liberacdo de doses menores, por um periodo de 10-12 horas.
Entretanto, a funcionalidade de tais produtos depende do ambiente externo que
varia muito de paciente para paciente. Por esta razdo, a partir da década de

sessenta (60), muitos esforcos foram realizados com o objetivo de desenvolver
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produtos capazes de liberar drogas por cinéticas reprodutiveis e previsiveis.
Idealmente, tais produtos ndo sao significativamente afetados pelo ambiente
externo, de modo que a variabilidade de paciente para paciente é reduzida (De
Sousa, 2006).

Ao longo das ultimas décadas, o campo de liberacdo controlada de
drogas experimentou um acelerado desenvolvimento, com diversas
organizacbes (como a CRS, Controlled Release Society) e jornais cientificos
(como o Advanced Drug Release) especificamente dedicados a este tema.
Além disto, alguns textos cobrindo este tépico sdo encontrados na literatura
(Chien, 1992; Renade, et al., 2003; Ansel, et al., 1999). Vérias técnicas vém
sendo desenvolvidas e aplicadas para se promover uma liberacdo controlada
do farmaco, com o objetivo de regular a sua velocidade de liberacdo, manter
seu nivel terapéutico constante por um maior periodo de tempo (processo
conhecido como liberagdo de ordem zero), além de direcionar sua agdo a um
tecido especifico.

Por definicdo, o termo “sistema de liberacdo de farmacos” refere-se a
tecnologia utilizada para otimizar a liberacdo de um farmaco, onde o principio
ativo deve ser liberado e/ou absorvido, melhorando a resposta terapéutica
(Ansel et al.,, 1999). Os tratamentos convencionais utilizados para combater
processos infecciosos (solugcdes, suspensodes, pilulas, entre outros) requerem
uma administracao por um longo periodo de tempo, visando manter os niveis
terapéuticos do farmaco no organismo. Muitas vezes, tais niveis ndo sdo
alcancados, pois o tratamento ndo exibe resultados ou apresenta efeitos
colaterais devido a alta concentracao do farmaco.

Prova disso € que, de acordo com Oliveira et al., (2004), raramente a
experiéncia clinica com agentes terapéuticos satisfaz as expectativas criadas
em torno de resultados pré-clinicos com medicamentos, desde que entre o
local de administracdo e o 6rgao ou tecido alvo existe uma série de barreiras
anatdbmicas, quimicas ou biolégicas que contrariam a obtencdo do efeito
terapéutico desejado.

A manutencgdo da concentracdo do medicamento na corrente sanguinea,
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dentro da faixa terapéutica do medicamento, leva a reducdo no numero de
doses requeridas e ao aumento na eficacia do tratamento, pois desta forma
diminui a possibilidade de alcancar niveis tdéxicos ou subterapéuticos (faixa
ineficaz).

Assim sendo, a busca por formas diferenciadas e mais efetivas de
liberacdo, de forma que a droga possa atingir seu local de acéo na proporcéo e
tempo esperados, é um foco de expectativas de desenvolvimento de novos

tratamentos medicamentosos e aprimoramento das formulagdes ja existentes.

2.8.1. Principais Mecanismos de Controle da Liberag  &o de Farmacos

Existem varios mecanismos pelos quais a liberagdo de um farmaco pode
ser controlada em um medicamento. A classificagdo do sistema de liberagao
controlada de farmacos segundo o mecanismo de liberacao € feita tomando-se
por base o mecanismo principal. O tipo de mecanismo que controla a liberacéo
do farmaco determina também a sua classificacdo, podendo ser: sistemas de
difusdo controlada, sistemas controlados quimicamente, sistemas controlados
por expansao e contracdo, sistemas osmoticamente controlados, etc. (Ratner,
1996; Simo et al., 2003).

> Difusdo

A difusdo molecular através de polimeros e materiais ceramicos € um meio
eficiente, simples e seguro de alcancar a liberagcdo controlada de uma
variedade de agentes ativos. Diz-se que um medicamento ou dispositivo age
por difusdo quando este fendbmeno ocorre em alguma fase da liberacdo e
representa um passo decisivo na liberacdo total do farmaco. Os principais
dispositivos que utilizam este fenbmeno como controladores da liberacdo do

farmaco séo do tipo reservatério ou matricial.
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> Erosao

O material que é utilizado em dispositivos controlados por difusdo
desempenha um papel relativamente passivo, tendo funcdo de carrear e
retardar a velocidade com a qual o farmaco € distribuido para o alvo. Alguns
dispositivos sdo elaborados para desempenhar um papel um pouco mais ativo
no processo de liberagcédo. Tais materiais se desgastam quando sofrem reacdes
quimicas, libertando o farmaco para a distribuicdo no alvo. Estes sistemas séo

classificados em duas categorias:

- Sistemas de imobilizacdo fisica: também chamados erodiveis ou
biodegradaveis, nos quais o farmaco, fisicamente imobilizado pela rede
do material, é liberado apos a erosao desta;

- Sistemas de imobilizacdo quimica: nos quais o farmaco esta
guimicamente ligado ao esqueleto polimérico (cadeia pendente) ou ele
proprio € parte do esqueleto polimérico. A liberacdo de farmaco destes
sistemas é principalmente governada pela cinética de degradacédo da

ligacdo, sendo, portanto, especifica para cada sistema.

» Expanséo

Sédo sistemas monoliticos, onde o farmaco se encontra dissolvido ou
disperso em um suporte polimérico hidrofilico, com ou sem liga¢des cruzadas,
0 qual se expande sem se dissolver quando em contato com 0 meio aquoso.
Estes sistemas sdo denominados hidrogéis. O grau de expansao (e, portanto, a
quantidade de farmaco liberada) depende do balanco hidrofilico/hidrofébico da
matriz polimérica e do grau das ligagc6es cruzadas. A migracdo do farmaco para
0 meio aquoso de um sistema como este implica um processo de absor¢cao de

agua e desorcao do farmaco.
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» Osmose

As bombas osmoéticas sdo semelhantes aos dispositivos reservatorios,
mas contém um agente osmoético (por exemplo, o proprio farmaco na forma de
sal), o qual retira agua do meio circundante através de uma membrana
semipermeavel. Uma presséo é gerada ao longo do dispositivo, o que forca a
saida do farmaco (em solucao) do dispositivo, através de um orificio. J& que o
volume do dispositivo permanece constante e ha um excesso de solido
(solucdo saturada) dentro do dispositivo, a taxa de liberagdo permanece
constante, liberando um volume de solugdo do farmaco igual ao volume de

solvente absorvido.

2.8.2. Liberacao Controlada de Agentes Ativos

Entre os requisitos que devem apresentar os sistemas para sua utilizacao
como matrizes nas formulacdes para liberacdo controlada de agentes ativos
estdo as suas propriedades de transporte.

O transporte de drogas através de matrizes ndo porosas em sistemas de
liberacdo controlada ocorre por um processo de solucédo-difusdo. A carga deve
primeiro dissolver-se na matriz e entdo difundir-se da area de alta concentracdo
da carga para a area de menor concentracdo. Este fenbmeno pode ser
quantificado pela Primeira Lei de Fick (Smith e Herbig,1992):

dcC,,

J= _DW eq.(07)
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onde:

> J é o fluxo em glcm?.sec, Cm é a concentracdo do agente na membrana
em g/lcm?®;
» dCm/dx é o gradiente de concentragao;

> D é o coeficiente de difusédo do agente na membrana em cm?/sec.

A liberacdo da carga ativa pelos sistemas de liberacdo controlada pode
seguir uma grande variedade de comportamentos. Contudo, a cinética da
liberacdo da maioria dos sistemas que dependem da difusdo em uma matriz

nao porosa pode ser agrupada em trés tipos de perfis de liberacéo:

» Cinético de ordem zero;
> Cinético t¥?:

» Cinético de primeira ordem.

Em sistemas que exibem cinética de ordem zero a taxa de liberacdo
permanece constante até que quase toda a carga tenha sido liberada (o termo
ordem zero deriva da cinética de liberacao ser independente da quantidade de
droga remanescente). A taxa de liberacdo diminui proporcionalmente a raiz
quadrada do tempo em sistemas de liberacdo controlada com cinética V2. A
cinética de liberacdo de primeira ordem ocorre em sistemas onde a taxa de
liberacdo € proporcional a quantidade de droga remanescente no sistema. A
liberacdo de primeira ordem € comum em sistemas convencionais de liberacéo
ndo controlada assim como em sistemas de liberagdo controlada, e €
caracterizada por uma diminuicdo exponencial da taxa de liberacdo com o
tempo. Na Figura 10, é apresentado um perfil de liberac&o teorico para cada

tipo de sistema.

Albuquerque, J. S. V. Tese de Doutorado — UFC/CT/PGECM



50

3 I Cinética de ordem zero

21 -
Cinéticat1/2 =

Cinética de primeira ordem

0 T i i i
0 1 2 3 4 5
Tempo

Taxa de liberagao

Figura 10. Comparacdo entre os modelos de cinética de liberacdo

convencionais.

A maioria dos sistemas de liberagdo controlada pode ser incluida nos

seguintes grupos (Brunstedt e Anderson, 1992):

» Sistemas reservatorios;

> Sistemas de matriz.

2.8.2.1. Sistemas Reservatoérios

No sistema reservatorio, € possivel identificar um nudcleo diferenciado
(Figura 11), que pode ser uma droga sélida, uma solucao diluida, ou altamente
concentrada em um reservatorio. Se a carga ativa € mantida em um estado
saturado, o seu transporte molecular através da membrana permanecera
constante, pois a forgca motriz ndo é alterada.

Neste sistema, o farmaco encontra-se envolvido por um filme ou uma

membrana de um material controlador da taxa de liberagdo. A Unica estrutura
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que efetivamente limita a liberagcdo da droga € a camada de material que
envolve o reservatorio. Mudancas na natureza e espessura dessa camada
promovem alteracbes na velocidade de liberacdo das drogas. A membrana que
envolve o reservatorio permite a difusdo da droga contida dentro do nucleo
para o meio externo. Neste tipo de sistema, a taxa de liberacdo é constante se
houver uma concentragdo constante do farmaco no interior do reservatério.
Para que esta taxa de liberacdo constante (ordem zero) ocorra, a carga ativa
deve permanecer no estado solido ou em suspensdo. Se a droga apresentar
elevada solubilidade em agua, sera dificil manter o estado saturado e até
mesmo se todos os requerimentos para uma taxa de liberacdo de ordem zero
forem mantidos, a liberacdo geralmente ndo se mantera constante nas etapas

iniciais e finais.

(@) PN (B}
R
S J E

Figura 11. Liberacdo controlada de drogas a partir de um dispositivo de
reservatorio tipico: (a) sistema implantavel ou oral, e (b) sistema transdérmico
(Ratner, 1996).

Quando o sistema de liberacdo controlada é colocado em um meio de
liberacdo, é necessario certo tempo para que uma taxa de liberagdo constante
seja alcancada, podendo ocorrer um tempo de retardo ("lag"”) ou uma liberacao
muito pronunciada inicialmente ("burst”). Se a membrana esta carregada com
uma pequena quantidade da carga ativa, sera necessario um periodo de

inducéo para que a sua liberacdo ocorra. Por outro lado, se as moléculas de
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carga ativa se acumularam na membrana como resultado da fabricacdo ou
estocagem, a taxa de liberacdo inicial sera mais elevada do que a do periodo
constante (Leong e Langer, 1987).

As equacdes que descrevem a cinética de liberacdo dos denominados
sistemas reservatorios podem ser derivadas da Primeira Lei de Fick,
adicionando-se fatores que descrevam a geometria do sistema. As equacdes
08 -10 descrevem a taxa de liberacdo para sistemas reservatéorios de

geometrias diferentes (Smith e Herbig; 1992):

» Cilindros:

am Ac

— = 2nLDK ———— eq. (08)
dt ln( O/Ti)

» Esferas:

M yrpKac T eq. (09)
dt To-T;

» Laminas:

dM, Ac

W = ADKT eq. (10)

onde:

» M; - massa da carga ativa liberada em um tempo t;
» dM,/dt - taxa de liberagdo em um tempo t;

» L - comprimento do cilindro;
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I'o - raio externo do cilindro ou esfera;
ri - raio interno do cilindro ou esfera;
1 - espessura da lamina;

A - area superficial;

YV V VYV V V

K - razdo entre a concentracdo da carga ativa na matriz e no meio de
liberacao;
» Ac - diferenga de concentragdo da carga ativa entre os dois lados da
membrana.
O tempo "lag" e o efeito "burst" dependem da distribuicéo e difusividade
da carga ativa na membrana e da espessura da membrana. As equacdes
abaixo (11 e 12) descrevem a porcéo da curva de liberacdo referente a estes

fendbmenos, para um sistema de lamina.

» Tempo lag:

D [?
M, = Zom (t——) eq.(11)
> Efeito burst:

D 12
M, = ﬁ(t — —) eq.(12)
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onde:

» M, - quantidade de carga ativa liberada;

» cm - cOncentracao da carga ativa ha membrana na superficie do sistema.

No final do periodo de liberacdo a concentracdo da carga ativa no nucleo
tera alcancado um valor inferior ao de saturacdo e a taxa de liberacao
diminuira. A medida que a concentragdo da carga ativa no nucleo diminui, o
gradiente de concentragcdo através da membrana diminui e uma cinética de
liberacdo de primeira ordem é observada, podendo ser expressada pela

Equacédo 13, para laminas (Baker e Lonsdale, 1974).

a1 Py eq-(13)
onde:

» Cs- concentragdo de saturagdo da carga ativa no sistema;
» t-tempo;

> V - volume do reservatorio.

Na pratica, a liberacdo da carga ativa pode ser mais complicada devido a
uma possibilidade de quebra simultanea da matriz, dissolugéo parcial da matriz
por substancias do meio, por¢cdes das drogas em diferentes formas e a
liberacdo da droga situada na superficie sendo mais rapida do que a liberacéo
da droga dentro da matriz. Estas complicagcbes n&do foram consideradas na
analise teodrica anterior e devem ser objeto de discussao para cada sistema em
particular (Higuchi, 1963).
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2.8.2.2. Sistema Matricial

E o mais simples e largamente utilizado. A liberacdo da droga é
freqientemente proporcional ao quadrado do tempo de liberacéo.

No sistema matricial (Figura 12), a droga se encontra homogeneamente
dispersa no material que forma o dispositivo ou adsorvida na superficie, e a sua
liberacdo ocorre por difusédo pelos poros da matriz, por degradagéo do material
ou por uma combinacdo dos dois mecanismos. A taxa de liberacdo dos
denominados sistemas matrizes diminui com o tempo. Isto ocorre devido ao
caminho de difusdo aumentar com o tempo, uma vez que a carga ativa proxima
a superficie é liberada primeiro, a localizada no interior necessita difundir-se
mais rapidamente para ser liberada a uma mesma taxa. A cinética de liberacéo
destes sistemas ndo sofre alteracdes significativas devido a defeitos na matriz,
ao contrario dos sistemas reservatérios, onde defeitos na membrana podem

alterar drasticamente a cinética de liberacéo.

Tempo

Figura 12. Liberacdo de droga a partir de um sistema tipico de matriz para

liberacdo controlada (Ratner, 1996).

As matrizes podem ser de trés tipos de matriz:

» Matrizes onde toda a carga ativa esta dissolvida;
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» Matriz que apresentam pequenas quantidades da carga ativa dispersa e
gue séo liberadas por difuséo;

» Matrizes nas quais grandes quantidades da carga ativa estao dispersas
e sao liberadas principalmente por difusdo através dos poros que sao

formados a medida que a carga ativa € liberada.

As cargas ativas liguidas estdo geralmente dissolvidas na matriz,
enquanto cargas ativas solidas estdo dispersas na mesma (Smith e Herbig;
1992).

A cinética de liberagdo de matrizes contendo uma carga dissolvida esta
dentro de dois regimes. A liberacdo dos primeiros 60% de carga segue a
cinética t“?, enquanto a liberacdo dos Ultimos 60% de carga segue a cinética
de primeira ordem. A porcao sobreposta é descrita adequadamente por ambos
0s regimes. As equagbes 14-18 descrevem a cinética de liberacdo para

sistemas de diferentes geometrias (Smith e Herbig, 1992):

> Cilindros:
M. < 0,6 am, =3M ( b )1/2 MoD 14
M,, ’ dt 7 \rimt r2 eq-(14)
M, dM, 4DM.,, 2Dt
M. <04 Pl exp |— 2 eq.(15)

> Esferas:

Y

M; <06 aM, [ D ] 2 3M. D 15
M, ' dt 7 “lmrit r2 eq-(15)
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. dM, 6DM,, 2Dt
M_oo <04 Frabai— exp |— 2 eq.(16)
» Laminas:
M <06 M oy [D v 17
My, =~ dt 7 lmizt eq-(17)
M, dM, 8DM,, 2Dt
M. <04 T aLd P eq.(18)
onde:
» M- massa acumulativa da liberacdo da carga pelo tempo;
» D - coeficiente de difuséao;
» M, - massa total da carga impregnada na matriz;
» dM,/dt - taxa de liberagdo da carga de um sistema;
» t-tempo.

Matrizes contendo a carga ativa dispersa na matriz (menos que cerca de

20%v) exibem cinética de liberacdo t*?

para quase todo o processo de
liberacdo, assumindo-se que a maioria da carga ativa esta dispersa e néo
dissolvida (Smith e Herbig, 1992).

As equacdes 19-21 que descrevem a cinética de liberacdo destes
sistemas contendo a carga ativa dispersada na matriz sdo apresentadas

abaixo:
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> Cilindros:
dM, 4DCpsMo,

_ eq.(19)
dt rzCooln( —%)

> Esferas:

/AN
dM, _ 3DM,, ( ‘M_oo) eq. (20)
dt 72Coo0 M, 1/3 q.
1-( —m)

> Laminas:
th _ é DCms(ZCOO - Cms) 1/2 e (21)
dt 2 t !
onde:

» Cms - cOncentragdo de saturagdo da carga ativa na matriz;

» C, -concentracdo da carga ativa inicialmente carregada na matriz.
De um modo geral, a taxa inicial de liberacao de sistemas de matriz com

geometria cilindrica e esférica € mais rapida do que em um sistema de

geometria laminar.
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2.9 Cimentos como Veiculos de Liberacdo de Farmacos

A possibilidade de utilizar cimentos de fosfato de célcio como veiculo de
liberacdo de farmacos representa uma alternativa para o tratamento de
enfermidades, como tumores 0sseo, oOsteoporose e osteomielite, que
habitualmente requer terapias longas e dolorosas.

Os estudos de incorporacdo de farmacos em cimentos de fosfato de
calcio apresentam varios aspectos. Em primeiro lugar € necessario verificar se
a adicdo do farmaco, em fase liquida ou sélida, ndo modifica suas propriedades
fisico-quimicas, tanto em nivel de pega e endurecimento como em seu
comportamento reolégico. Em segundo lugar é necessario descrever a cinética
de liberacdo do farmaco in vitro. Em terceiro é necessario estudar a efetividade
da matriz para atuar como veiculo de dispersdo do farmaco in vivo (Regi, et al.,
2006).

Desde os anos 90 sé&o realizados varios estudos utilizando cimentos de
fosfato de calcio comerciais e também formulagcbes desenvolvidos a nivel
experimentalmente como matrizes de liberacédo de farmacos. Em geral, se tem
dado especial atencdo aos antibioticos pela sua ampla aplicacdo tanto no
campo da prevencédo de infec¢gdes ocasionadas durante a cirurgia como no
tratamento de infec¢des 6sseas. Também se tem realizado estudos com outros
medicamento, tais como: antiinflamatorios, farmacos contra o céncer e
horménios (Regi, et al., 2006).

Nos ultimos anos, se tem dado atencdo especial a outros tipos de
substancias ou fatores capazes de estimular a regeneracédo 6ssea e favorecer
a capacidade regeneradora que tem os cimentos de fosfato de calcio. Destaca-
se também, os estudos sobre a incorporacdo de proteinas morfogenéticas
O0sseas (BMP) ou fatores de crescimentos transformantes B(TGF-b) em
diversos cimentos de fosfato de calcio.

Bohner e colaboradores estudaram a incorporacdo de sulfato de
getamicina em cimento de brushita (DCPD). A adicdo de 3 a 16% de antibiético

modificou as propriedades reoldgicas e mecéanicas do cimento, aumentando o
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tempo de pega, que era muito curto, e a resisténcia mecanica, devido a
presenca de ions sulfato no antibiotico. A liberagdo do farmaco foi mais rapida

12 até

nas primeiras horas, seguindo a lei de Higuchi, sendo proporcional a t
50% de antibiotico liberado. A velocidade de liberacdo diminuiu com o aumento
da concentracdo do antibiético do cimento devido ao efeito do ion sulfato na
microestrutura. A liberagdo total ocorreu em sete dias. Nao foram verificadas
diferencas significativas quanto a incorporacdo do farmaco na matriz, ou seja,
em po6 ou em solucédo (Bohner, et. al., 1997-b)

Gbureck e colaboradores estudaram a adsor¢do de vancomicina,
ofloxacina e tetraciclina na superficie de cimentos de brushita e hidroxiapatita,
e de monetita preparados com a técnica de impressdao 3D. Em tempo de
incubacédo de 1 hora foi verificado que a quantidade de antibidtico adsorvida &
linearmente proporcional a sua concentragcdo no liquido de incubacdo. A
adsorcdo do antibiotico segue a seguinte ordem: HA > Monetita > Brushita. A
uma concentracdo fixa do antibiotico, a quantidade adsorvida em relacdo ao
tempo de incubacdo segue o modelo de Korsmeyer-Peppas (Gbureck et at.,
2007). A vancomicina e a ofloxacina séo liberadas rapidamente da superficie do
fosfato de calcio em 1 e 2 dias enquanto a liberacdo de tetraciclina do cimento
de brushita € mais lenta, apenas 25 - 30% do antibiético é liberado em 24
horas. O restante da tetraciclina estd unido a matriz de maneira irreversivel
mediante o efeito quelante da tetraciclina. A cinética de liberacdo dos
antibioticos € exponencial em funcdo do tempo e segue o modelo de Weibull
(Gbureck, et al., 2007).

Otsuka e colaboradores foram 0s primeiros a propor a incorporacao de
medicamentos em matrizes cristalinas e microporosas de cimentos de fosfato
de célcio (Otsuka, et. al., 1990). Os autores investigaram a liberacao in vitro de
cefalexina e norfloxacina como droga modelo em um cimento de hidroxiapatita.
A liberacao ocorreu em 250 horas e seguiu a equacao de Higuchi.

Nachiondo e colaboradores estudaram o efeito da adicdo de sulfato de
gentamicina em um cimento de fosfato de calcio ndo especificado. A presenca

de 0,15% de antibidtico ndo alterou o tempo de pega, a forca de compresséo
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nem a injetabilidade, mas 3,3% de antibidtico modificaram a resisténcia do
cimento. Segundo a liberacgéo in vitro do antibiético, o sistema € adequado para
a prevencao e o tratamento da osteomielite (Nachindo, et. al., 1994).

Hammanishi e colaboradores estudaram a liberacgéo in vitro de vacomicina
em um cimento de hidroxiapatita formado por TTCP+DCPD. A concentracdo do
antibiético no cimento foi de 1% e 5%, a liberagdo foi realizada em 2 e 9
semanas, respectivamente (Hammanishi, et. al., 1996).

Kamegai e colaboradores utilizaram um cimento de hidroxiapatita formado
por TTCP+DCPD como portador de proteina morfogenética 6ssea (BMP). A
implantagdo do cimento no musculo de ratos resultou na formacdo de tecido
0sseo. Portanto esse material é osteoindutor. A utilizacdo de cimento
incorporado com BMP no sitio de uma osteotomia de 5 mm de longitude
realizada em fémur de ratos produziu a total regeneracdo do defeito e a

reabsorgdo do cimento no fim de 6 semanas (Kamegai, et. al., 1994).

2.10 Antibidticos B-Lactamicos

Antibidticos sdo agentes quimioterapicos naturais produzidos por um
microorganismo, que em quantidade muito pequena, inibem o desenvolvimento
de outros microorganismos. Os antibidticos B-lactamicos incluem penicilinas,
monobactamicos, cefalosporinas e carbapenes. Todos contém um nucleo
basico comum, o anel pg-lactamicos, que € composto de trés atomos de
carbono e um atomo de nitrogénio. Estes antibiéticos afetam a sintese dos
componentes do peptideoglicano da parede celular bacteriana. Sem a protecéo
da parede celular, a célula provavelmente morrera por absorcdo de agua,
aumento de volume e consequente rompimento (Vieira, 2003).

Existem muitas penicilinas diferentes, mas todas tém uma estrutura
central denominada acido 6-amino penicilanico, apresentado na Figura 13. As
diferencas entre as varias penicilinas devem-se as diferencas nas cadeias

laterais (parte da molécula além daquela da estrutura central.
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Rf{O—NH—“—T”S CH;

7N~ s
COOH

Figura 13. Acido 6-Aminopenicilanico (6-Apa): Estrutura principal da penicilina

G e comum a todas as penicilinas (Pelczar et al.,1996).

2.10.1. Ampicilina

O primeiro antibiético B-lactamico semi-sintético, derivado da penicilina G
a partir da substituicdo de sua cadeia lateral, foi a ampicilina (acido 6-[2-amino-
2-fenilacetamida] penicilanico), preparada primeiramente por Doyle em 1961. A
férmula molecular da ampicilina é C16H19N304S com massa molar de 349,42. O
anel B-lactamico, que € composto de trés atomos de carbono e um de
nitrogénio, pode ser visto na figura 14. AplOs extensas avaliacdes
farmacoldgicas e antimicrobianas, este antibiotico mostrou-se estavel em meio
acido, bem absorvido e efetivo a baixa concentracdo, para uma ampla

variedade de organismos Gram-negativos e Gram-positivos (Hou et al., 1969).

N 0
U\/LL H H
= 5 .
N=—| v LCH.
N e
NH, N~ CH,

O "
COOH

Figura 14. Estrutura da Ampicilina (Ferreira, 2004).
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A ampicilina deve sua atividade e estabilidade aparentemente a presenca
do grupo amino livre na posi¢cao a da cadeia lateral. Normalmente a producé&o
de ampicilina por sintese quimica envolve um processo complexo que requer a
protecdo do grupo a-amino de fenilglicina. Requer ainda o uso de derivados
altamente reativos da fenilglicina (instaveis), condicdes anidras, temperaturas
muito baixas, e o uso de compostos altamente toxicos (piridina, dimetilanilina e
dicolorometano) na separacdo do produto, ja que a sintese resulta numa

mistura final complexa, (Ferreira, 2004).

2.10.1.1. Caracteristicas da Ampicilina

» Quimica

Ampicilina € uma aminopenicilina, sé se diferenciando estruturalmente de
penicilina G pela presenca de um grupo amino na posicdo alfa no anel
benzénico. Ampicilina esta disponivel comercialmente na forma trihidratada
para administracdo oral e como sal de sédio para administragcdo intramuscular.
Sua poténcia é expressa em termos de ampicilina calculada em base anidra.
Ampicilina trihidratada ocorre como um pé branco cristalino, praticamente sem
odor que é ligeiramente soluvel em agua (solubilidade aquosa de cerca de 6
mg/ml a 20°C e cerca de 10 mg/ml a 40°C). Ampicilina soédica ocorre como um

po branco, cristalino, sem odor, higroscépico, muito soluvel em agua.

> Estabilidade

Céapsulas de ampicilina para suspensdo oral devem ser armazenadas
entre 15°C e 30°C. A suspensao oral pronta preferencialmente deve ser
refrigerada entre 2°C e 8°C por catorze dias, mas é estavel por sete dias a
temperatura ambiente. Injecdes de solucdo de ampicilina sodica devem ser

usadas dentro de 1 hora e ndo devem ser congeladas. Ampicilina sodica é
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potencialmente (quimica e fisica) incompativel com algumas drogas, incluindo
aminoglicosidases, mas a compatibilidade depende de varios fatores (por
exemplo: concentracdo das drogas, espécie do diluente usado, pH resultante,

temperatura) (Ferreira, 2004).

> Espectro

Com base em seu espectro de atividade, a ampicilina € classificada como
uma aminopenicilina. A Ampicilina compartilha os mesmos usos que outras
aminopenicilinas, principalmente para o tratamento de infec¢cdes causadas por
bactérias gram-negativas suscetiveis (por exemplo, Haemophilus influenzae,
Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitides, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Salmonella sp.). Esse antibiotico tambem € usado para o tratamento
de infec¢des causadas por bactérias gram-positivas suscetiveis (por exemplo,
Streptococcus pneumoniae, estafilococitos nao produtores de penicilinases,
Clostridium sp, Bacillus antracis, Corinebacterium xerose, Listeria e grande
parte dos enterococos); entretanto, como outras aminopenicilinas, a ampicilina
geralmente ndo deve ser usada para o tratamento de infec¢ches por
estreptococos ou estafilococos, quando a penicilina natural seria efetiva.
Oralmente administrada, a ampicilina ndo deve ser usada para tratamentos
iniciais graves, infeccdes com risco de morte. A Ampicilina geralmente tem o
mesmo espectro de atividade e 0 mesmo nivel de atividade contra organismos
suscetiveis a amoxicilina. Entretanto, € menos ativa in vitro que a amoxicilina
contra enterocdcitos e Salmonella sp., porém mais ativa que amoxicilina contra

Shigella e enterobactérias (Ferreira, 2004).

> Absorcao

Ampicilinas anidras e trihidratadas geralmente sao estaveis na presenca
de secrecfes gastricas acidas e 30 a 55% da dose oral € absorvida em adultos

em jejum. A presenca de alimentos no estbmago geralmente diminui velocidade
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e extensdo da absorcdo de ampicilina. Ampicilina € distribuida pela bilis.
Concentragdes biliares de ampicilina em pacientes com funcao biliar normal
podem ser 1 — 30 vezes maiores que concentragdes simultdneas no soro, para

doses orais Unicas de ampicilina.

2.11 Técnicas de Caracterizacao de Biomateriais

A caracterizacdo completa de pdés envolve uma série de analises para
determinacdo precisa de propriedades do pd produzido. Varias técnicas de
caracterizacdo sdo utilizadas na avaliacdo estrutural e fisico-quimica de pés

antes e apos a sinterizacao, as quais serao descritas a seguir:

2.11.1 Microscopia Eletronica de Varredura com Espe  ctroscopia e Raios X
por Dispersédo de Energia (MEV-EDX)

Em muitos campos das ciéncias dos materiais um conhecimento
detalhado da natureza fisica das superficies de solidos é de grande
importancia. O método classico para se obter tal informacdo era por
microscopia o6tica, que ainda € uma técnica importante para a caracterizacao
das superficies. A resolugdo da microscopia 6tica €, no entanto, limitada por
efeitos de difracdo na ordem de grandeza de comprimento de onda da luz
(Skoog, et al., 2002).

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) é uma técnica que produz
informacdes fundamentais para quem sintetiza ou estuda materiais solidos e
deseja obter algum conhecimento a respeito da superficie destes. Em se
tratando de Ciéncia dos Materiais, esta técnica é apropriada para colher
informacdes resultante das interagdes entre um feixe de elétrons primarios (EP)
incidido sobre o material de estudo e elétrons das camadas eletrénicas dos
atomos da superficie do material analisado. Na intengcdo de aumentar a
potencialidade da técnica de MEV, especialmente quando se trata da
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caracterizacdo de materiais opacos, costuma-se acoplar ao equipamento um
detector para captar os raios X emitidos por atomos (EDX) da amostra. O
equipamento de MEV-EDX consiste de um sistema Optico-eletrdnico formado
por um canhdo de elétrons, um sistema de demagnificacdo e uma unidade de
varredura. No canhédo de elétrons, ocorre a formacao do feixe de EP que em
seguida é acelerado por uma diferenca de potencial, em diregcdo a amostra. Ao
sair do canhdo, o feixe de elétrons se encaminha para o sistema de lentes
eletrbnicas e eletromagnéticas, isso € necessario devido ao fato de o feixe
oriundo do canhdo ser bastante grosseiro para produzir boa imagem em
grandes aumentos. O sistema de demagnificacdo tem a funcao de alinhar o
feixe, controlar sua velocidade e corrigir possiveis defeitos de espalhamento,
para que a profundidade alcancada no interior do material seja efetiva e tenha
energia suficiente para interagir com os elétrons da amostra (neste caso a
amostra também pode ser movimentada em relacdo a um eixo z para alcancar
melhores resultados). O sistema de varredura consiste em variar a area
atingida pelo feixe, sempre mantendo uma boa focalizacdo para este, o que
permite diferentes e excelentes resolu¢cdes da superficie dos materiais sob
caracterizagao. Ao incidir sobre o material de estudo, o feixe de EP interage
com os elétrons da amostra fornecendo energia para estes. Dois tipos de
interacbes podem ocorrer a partir deste contato: interacfes elasticas, que séo
aguelas em que os EP ndo cedem sua energia, apenas mudam sua direcao, e
as interacdes inelasticas, que sdo as mais interessantes para 0 estudo
desenvolvido neste trabalho. Estas se caracterizam pela perda total ou de parte
da energia dos EP no momento da colisdo. Esta energia transmitida aos
elétrons e que possibilita a emissdo de elétrons e, por conseguite, raios X
caracteristicos, elétronsretroespalhados (ERE) e elétrons secundarios (ES), os
quais sao responsaveis pelos dados composicionais e topograficos de cada
amostra. A técnica de MEV fornece informacdes de topografia de um dado
material, além de composicdo quimica qualitativa. Quando EP interagem com
os eletrons das camadas mais externas do material, estes absorvem energia e

consegue vencer a barreira de potencial que os prendem aos atomos do
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material, entdo sdo atraidos para um detector acoplado ao equipamento.
Geralmente, quase a totalidade dos ES e originaria das camadas mais externas
dos atomos superficiais do material. Porem, ndo é somente os elétrons da
superficie dos materiais analisados o0s responsaveis pela formacdo das
imagens micrografias, existe também a contribuicdo de elétrons das camadas
mais internas que podem se configurar ES. Este fato e bastante raro de
ocorrer, pois quanto mais distante da superficie, maior devera ser a quantidade
de energia transportada pelo elétron para vencer os choques com outras
espécies ao longo do caminho, bem como a barreira de potencial para escapar
da amostra.

Com o auxilio de um detector épossivel uma anlise composicional das
amostras, identificando os elementos quimicos presentes no material. Esta
técnica contribui com informacdes indispensaveis na caracterizacdo de fases
intermetdlicas ordenadas, uma vez que a comprovacdo da estequiometria
remete a eficacia no processo de formacédo do material inicialmente pretendido.
O detector de EDX tem a funcado de raios X caracteristicos, correspondente a
cada elemento quimico componente de cada material analisado. Quando
elétrons, na sua grande maioria, das camadas mais internas dos &tomos
superficiais, absorvem certa quantidade discreta de energia, eles saltam dos
estados energéticos em que se encontram e conseguem se locomover pelo
interior da amostra, vencendo a barreira de potencial que os ligam aos atomos.
Devido ao fato destes raios X serem pacotes de energia discretos, eles séo
especificos de cada elemento da amostra, e dessa forma a técnica de EDX é
uma ferramenta essencial na obtencdo de dados especificos sobre um material

formado a partir de dois ou mais elementos.

2.11.2 Microscopia Optica (MO)

A Microscopia Optica constitui uma ferramenta poderosa no campo de

caracterizagcdo e inspecdo de padrbes na area da metalografia e da
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microeletronica. Atualmente, sua utilizacdo € bastante ampla e abrange muitas
areas da ciéncia. Para o caso de materiais solidos, um estudo da superficie é
possivel e pode fornecer inimeras informacfes qualitativas e quantitativas a
respeito da superficie do material analisado.

Com o avanco da eletrénica e engenharia, houve também um aumento no
numero de modelos de microscopios, os quais oferecem cada vez mais
precisdo e facilidade de manuseio. De um modo geral, um microscépio é
formado por uma parte mecanica e outra parte éptica, de modo que a parte
mecanica existe para dar a estabilidade necesséaria & parte Optica. A parte
mecanica constitui a base e o corpo do microscépio, tubos de suporte das
lentes e um prato plano com aberturas para o0 posicionamento das amostras
que devera ser movel. A parte Optica e constituida de um sistema de lentes
oculares e de lentes objetivas, as quais possibilitam a ampliacdo da regido
analisada, uma fonte luminosa e um condensador para distribuicdo da luz

emitida pela fonte.

2.11.3 Difracdo de Raios X (DRX)

Desde a sua descoberta em 1912, por Von Laue, a difracdo de raios X
tem sido uma importante fonte de informacédo para a ciéncia e a industria. A
difracdo de raios X fornece um meio conveniente e préatico para a identificacao
qualitativa e ou quantitativa de compostos cristalinos. O método de difracédo de
raios X usando amostra policristalina € capaz de fornecer informacdes
qualitativas e quantitativas sobre as fases presentes em uma amostra sélida
(Skoog et al., 2002).

A difracdo de raios X pela rede cristalina ocorre sobre uma larga faixa
angular quando o comprimento de onda dos raios X é da ordem do
espacamento entre planos de atomos. A difracdo de raios X identificara as
linhas de difracdo correspondentes aos espacamentos interplanares dos

materiais cristalinos. O padrédo resultante, que é composto de espacamentos
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planares (no eixo x) e intensidades (no eixo y), pode ser comparado a padrdes
do Comité de Junta de Padrdes de Difracdo de P6s (JCPDS) da ASTM. Logo, a
localizacéo e a intensidade dos picos fornecerdo um padrdo caracteristico que
sera utilizado na andlise qualitativa. Analisando os picos, pode-se identificar,
pelo seu alargamento, diminuicdo de cristalinidade e alteracdo de intensidade,
e ainda observa-se maior ou menor fracdo de fases. Porém, o carater
nanométrico das particulas também demonstra alargamento dos picos.

Para uma andlise de rotina do p6 a difracdo de raios X fornece as

seguintes informacgdes sobre o composto:

» ldentidade: Cada fase cristalina tem seu conjunto de picos de difragéao
proprios para angulos de difracédo especificos;

» Pureza: Se o composto consiste de uma Unica fase ou mistura de fases;

» Cristalinidade: Refletindo o tamanho ou perfeicdo do cristalito derivado
do alargamento dos picos de difracao;

» Tamanho e forma aproximados: A morfologia dos cristalitos alongados
ou equiaxiais podem ser deduzidas;

» Parametros de rede: Junto com analise quimica e espectroscopia,
indicam o tipo de substituicdo na estrutura,

» Orientacao.

Embora muitas informacdes possam ser obtidas pela difracdo de raios X,
a combinacdo com outros tipos de técnicas apresenta uma visdo mais ampla
das propriedades fisico-quimica da hidroxiapatita bioldgica ou sintética. As
propriedades de varias hidroxiapatitas, biolégicas como sintéticas, tém sido

obtidas utilizando-se a difracéo de raios X e a espectroscopia no infravermelho.
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2.11.4 Espectrometria de Raios Infravermelhos por T ransformada de
Fourier (FTIR)

O priniipio de uso dessa técnica se deve ao fato de que as posicdes
relativas dos atomos nas moléculas ndo sao fixas, mas variam continuamente
como consequéncia de uma grande quantidade de diferentes tipos de vibrac&o
(modo vibracional da molécula). Quando um material € exposto a radiagdo
infravermelha, transicbes vibracionais — rotacionais podem ocorrer. Essas
transicdes ocorrem quando a freqiiéncia da radiacéo infravermelha incidente se
iguala a frequéncia de vibragcdo das moléculas que constituem o material. A
faixa de energia do espectro eletromagnético que corresponde a radiacdo

infravermelha esta compreendida em trés regides:

> infravermelho préximo: 13000 - 4000 cm™;
> infravermelho médio: 4000 - 200 cm™;

> infravermelho distante: 200 - 10 cm™.

Um espectro de infravermelho € uma apresentacdo em duas dimensdes
das caracteristicas de absor¢cdo de uma molécula que aparecem como bandas
ou picos e podem ser descritas em termos de trés variaveis: posicao,
intensidade e forma. O eixo da abscissa (eixo x) corresponde as posi¢cdes onde
as bandas aparecem e sao expressas geralmente em termos de comprimento
de onda (A) em micrémetros (um) ou nimero de onda (k) em cm™, que é mais
usado. A conversao de comprimento de onda para numero de onda € dada pela

expressao:

K(em™) = x 1074 eq.(22)

1
Alecm)

A intensidade é dada pela quantidade de energia absorvida pela amostra

ao ser exposta a radiagcdo infravermelha que é proporcional ao numero de
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moléculas que interagem com as radiacfes observadas. A intensidade € dada
em termos de transmitancia (T) que mede a razdo da poténcia radiante
transmitida (1) pela poténcia radiante incidente (lp). A intensidade pode ser
também dada em absorbéancia (A) que é usada em analises quantitativas. A
intensidade dos picos nos espectros é uma indicacao direta da quantidade do

material presente.

|
Transmitancia = TO eq.(23)

A =log (%) - A= -log (T) eq. (24)

onde, A é a absorbancia, lp € a intensidade da radiacdo incidente e | € a
intensidade da radiacao transmitida. Geralmente o espectro € apresentado em

%T, sendo assim, a absorbancia é expressa como:
A =2 —1og(%T) eq. (25)

O espectro de infravermelho é constituido por bandas de absorcdo que
correspondem as frequéncias de ligacbes dos atomos das moléculas que
compdem o material. A absorcdo de radiacdes eletromagnéticas por atomos ou
moléculas exige que elas tenham energia apropriada e que haja um
mecanismo de interacdo que permita a transferéncia de energia. O mecanismo
apropriado a excitacdo vibracional é proporcionado pela variagdo periddica de
dipolos elétricos na molécula durante as vibracfes; a transferéncia de energia
ocorre, entdo, por interacdo destes dipolos oscilatorios, com o campo elétrico
oscilatorio da radiagao infravermelha, dependendo da frequiéncia (Oréfice et al.,
2006).

Embora o espectro de infravermelho seja caracteristico da molécula,
como um todo, certos grupos de atomos dao origem a bandas que ocorrem

mais ou menos na mesma frequéncia independentemente da estrutura da
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molécula. E justamente a presenca de bandas caracteristicas de grupos, que
permite a identificacdo de estruturas, através de analise do espectro e consulta
a tabelas de informagdes estruturais uteis. A utilizagdo do espectro de
infravermelho em conjunto com outros dados espectrais € eficiente para
caracterizar a estrutura de moléculas. A freqiiéncia ou o comprimento de onda
de uma absorcdo depende das massas relativas dos atomos, das constantes
de forca das ligacdes e da geometria dos atomos. A frequiéncia de absor¢do no
infravermelho € também comumente usada para obter as constantes de forca
das ligacoes.

Rehman et al.,, (1997) demonstraram a possibilidade de obtencédo de
bons detalhes de espectros de infravermelho usando a técnica de
espectometria FTIR fotoacustica.  Nesse estudo, foram analisados os
espectros da fase inorganica do osso cortical, de hidroxiapatita sintética
implantavel e de carbonato-apatita sintética. O tipo e as propriedades das
carbonato apatitas sintéticas dependem da rota utilizada para a sua obtencéo,
como a fonte de ions carbonato, a razdo molar dos precursores iniciais, o pH e
a temperatura de sintese. A substituicdo do grupo
carbonato na estrutura da apatita pode ocorrer sob duas formas distintas: nos
sitios trivalentes fosfatos (PO,%) formando uma carbonato apatita do tipo B e
nos sitios monovalentes da hidroxila (OH"), formando uma carbonato apatita do
tipo A. Podem ocorrer substituicdes na estrutura do cristal em ambos os sitios,
formando-se a carbonato apatita do tipo AB (LeGeros, 1991). Dos espectros,
foram obtidos e seus dados s&o mostrados na Tabela 07.
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Tabela 07. Posi¢cdes das Bandas de Infravermelho observadas por Rehman et

al., 1997.
Localizacdo dos picos Osso Osso de Carbonato | Hidroxiapatita
cm™ humano carneiro apatita comercial
(P120)
Extenséo de hidroxila -- -- 3569 3568
Carbonato v3 1650-1300 | 1650-1300 | 1650-1300 | 1650-1300
----(m) 1609 1609 1649 1648
----(m) 1473 1471 1470 1454
----(m) 1420 1419 1419
Fosfato v3 1190-976 | 1190-976 | 1190-976 1190-976
(vs) -- 1096 1092
(s) -- 1085 -- --
(m) -- 1056 -- --
(vs) 1046 -- -- 1042
(w) -- 1012 -- --
Fosfato v1 (m) 961 960 960 962
Carbonato v2 (ms) 874 873 873 874
Fosfato v4 660-520 660-520 660-520 660-520
(m) -- -- -- 633
(vs) 605 601 603 602
(vs) 565 579 567 566
Fosfato v2 (w) 467 470 469 472
----(VW) 445 454 -- --

Pela Tabela 07, pode-se observar que o osso humano e 0 0sso de

carneiro apresentam resultados quase idénticos. A carbonato apatita sintética

tem um espectro proximo ao do 0osso humano, ao passo que ha uma série de

diferencas entre os espectros da hidroxiapatita pura e o da carbonato apatita.

A diferenca mais marcante é o decréscimo no pico de hidroxila localizado em

3568 cm™, enquanto a hidroxiapatita pura tem picos bem definidos nessa

posicdo. A hidroxiapatita pura possui uma banda de hidroxila em 624 cm™, que

esta ausente na carbonato apatita (Rehman et al., 1997).
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2.11.5 Area Superficial Especifica (BET)

A area superficial especifica nos d4 um indicativo da reatividade do
material. Quanto maior este valor, maior a reatividade e, consequentemente,
menor o tempo de pega e maior a quantidade de retardante necessaria na
mistura (Ribeiro, 2006).

Na determinacdo da superficie de area especifica de pds ceramicos,
metalicos ou poliméricos, utiliza-se normalmente o método BET, nome dado em
homenagem aos seus idealizadores, Brunauer, Emmet e Teller. O método
consiste na absorcdo fisica de um gas a baixa temperatura, sendo que a
amostra deve passar por um processo de secagem, para entdo realizar-se o
ensaio. Este ensaio € realizado pelo fluxo de um géas inerte que passa
rapidamente através da amostra. Em geral, o gas utilizado para esse ensaio é
0 N2 no ponto de ebulicdo (77,4 K) (Brunauer et al., 1938). Quando um solido é
exposto a um gas ou vapor em um sistema fechado a temperatura constante, o
sélido passa a adsorver o gas, ocorrendo assim um aumento da massa do
sélido e um decréscimo da pressao do gas. Apés um determinado tempo, a
massa do sélido e a pressdo do gas assumem um valor constante. A
quantidade de gas adsorvida pode ser calculada pela diminuicdo da pressao
por meio da aplicacao das leis dos gases ou pela massa de gas adsorvida pelo
sélido (Oliveira, 2008).

Uma das deficiéncias do método BET tradicional com nitrogénio liquido
para determinacdo da superficie de area de nanoparticulas é o tempo gasto
para a realizacdo do ensaio e o relativo tamanho das moléculas de N, sendo
menos eficaz para medir a superficie de area de nanoparticulas. Em geral, para
resolver o problema do tamanho das moléculas, substitui-se o nitrogénio (N5)
por hidrogénio (H). Por ser uma molécula menor, tem melhor difusdo sobre as
nanoparticulas (Kecskes et al., 2003).

Os processos de adsorcdo de gas podem ser classificados como fisico ou
quimico, dependendo da natureza da forcas atdbmicas envolvidas. Adsorcéo

quimica € causada por uma reagdo quimica na superficie, j& a adsorcao fisica
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€ causada por forcas de interacdo moleculares e s6 é importante a uma
temperatura abaixo da temperatura critica do gas. A primeira teoria que
relaciona a quantidade de gas adsorvida com a presséo de equilibrio do gas foi
proposta por Langmuir em 1918. Na década de 30, Brunauer, Emmett e Teller
derivaram uma equacao para a adsorcdo de gases em multicamadas na
superficie de sdlidos. A equacdo, denominada BET, baseia-se na hipdtese de
que as forcas responsaveis pela condensacdo do gas sao também
responsaveis pela atracdo de varias moléculas para a formacédo de
multicamadas (Oliveira, 2008).

Conhecendo o volume da monocamada (Vn), ou seja, 0 volume ocupado
pelas moléculas de gas que formam uma camada monomolecular completa
sobre a superficie, € possivel determinar a area superficial especifica,
multiplicando a area ocupada por uma molécula do gas pelo total de moléculas

gue formam a monocamada, conforme a equacao (26) (Ribeiro, 2003).

Vi NA. A,
AE =1~ ¢ (26
VM eq.(26)

onde:

» NA é o nimero de Avogadro 6,023x10% moléculas/mol;
» VM é o volume molar (22,410 cm®mol a 1atm e 0C);
> A, € a area ocupada por uma molécula do gas. O nitrogénio com uma

area de 16,2x102° m?/moléculas até seu ponto de ebulicdo

O tamanho médio de particula é estimado a partir da medida de area de
superficie especifica, pelo método de BET, utilizando a seguinte equacao
(Pereira et al., 2003):

. 6
"~ pr.AE

eq.(27)
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onde:

» D é o diametro médio de particula (um);
» pr € adensidade teodrica;

> AE é a area superficial (m?/g).

2.11.6 Tempo de Cura (Pega) dos Cimentos de Fosfato  de Calcio

Em cimentos hidraulicos convencionais, a cura e endurecimento sdo
resultados de uma reagdo quimica exotérmica que pode ser de dissolucgéo,
precipitacdo ou hidrdlise (Santos, 2002). A pega ¢ identificada como um estagio
coloidal durante o desenvolvimento e formacao da rede cristalina, inicialmente
fraca e tixotropica, enquanto o processo de endurecimento denota o
desenvolvimento de uma estrutura cristalina mais estavel e irreversivel. Esta
teoria geral segue a de Le Chatelier que atribui o endurecimento a
cristalizacdo, mas a introducao do conceito de um estagio coloidal inicial tem o
mérito de proporcionar explicagbes de uma variedade de fenémenos
associados a medicao e pega de cimentos. O tempo durante o qual a pasta de
cimento se comporta eminentemente em forma tixotropica esta estritamente
relacionado ao tempo disponivel para se preparar e fazer a colocacao definitiva
do cimento. O método utilizado para se medir esse tempo de pega,
considerado como o tempo a partir do qual a agulha do aparelho usado néo
penetra completamente a massa do cimento, € realizado por um aparelho
denominado Vicat (Santos, 2002).

Muitos e diferentes métodos de testes sdo utilizados para caracterizar
cimentos injetdveis e materiais para aplicacbes biomédicas. A maior parte
destes métodos, tais como compressao, flexdo e de resisténcia a tracdo séo
realizados conforme as normas internacionais ASTM ou ABNT. Geralmente,
sdo adotados dois métodos normalizados para medir o tempo de

endurecimento:
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a) Agulha Vicat (ASTM C191-92),

b) Agulha Gillmore (ASTM C 266-89).

Ambos séo baseados em exame visual, 0 que 0s torna subjetivos. Por
esse motivo, ha uma diferenca significativa entre resultados do mesmo material
medidos por dois métodos diferentes. Isto vem a ser um problema quando
comparados os resultados de diferentes pesquisadores e grupos de pesquisa,
0 que indica a necessidade de se buscar um novo e objetivo método de
medicao (Carlson, 2003).

Provavelmente, o método mais efetivo e pratico para controlar o tempo de
cura seja a adicdo de certos modificadores quimicos na mistura. Se o agente
guimico adicionado diminui o tempo de cura, ele é conhecido como acelerador,
e se aumenta este tempo, ele é chamado de retardador. Agentes acidos séao,
via de regra, agentes aceleradores da reacdo de cura de cimento a base de
fosfato tricalcico (Ginebra, et al., 1998).

A utilizacdo de aceleradores de cura em cimentos de fosfato de célcio
ocorre por meio do favorecimento da solubilizagcdo dos cristais de fosfato de
calcio, permitindo a saturacdo do liquido em Ca e P e a precipitacdo de
compostos mais estaveis. Isso ocorre, pois na faixa de pH de
aproximadamente 4,2 e acima, a hidroxiapatita é o composto de fosfato de
calcio mais estavel ou seja, menos soluvel (Chow et. al.,, 1991). Existe uma
diferenca entre a solubilidade da fase a-TCP e da fase B-TCP. A fase a-TCP é
bastante soltvel no organismo vivo enquanto a fase B-TCP possui um tempo
de degradacdo maior devido a sua maior estabilidade quimica. No entanto,
comparadas com a hidroxiapatita, ambas as fases do fosfato tricalcico
apresentam solubilidade muito maior.

As caracteristicas do p6 também sdo de suma importancia e influenciam
sobremaneira na reacao de cura. Particulas pequenas possuem grandes areas

superficiais e frequentemente aglomeram formando particulas secundarias, a
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fim de minimizar a superficie total ou a energia interfacial do sistema. A
aglomeracao refere-se a adeséo de particulas que ocorre devido as forgcas de
atracdo de van der Waals. Normalmente, uma massa aglomerada pode ser
desaglomerada por meio de uma dispersdao em meio liquido. J4 a agregacéo,
por outro lado, refere-se a particulas que interagem mais fortemente, tornando
dificil a quebra da massa agregada em particulas primarias (Toniolo, 2004).
Dada a cura do cimento, tem-se a formagao da microestrutura resultante
caracterizada pela presenca de poros. Existem dois tipos de porosidade em
qualquer corpo: a porosidade fechada e a porosidade aberta ou aparente,

conforme esquematizado na Figura 15.

Poros Fechados

Poros nao Passantes

Poros Passantes

Figura 15. Representacdo esquematica dos tipos de porosidade possiveis de

serem encontradas em um corpo ceramico (Alves, 2005).

Poros fechados normalmente ndo podem ser detectados, a porosidade é
geralmente caracterizada com a porosidade aberta ou aparente, que se
relacionam aos poros intercomunicaveis que tém acesso a superficie.

A porosidade aparente pode ser definida como a fracdo entre o volume de
espacos vazios e o volume total da amostra (volume ocupado somente pelo
sélido acrescido do volume de vazios).

A porosidade aparente ndo s0 € mais facil de ser medida
experimentalmente, se comparada com a fechada, como também, em muitos

casos, € de significativa relevancia para a osseointegracdo de materiais
biocompativeis, pois afeta diretamente sua osteocondutividade. No entanto, é
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bem conhecida a dependéncia da resisténcia mecanica dos materiais

ceramicos com a porosidade. Assim, existe um compromisso é necessario

entre estas duas propriedades.

2.11.7 Resisténcia Mecéanica

Os materiais ceramicos sao geralmente pouco resistentes em condi¢des
de tracdo direta. Quando submetidos a este tipo de esfor¢co, as trincas
microscoépicas existentes nos materiais tendem a se propagar e se orientar
perpendicularmente ao eixo de tracédo (Garcia; Spim; Santos, 2000). Por outro
lado, a maioria das ceramicas € muito resistente a compressao, uma vez que
nao rompe por deslizamento e, portanto, apresenta comportamento relacionado
as suas forcas interatdmicas (Van Vlack, 1973).

O ensaio de resisténcia a tracao indireta por compressao diametral,
conhecido como “Ensaio Brasileiro” (Neto, 2000), tem sido usado por diversos
autores na caracterizacao da resisténcia mecanica dos cimentos de fosfatos de
calcio com o objetivo de avaliar a tensdo de tragdo maxima suportada por uma
amostra, antes da ruptura (Carrodéguas, 2000).

O ensaio de tracdo por compressao diametral consiste em comprimir o
material até este se romper, porém a cargas € aplicada em sentido radial
(Figura 16). A principal dificuldade para realizar o ensaio é assegurar a perfeita
distribuicdo da carga em toda a linha de aplicacdo, ou seja, o corpo de prova
deve ter uma perfeita geometria cilindrica e ser isento de qualquer rugosidade

superficial (Marion, et al., 1997).
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Forcga aplh:adn no sentido vertical
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Forga aplicada no sentido vertical

Figura 16. Corpo-de-prova submetido a uma forca axial para dentro, distribuida

de modo uniforme em toda area diametral da amostra (Spim et al.,2000).

Séao utilizados corpos-de-prova cilindricos com relacéo
comprimento/diametro entre 1 e 2.

A compressdo de um cilindro entre duas placas planas gera a tensbes
trativas e compressivas, dependendo da posicao e direcdo de observacédo na
amostra. O trincamento ocorrerd na tensao trativa maxima, ao longo do

diametro carregado, conforme Figura 17.
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Figura 17. Distribuicdo de tensdo e seccdo transversal em uma amostra

submetida a ensaio de compresséao diametral (Stanley, 2001).

As tensdes compressivas maximas ocorrem na superficie da amostra,
imediatamente sob as cargas. Fraturas devido as tensdes compressivas sao,
portanto, esperadas na superficie, e aparecerdo como trincamento local. Se
este trincamento nao for ampliado, a area de contato aumentara, a fratura
ocorrerd por tensdes trativas ou cisalhantes. A falha devido as tensdes
cisalhantes, freqientemente conduz a um padréo de fratura irregular. A falha
por tracdo pode ser identificada como uma fratura ao longo do diametro
carregado, deixando duas metades de cilindro com dimensfes semelhantes
(Kamst, et al., 1999).

Uma distribuicdo de carga correta é importante para o teste de
compressdo diametral. A carga aplicada deve ser igualmente distribuida ao
longo do comprimento do cilindro. Se a area de contato entre a amostra e 0s
pratos da prensa for pequena, ocorrerd concentragdo da carga, conduzindo a
tensdes compressivas e cisalhantes maximas. Isto pode conduzir a uma falha

por tensdes cisalhantes. Uma grande area de contato afeta a tenséo trativa no
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centro.

Para materiais que tendem a romper devido as tensdes cisalhantes, uma
distribuicdo de carga adequada é freqientemente acompanhada pela
introducdo de uma “almofada” (talisca) estreita de um material macio entre a
amostra e os pratos da prensa.

A tenséo de tracao no plano de carregamento é obtida a partir da seguinte
expressao (Stanley, 2001).

2P
or =

= m eq. (26)

onde, or (Pa) é a tenséo trativa, P (N) é a carga aplicada, D (m) € o diametro

do cilindro, L (m) é a comprimento do cilindro.

Os resultados de ensaios de compressao sao influenciados pelas mesmas
variaveis de ensaios de tracdo (temperatura, taxa de deformagédo, anisotropia
do material, tamanho de grdo, porcentagem de impurezas e condi¢cdes

ambientais).

2.11.8 Espectroscopia de Absorcéo Optica no Ultravi  oleta/Visivel

A espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis), ou espectrofotometria,
utiliza fétons na faixa do ultravioleta proximo (UV: 200 < A < 380-400 nm), do
visivel (Vis: 380-400 nm < A < 700-800 nm), e do infravermelho préximo (NIR,
do inglés, near infrared: 800 nm < A < 3300 nm). Esses fétons (nesta faixa de
energia) interagem com as moléculas promovendo a transicdo de elétrons do
estado fundamental para estados eletronicos excitados. Essas transicdes
ocorrem entre niveis de energia eletronicos. Um elétron é promovido de um

orbital ocupado para um orbital ndo ocupado de maior energia. Geralmente, a
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transicdo ocorre do orbital ocupado mais alto (HOMO - Highest occupied
molecular orbital) para o orbital molecular ndo ocupado mais baixo (LUMO —
lowest unoccupied molecular orbital). Assim, ocorre absorcdo de radiacéo
quando a energia for igual a diferenca de energia entre dois estados
eletrénicos. A espectroscopia de absorgcéo Optica compara a intensidade de um
feixe de luz transmitido através de uma amostra com a intensidade incidente.

A Figura 18 mostra uma solucéo absorvente de concentracao ¢ dentro de
uma cubeta de caminho Optico b, passando por ela um feixe de radiacdo de
intensidade I, (feixe incidente). Apds passar pela amostra (feixe emergente), a

intensidade passa a ser I (Skoog, et al., 2002).

L ‘ > |

Solugao absorvente de

concentragao ¢

Figura 18. Atenuacdo do feixe de radiagdo por uma solugcdo absorvente
(Skoog et al., 2002).

Quanto maior o niumero de moléculas capazes de absorverem luz de um
dado comprimento de onda, e quanto mais efetivamente cada uma dessas
moléculas absorverem a luz, maior sera a intensidade da absorcdo naquele
comprimento de onda. A partir dessas idéias, a expressdo empirica seguinte,

conhecida como lei de Lambert-Beer, pode ser formulada (Banwell et al., 1994):

I
A =log (70) = abc eq.(27)
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onde, A é absorbancia, I, € a intensidade da radiacdo incidente na amostra, I é
a intensidade da radiacdo que deixa a amostra, a é a absortividade molar
caracteristica, b € o comprimento Optico percorrido (largura da amostra em cm)

e c¢ € a concentragdo molar do soluto.
I P 7 . . P .
O termo log (TO) € também conhecido como densidade Optica na literatura

mais antiga. A absortividade molar € uma propriedade da molécula que sofre
uma transicdo eletrbnica e ndo é uma funcdo dos parametros variaveis
envolvidos na preparagao da solugéao.

O instrumento usado na espectroscopia UV/Vis é chamado de
espectrofotometro. Um espectrofotdmetro tipico consiste de uma fonte de luz,
um monocromador e um detector. A fonte de luz € geralmente uma lampada de
deutério ou xendnio, que emite radiacdo eletromagnética na regido UV do
espectro. Uma segunda fonte de luz, geralmente uma lampada de tungsténio, é
usada para comprimentos de onda na regido visivel do espectro. O
monocromador é uma rede de difracdo; sua funcéo € separar o feixe de luz em
seus comprimentos de onda constituintes. Um sistema de fendas focaliza o
comprimento de onda desejado sobre a amostra. Para se obter informacéo
sobre a absorcdo de uma amostra, ela € inserida no caminho Optico do
aparelho. A luz UV e/ou visivel atravessa o dispersor (prisma) e, a seguir, passa
pela fenda da radiagdo luminosa. Essa luz monocromética passa pela amostra
e chega a uma célula fotomultiplicadora. Esta emite um sinal amplificado que
vai para um registrador. O dispersor gira, causando uma variagcdo continua no
comprimento de onda da luz empregada. O registrador traca, entdo, um grafico
da absorbancia em funcdo do comprimento de onda (A). Obtém-se, pois, 0
espectro da absorc¢do ultravioleta/visivel da substancia em analise. Este mostra
bandas de absorcdo, que tem como principais caracteristicas o comprimento
de onda em que ocorre 0 maximo de absor¢cdo (Amax) € a intensidade da
absorcao (Kaufmann, 2003).

Amostras translicidas ou contendo particulas provocam espalhamento da
luz, podendo ser analisadas por refletancia difusa. O fendmeno da reflectancia

difusa ocorre quando a luz incide numa superficie, onde a radiacdo penetra e,
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subsequentemente, reaparece na superficie do sistema, resultado da absorcéo
parcial e espalhamento multiplo dentro do sistema. Nesse caso, o caminho do
feixe muda de direcdo vérias vezes a medida que passa através da amostra. A
reflectancia difusa € dependente da composicdo do sistema, analogo a
absorcdo da luz. Obtém-se a refletancia total da amostra a partir de uma linha
de base (100% de reflectancia) tragcada com a refletancia do BaSO,4, material
guase totalmente refletor colocado na posicdo da referéncia (Kaufmann, 2003).

A preparacdo de amostras para espectroscopia UV-Vis € simples. Para
amostras liquidas normalmente empregam-se cubetas, que podem ser de vidro
para a regido visivel e de quartzo para a regiao abaixo de 330 nm (Kaufmann,
2003). As amostras solidas sédo analisadas através do acessorio de esfera de

integracao.

2.12 Planejamento e Andlise de Experimentos Fatoriais

Em decorréncia das necessidades da sociedade moderna, a pesquisa
cientifica tem promovido grandes avan¢gos em todos os campos da ciéncia,
gerando uma gama crescente de dados e informagles, sendo que para a
devida exploracdo e o correto entendimento, a aplicacdo de ferramentas
estatisticas torna-se indispensavel (Pereira Filho et al., 2002).

O planejamento experimental, também denominado delineamento
experimental, representa um conjunto de ensaios estabelecido com critérios
cientificos e estatisticos, com o objetivo de determinar a influéncia de diversas
variaveis nos resultados de um dado sistema ou processo.

Para que os resultados obtidos de ensaios experimentais possam ser
analisados através de métodos estatisticos, possibilitando elaborar conclusdes
objetivas, o planejamento experimental deve ser baseado numa metodologia
também estatistica, que € a Unica forma objetiva de avaliar os erros

experimentais que afetam esses resultados.
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Em pesquisas basicas e tecnologicas, técnicas de planejamento de
experimentos conduzidos no esquema fatorial tém sido cada vez mais
aplicadas. A grande vantagem de sua utilizagdo é o teste de varias hipoteses
em um mesmo experimento, incluindo a possibilidade de obtencdo de
conclusdes mais amplas face ao estudo simultdneo de varios fatores.

Para se realizar um planejamento fatorial, escolhem-se as variaveis
independentes a serem estudadas e os valores em que essas variaveis serao
testadas, denominados niveis. A seguir, efetuam-se experimentos para todas
as combinacdes possiveis dos niveis selecionados para as variaveis ou fatores
em estudo. Esses experimentos sao utilizados para pesquisar ndo somente
diferencas nas respostas provenientes de variacbes nos niveis dos fatores,
denominadas de efeitos principais, mas também o modo como a escolha do
nivel de determinado fator interfere nos efeitos dos demais fatores, que
consistem nos efeitos de interacao entre os fatores.

Experimentos sédo testes onde sao feitas variagbes propositais nas
variaveis de entrada ou de controle de um processo, com o0 objetivo de se
observar e identificar as razdes de variacado da resposta ou variavel de saida.
Experimentos fatoriais sdo aqueles que consideram todas as combinagdes
possiveis dos diversos niveis dos fatores ou varidveis que o constituem, sendo
que os niveis de um fator correspondem aos valores que este fator pode
assumir durante a experimentacao.

Os experimentos devem ser realizados seguindo-se 0s principios basicos
da experimentacdo, que sédo aleatoriedade da ordem dos ensaios, com o
objetivo de minimizar os efeitos de interferéncias tendenciosas, como por
exemplo, o efeito da variacdo da temperatura ao longo do dia (Piratelli Filho,
1997); repeticéo, realizada para se estimar a variabilidade existente dentro de
uma mesma condicdo experimental; e divisdo da unidade experimental em
blocos, dentro dos quais as condi¢cdes experimentais sdo mais homogéneas
que as condi¢cdes do experimento completo.

A aleatoriedade da ordem da experimentacdo pode ser obtida

selecionando-se aleatoriamente a condicdo experimental a ser testada, toda
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vez que for ser realizada uma observacdo. Se a condicdo experimental
sorteada ja tiver sido testada, descarta-se o sorteio e repete-se 0 processo até
que todas as observacdes sejam coletadas. A inclusdo de réplicas, ou
repeticbes do experimento, aponta a variabilidade decorrente de fontes de
variacdo nao controladas, como mudancas em condi¢cdes de testes e erros de
medidas, permitindo a obtencdo de uma estimativa do erro experimental
(Plackett e Burman, 1946). A estimativa dessa variabilidade experimental n&do
controlada pode ser feita através de desvios padrbfes amostrais de testes
repetidos.

Uma vez obtidos os dados, segue-se a analise dos mesmos. Para isso
sdo utilizadas técnicas estatisticas, como o quadro de analise de variancia
(ANOVA). A significancia dos efeitos de interacdo entre os fatores também &

determinada através da analise de variancia.

2.12.1 Analise de Variancia (ANOVA)

A analise de variancia (ANOVA) consiste em uma técnica estatistica para
comparacao simultdnea de véarias médias, provenientes de amostras distintas.
O método ANOVA é Lutilizado para aceitar ou rejeitar, estatisticamente, as
hipoteses investigadas durante a realizacao de experimentos (Vieira, 2006).

O propésito basico de um teste de significancia é comparar uma
estimativa do efeito de um tratamento ou amostra com a estimativa do erro
aleatério. Considerando-se que o erro aleatorio € desprezivel, é possivel
através dessa comparacdo estabelecer se o efeito do tratamento em questéo é
ou ndo significativo. Para isso faz-se uso do teste de hipétese. Um teste de
hipotese estatistico, como por exemplo, o teste F das variancias amostrais, é
um critério que conduz a decisdo de se aceitar ou rejeitar a hipotese em
consideracao, a partir de valores experimentais obtidos das amostras.

Como as conclusdes derivadas de testes de hipotese baseiam-se em

curvas de distribuicdo de probabilidades, dois tipos de erros podem ser
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cometidos, denominados erro do tipo | e erro do tipo Il. O erro do tipo | ocorre
ao se aceitar a hipotese inicial Hp quando esta é falsa. A probabilidade de se
cometer um erro desse tipo pode ser controlada pela selecdo da confianca
estatistica desejada na realizacdo do teste de hipoteses. Dessa forma, se a
confianca escolhida for de 99%, a probabilidade de se aceitar uma hipotese
falsa é de 1%, que é igual ao nivel de significancia do teste, denominado de a.

A rejeicdo de Hp, 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 necesséria para se aceitar a hipétese nula, segundo a
qual as médias sao diferentes. Amostras muito pequena podem levar a um erro
do tipo II, principalmente quando a diferenca observada entre as médias for
muito pequena.

A validade de testes estatisticos de significancia depende da existéncia de
réplicas, pois estas fornecem uma estimativa do erro aleatério e tornam
possivel 0 uso de tabelas de significancia, construidas sob a consideracao de
que os erros sao independentes.

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

O modelo matematico que descreve a origem da variagdo em cada uma
das observagbes tomadas aleatoriamente de uma populagdo dividida em k
tratamentos é dado pela eq. (28).

Yi=u+1+g; eq.(28)
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onde:

Y;; = i-ésima observacao aleatdria do j-ésimo tratamento;
u = efeito comum ou média da populacao;

7; = efeito devido ao tratamento j;

YV V V V

g;j= erro aleatorio na i-€sima observagéo do j-€simo tratamento.

Sendo u; a média do tratamento j, o efeito do tratamento j (7;) € dado pela
diferenca entre a média do tratamento j e a média da populacéo, de acordo
com a eg. (29), e o erro aleatério na i-ésima observagédo do j-ésimo tratamento
€ dado pela diferenca entre o valor da observacdo e a média do tratamento ao

qual pertence a observagcédo em questédo, conforme eq.(30).

T =W — U eq.(29)

& = Vij — U eq.(30)
A Tabela 08 resume as notacfes e o formato utilizado para organizacao

dos dados necessarios a aplicacdo do método de analise de variancia ANOVA
(Garcia Diaz e Phillips, 1995).
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Tabela 08. Notacdes e organizacdo dos dados para aplicacdo do meétodo
ANOVA (Garcia Diaz e Phillips, 1995).

Tratamentos
) =1 j=2 ]=3 J J=m-1 J
=m
Y11 Y12 Y13 Y Yim1
Ylm
Y21 Y22 Y23 Yo; Y2m-1
Y2m
Yri,1 Yr22 Yr33 Yrij  Yrmim1
Yrmm
Total T, T, T3 T; Tma
Tm
Tamanho da amostra r r r3 r Fm-1
I'm
Média amostral Y]_ Yz Yg Yj Ym-l
Yim
Sejam as defini¢des:
m
total geral =T = Z T; eq.(31)
j=1
m
namero total de observacoes = N = z T eq.(32)
j=1
_ T
média total =Y = N eq.(33)

O desvio total Y;; — u (eq.34) pode ser dividido em duas parcelas: o desvio
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da meédia do tratamento j em relagdo a média total da populacao, ou seja, t;, €
o desvio da i-ésima observacdo do j-ésimo tratamento em relagdo a média do
tratamento correspondente, denominado de ¢;;.

Como os parametros populacionais ndo sdo conhecidos, utilizam-se os
valores amostrais estimados de acordo com as definicbes apresentadas nas

eg. (31), (32) e (33) para obtencao do desvio total, que dessa forma pode ser

expresso por

Y=Y =0 -1 +(v-Y)) eq.(35)

em consideracdo apenas a magnitude da variacao
calculam-se os quadrados das

Para levar
independentemente do sinal algébrico,

diferencas, conforme eq. (36).
(Yy—7)’ = @ - D2+ (v = T))* + 27 = D)(¥y - 7)) eq. (36)

Somando-se em i e j, tem-se

2,204 = 2 Q0014 ), ) {1y =T’

J J J

+ZZ 277 - (¥ = 7)) q. (37)

J

O ultimo termo da eq. (37) € nulo, como pode ser visto pela eq.(38).
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22T =D =) =) @ =1) ) (v~ 7)) =

J

= Y (@7 - D)7 - 5¥)) =0 eq. (38)
J

Definindo-se as seguintes somas de quadrados:

SQeotr = ) ) (V= 7)" q. (39)
j i

SQtratamento = Z Z(Y_f - Y)z eq. (40)
j i

SQerro ). ) (¥ =73 eq. (41)
j i

pode-se escrever a equacao fundamental da analise de variancia (eq. 42).

SQtotal = SQtratamento = Qerro eq.(42)

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

determinacdo de uma estatistica.

SQtota
QMeotar =7 eq. (43)
SQt t t
QMiratamento = — e eq.(44)

m-—1
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‘SQBT‘TO
= . 45
N—m eq. (45)

QMBTTO

O quadrado médio total (QM,,:4;) representa a variancia total dos dados.
O numero de graus de liberdade total (GLta) € calculado pelo numero total de
observagbes menos um, N — 1, em virtude da restricdo imposta pelo célculo da
média total (Y ), que implica na perda de um grau de liberdade.

Da mesma forma, os quadrados meédios QM qtamento € QMerro
representam estimativas das variancias entre tratamentos e dentro de cada
tratamento, respectivamente, obtidas dividindo-se as somas de quadrados
pelos respectivos niumeros de graus de liberdade. Como o objetivo é comparar
as variancias entre tratamentos, o quadrado médio que representa a variagao
dentro do tratamento ou amostra € chamado de erro experimental.

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

A comparacdo das variancias entre tratamentos € feita comparando-se
valores de quadrados médios, admitindo-se uma hipétese inicial Hp de que as
médias dos tratamentos ou amostras sdo diferentes ( Hg # Y1 # Y2 #......# Y ).
Se o0 quadrado médio entre tratamentos apresentar valor bem superior ao
quadrado médio dentro dos tratamentos, a hipotese de pesquisa, segundo a
qual as médias comparadas sao iguais, podera ser rejeitada, confirmando-se a
hipétese nula Ho.

Essa comparacgédo devera ser feita com rigor matemético, fundamentando-
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se na teoria da probabilidade (Carpinetti, 2000). A estatistica utilizada para
testar diferencas entre meédias é a “estatistica F”, determinada pela razéo entre
dois quadrados médios ou duas variancias, conforme eq. (46), na qual v
representa o grau de liberdade do quadrado médio 1 (QM1) e v,, o grau de
liberdade do quadrado médio 2 (QM2).

oM,
fruv: = om,

eq. (46)

O teste F de Snedecor baseia-se na comparagao do valor de F calculado
a partir dos resultados observados (eq.47) com valores de F tabelados, obtidos
a partir de uma distribuicdo de probabilidades da raz&o entre variancias de
duas amostras, extraidas aleatoriamente de uma mesma populacdo com
distribuicdo normal. S&o tabelados valores de F em funcdo do nivel de
significancia e dos graus de liberdade das variancias do numerador e do
denominador (v, e v,, respectivamente). O nivel de significancia a é igual a um
menos o nivel de confiangca 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 € representado na forma F,, .,, sendo

denominado de valor critico de F.

F _ QMtratamento
m—1,N-m — M
Q erro

eq.(47)
Se o valor de F calculado for maior do que o valor tabelado pode-se
afirmar com uma confianga de [(1 - a) 100]% que as médias séo diferentes e
portanto aceita-se a hipotese nula.
O resumo dos resultados da andlise de variancia geralmente mostra-se no

formato apresentado na Tabela 09.
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Tabela 09. Quadro de analise de variancia (ANOVA)

Fonte de variagdo | Graus de Soma de Quadrado Razéo
liberdade | quadrados médio entre

(GL) (SQ) (QM) QM

(F)

Variacao entre

tratamentos m—1 SQ¢ratamento My, = SQtrat | F
m=1 1 QMg
 QMerro
Variacdo dentro
de cada N-—-m
tratamento ou SQorro oM, = SQerro
(erro) mx (r—1) N—=m
Variacéo total N-1 SQtotal

Para que os resultados obtidos da analise de variancia sejam validos, é
necessario que os dados apresentem distribuicdo normal e que as variancias
dentro das amostras sejam aproximadamente iguais. Além disso, as variaveis
devem ser aleatorias.
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CAPITULO 3

MATERIAL E METODOS

Este capitulo constitui-se da descricdo metodologica da sintese de pés de
fosfato de célcio em solucdo aquosa, produgdo de biocimentos e suas técnicas
de caracterizacdo, como também o estudo da liberacdo de farmacos na matriz
de fosfato de calcio desenvolvida durante este trabalho.

Para a realizacao deste trabalho, optou-se pela utilizacdo da fase beta ()
do sistema fosfato tricalcio (B-TCP) como fase desejavel, pois 0 mesmo possui
caracteristicas biocompativeis e biodegradaveis.

Os reagentes que foram utilizados no desenvolvimento desta pesquisa

estéo listados a sequir:

Hidréxido de Calcio - Ca(OH), — PA (Merck, Lote: 38493147)

Acido Fosforico (Orto) - HsPO,4 — 85% PA (Merck, Lote: K39541273)
Acido Lactico - C3HgO3 — 95% (Merck, Lote: K40190566)

Hidréxido de Aménio - NH,OH — 28 — 30% (Synth, Lote 125953)

Sulfato de Calcio Dihidratado - CaS04.2H,O - PA (Merck, Lote:
A0007261)

Ampicilina Trihidratada (Winlab, Lote: 31410026)

Agua deionizada.

YV V. V V V

YV Vv
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3.1 Sintese dos Po6s de Fosfato de Calcio

O resumo das etapas efetuadas na sintese dos pds é apresentado na

Solugdo Solucdo Solugdo
CHgCHCOgHOH CB(OH)Q H3PO4
0,5M 0,3M

Solugao
Transparente

Figura 19.

NH,OH ]
- Pos Precipitado pH 8
FTIR
(ndo sinterizado)

[ Pos Precipitado pH 8

(sinterizado 1200 °C) DRX

Figura 19. Fluxograma das etapas utilizadas para a obtencdo e caracterizacao

dos pés antes e ap0s a sinterizacao.

A solugéo utilizada para obtencdo de B-TCP tem a seguinte composicao:
0,5M de Ca(OH),, 0,3M de H3PO4 e 1M de CH3CHCO,HOH. Em um béquer
contendo a solucdo 0,5M Ca(OH), sob agitacdo constante, foi adicionada a
solugdo 1M CH3;CHCO;HOH. Em seguida, a solugcao 0,3M H3PO, foi
lentamente adicionada ao béquer contendo a mistura de solugfes. A adicdo de
acido fosforico foi controlada de modo a atingir vazdo aproximadamente
constante de 8 ml/min. Apés a adicdo de H3PO,4, a solugcdo no béquer foi
mantida sob agitacdo constante a temperatura ambiente durante o periodo de 1
hora. A solucdo assim preparada € denominada solucao transparente. NH,OH

foi adicionado a solucdo transparente para a precipitacdo de pés em pH 8.
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ApoOs a adicdo de NH4,OH, as suspensdes foram precipitadas e envelhecidas
durante 24 horas. Ao término do periodo de envelhecimento, os precipitados
foram filtrados em funil de Buchner utilizando papel de filtro médio em sistema
de vacuo adicionando-se abundantemente agua deionizada para a retirada do
excesso de NH4OH. Os po6s foram secos em estufa a 80C por 24 horas e, em
seguida, desagregados em um almofariz de 4gata. Em seguida, os p6s foram
sinterizados em temperaturas de 1200°C durante 1 hora, a uma taxa de
aguecimento de 5°C/min, em forno mufla, obtendo-se o B-TCP conforme as

seguintes reacoes:

9Ca(OH); g, + 6H3PO, ) — Cag(HPO,)(PO,)sOHoq) + 17H;0q, eq. (48)

A
Cag(HPO4)(PO4)SOH(aq) i 3Ca3 (P04‘)2(S) + H20 eq. (4‘9)

Os resultados de caracterizagdo das analises: difracdo de raios X,
espectro de infravermelho e BET dos pds encontram-se detalhados no

Apéndice A.

3.2 Preparacéao de Biocimentos de Fosfato de Calcio

O principal desafio na preparacdo do biocimento foi a determinagao
adequada de uma relacdo liquido/p6 que ndo comprometesse a cura do
biocimento. Aditivos podem ser utilizados para reduzir a quantidade de liquido
necessaria para a obtencdo de uma pasta com viscosidade ideal para sua
utilizagdo como cimento. Os parametros utilizados foram manuais e visuais,
procurando-se obter uma pasta coesa, porém nao liquida, possibilitando a
moldagem dos corpos de prova. A relacdo considerada ideal foi de 0,8 mL/g,
dentro dos valores encontrados na literatura (Bohner, et al., 1996).

O aditivo utilizado neste trabalho foi escolhido através de uma analise dos
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aditivos ja empregados na literatura. Decidiu-se pela utilizacdo do sulfato de
calcio di-hidratado (CSD) por provocar um retardamento no tempo de
endurecimento do cimento, de acordo com relatos de Bohner et al (1996).

Bohner e colaboradores (1996) mostraram que os cristais de sulfato de
calcio atuam como nucleadores para o fosfato de célcio dihidratado (DCPD;
CaHPO4.2H,0), que € o produto da reacdo de pega deste sistema de
biocimento. Singh (2000) também observou aumento da resisténcia a
compressdo e diminuicdo do tempo de pega de composicdes de cimento
Portland acrescidas de gesso (sulfato de calcio di-hidratado).

Segundo Mirtchi e colaboradores (1989), a presenca de sulfato de calcio
favorece a precipitacdo de fosfato de célcio di-hidratado (DCPD) no mesmo
habito cristalino (agulhas) em composi¢cbes de cimento baseado no B-TCP,
aumentando a resisténcia mecanica das composicoes.

Os biocimentos foram obtidos adicionando a fragdo de aditivo
correspondente a formulagdo a ser ensaiada em um almofariz de &gata
contendo po (B-fosfato tricalcio sintetizado em laboratério). Logo apos, realizou-
se a homogeneizacdo manual da mistura, com auxilio de uma espéatula, para se
obter a melhor disperséo e distribuicdo do CSD no B-TCP, por um periodo de
tempo de 30 segundos. Em seguida, a mistura foi transferida para um becker
onde foi adicionado o liquido (solucao de &cido fosférico) com concentracdo 2,0
M.

Ca3(P04)2(S) + H3P04(l) + 6H20 - 3CG.HP04.2H20(S) eq. (50)

Apdés 3 minutos, a mistura resultante foi transferida para moldes de
polimero Teflon® em formato de cilindros (Figura 20) com 6 mm de altura e 12
mm de diametro. Os corpos-de-prova foram desmoldados (Figura 21) apos 24

horas de pega e deixados em temperatura ambiente.
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Figura 20. Molde de Teflon® - Cilindros para analise de compresséo diametral.

Figura 21. Corpos de prova cilindricos 12 mm x 6 mm.

Foram preparadas amostras sem aditivo a fim de se verificar os efeitos de
cada adicdo de sulfato de calcio nas propriedades do biocimento, servindo
como base para comparacéo.

A Figura 22 mostra o fluxograma das etapas empregadas na producéo
dos biocimentos.
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B-TCP T Solugéo
+ — H3zPOg4
CaS0,.2H,0 J l L 2M
e ~
Pasta
(DCPD)
e
Moldagem
\ J
.
Secagem
o vy
Tempo de Pega h 4 "
pH | Caracterizagdo .
Resisténcia Mecénica L ) S

Porosidade

ANOVA

Figura 22. Fluxograma das etapas utilizadas para a obtencéo dos biocimentos.

3.3 Preparacdo de Biocimentos de Fosfato de Calcio Impregnado com

Farmacos

Os biocimetos incorporados com farmacos foram preparados adicionando
ampicilina em quantidade equivalente a 1% do peso total da amostra na pasta
resultante da mistura solido-liquido, mantendo a mesma relacdo L/P antes
especificada. Em seguida, foi feita uma nova homogeneizacdo com auxilio de
uma espatula de aco inoxidavel. Apés 3 minutos, a pasta foi transferida para os
moldes onde ficaram 24 horas em temperatura ambiente para secar. Decorrido
este tempo, as amostras foram desmoldadas e acondicionadas em frascos
plasticos.

A Figura 23 mostra o fluxograma das etapas empregadas na producao de

biocimentos incorporados com droga.
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[ Farmacos J

B-TCP w ( ‘ Solugao
+ J HaPOy4

CaS04.2H20 l | 2M

~
Pasta
(DCPD + Farmacos)

l

Moldagem

l

Secagem

™ Avaliagcdo da Cinética de
Liberacdo de Liberagcao Controlada de
Fa’rrrllac:os

1!

Tempo de Pega Caracterizacdo
Resisténcia Mecanica

ANOVA

Figura 23. Fluxograma das etapas utilizadas para a obtencao dos biocimentos

_/

farmacos
J

incorporados com farmaco.

3.4 Caracterizacao dos Pdés e dos Biocimentos

3.4.1 Difracao de raios-X (DRX)

As amostras foram caracterizadas por difragdo de raios X em um
difratbmetro Philips X'Pert X-ray Diffraction System com tubo de cobre 6-26
com CuKa ( A= 0,1542 nm) operando com uma voltagem de 40 KV e uma
corrente de 40 mA. Os difratogramas foram obtidos varrendo a faixa de 20° -
60° para 0s pos e de 5° - 60° para os biocimentos. A andlise de DRX permitiu a
identificacdo das fases cristalinas presentes no material, portanto o tipo de
fosfato formado. A técnica ndo é destrutiva e utiliza apenas pequenas
quantidades da amostra. A identificacdo das fases foi realizada utilizando o

programa X'Pert HighScore Plus.
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3.4.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transform  ada de Fourier (FTIR)

Os espectros de espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier das amostras foram obtidos utilizando-se um espectrémetro Nicolet 800
associado a uma célula MTech PAS. Os espectros foram obtidos a 128
varreduras em resolucdo de 4 cm™. A cAmara de amostras da célula PAS foi
evacuada com gas hélio e seca empregando-se percloreto de magnésio como
agente desumidificante. Os p0s e os biocimentos foram misturados em KBr,
prensados na forma de pastilhas e analisados por técnica de transmitancia,
adotando intervalos de 4000 — 400 cm™. Isto possibilita a caracterizacdo dos

grupos funcionais caracteristicos presentes nas amostras.

3.4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A analise microestrutural dos biocimentos foi realizada em um
microscopio eletrénico de varredura Philips modelo XL-30 com amostras
fixadas em um suporte com fita de carbono dupla-face. As amostras foram
recobertas com uma fina camada de ouro utilizando em sistema de deposicéo
a vacuo Bal-Tec. A microscopia permitiu obter dados sobre a morfologia e

tamanho das particulas formadas.

3.4.4 Determinacao da Distribuicdo do Tamanho de Pa rticulas (BET)

Determinacdo da area superficial especifica foi realizada pelo método de
Brunauer, Emmet e Teller (BET). Esta técnica consiste na adsorcédo fisica de
um gas (comumente N,). A area superficial especifica foi determinada adotando
o0 método de adsorcdo gasosa (Quantachrome Instruments modelo Autosorb-
1C), utilizando gas N, como adsorvedor. Conhecendo o valor da area de

superficie especifica € possivel estimar o tamanho médio das particulas
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utilizando a equacao:

6
DET =— eq. (51
BET o AEggr q.(51)

onde, DETgzsr € 0 diametro médio das particulas (nm), pr é a densidade

tedrica do material e AEz; a area superficial (m%/g).

3.4.5 Determinacéo do Potencial Hidrogenidnico (pH) dos Biocimentos

As amostras obtidas de acordo com o descrito anteriormente foram
submersas em um becker contendo &gua deionizada a temperatura constante
de 37° C, com uma relacédo liquido/sdlido 10:1. O becker foi mantido submerso
durante 24 horas e ao final desse tempo foi determinado o pH das amostras em
um pH-Metro digital marca QUIMIS, modelo Q-400A. Antes de cada medida o
pH-Metro foi calibrado com solucdes tamp&o Merck para pH 4 e 7. Todas as
medidas de pH foram realizadas em triplicata.

3.4.6 Tempo de Pega (Cura)

Os tempos de pega inicial e final dos biocimentos foram determinados em
um aparelho de Vicat modificado, com base na norma NBR 12128 (Figura 24).
Nesta técnica, a mistura recém homogeneizada é vertida em um recipiente e
colocada com a placa base no aparelho de Vicat modificado, situado sob o
tronco conico. Foi anotado o tempo contado a partir do instante em que o
liquido e o p6 entra em contato. O tronco conico foi descido suavemente até a
superficie da pasta no molde. Logo apéds, foi solto em intervalos de tempo

crescentes. No momento em que sua ponta ativa deixava de penetrar
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totalmente na pasta, foi anotado o tempo. O proximo estagio no processo de
cura foi medido vertendo o molde cheio sobre a placa base, de forma que os
ensaios para a determinacao do fim de pega fossem realizados na face oposta
do corpo-de-prova, que estava originalmente em contato com a placa base. Em
seguida, o tempo foi anotado. Para a realizacdo das medidas, foi utilizado o
procedimento descrito acima. O tempo final do processo foi considerado como
aquele em que o tronco cOnico deixou somente marcas ligeiramente

perceptiveis na superficie da peca ceramica.

Figura 24. Aparelho de Vicat Adaptado.

3.4.7 Porosidade dos Biocimentos

A porosidade de um material afeta suas propriedades fisicas e
conseqlentemente seu comportamento no ambiente préximo a ele. O termo
porosimetria é freqlentemente usado para compreender as determinacfes de
tamanho de poro, distribuicdo, volume, densidade e outras caracteristicas
relacionadas a porosidade de um material. A adsorcdo e permeabilidade,
energia, densidade e outros fatores influenciados pela porosidade de uma

substancia determinam a maneira e a condicdo nas quais estas podem ser
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usadas apropriadamente.

As medidas de porosidade aparente foram obtidas por meio do método de
Arquimedes. Este método é baseado em medidas de massa da amostra
guando seca e ap0s permanecer imersa em agua durante 24 horas.

Para os célculos de densidade (DA) e porosidade aparente (PA) foram

utilizadas as seguintes equacoes:

M —
PA(%) = M” ——x100 eq. (52)
u

M
M

~.

onde, M, € a massa seca da amostra (g), M,, € a massa da amostra umida, M;
€ a massa da amostra imersa em agua e p é a densidade da agua na

temperatura em que foi realizada a medida.

3.4.8 Resisténcia Mecéanica

A resisténcia mecanica dos biocimentos e dos biocimentos incorporados
com droga foi determinada pelos ensaios de resisténcia a compressao
diametral. As amostras foram preparadas em lotes de 3 (cada). As amostras
foram ensaiadas apds pega de 24 horas. Os testes foram realizado em um
equipamento universal, marca Instron, modelo 4443, com velocidade de 1
mm/min, utilizando cilindros de 6 mm de diametro e 12 mm de altura. Um
detalhe do ensaio de compressdo diametral mostrando a operacdo utilizada

para as amostras preparadas nesta pesquisa pode ser visualizado na figura 25.
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Figura 25. Sistema do ensaio de tracdo por compressao diametral.

3.4.9 Microscopia Optica

A analise por microscopia Optica teve como objetivo a caracterizacao
fisica das superficies dos materiais investigados. Foram utilizados
equipamentos de Microscopia Optica Olympus, modelos BX51M e CH30 com
cameras fotograficas digitais marcas Pixel Link e Bel, modelos PL-A662 e DV-
5000. As amostras foram posicionadas sobre as laminas dos microscopios. Em
seguida, foi regulado o feixe de luz sobre a superficie do material, bem como a
resolucdo pretendida. Para a micrografia resultante citada neste trabalho, foi
tomado em media, um numero de trés micrografias, a partir das quais 0s
programas Image-Pro Express e Bel Microlmage Analyzer capturou as regioes

melhores definidas e gerou a micrografia final.

3.4.10 Andlise Estatistica
Os dados obtidos foram sujeitos a tratamento estatistico em duas etapas.

A primeira foi a analise descritiva dos resultados, com a construcao de graficos

que permitiram visualizar as principais tendéncias observadas e a segunda foi
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a analise especifica de cada uma das variaveis, onde foi utilizado o teste
ANOVA (Andlise de Variancia de fator unico), que teve como objetivo comparar
se as médias aritméticas entre 0s tratamentos eram estatisticamente
significantes e o procedimento de multiplas comparacdes de Tukey- Kramer,
para determinar quais dentre as meédias aritméticas eram significativamente
diferentes (Vieira, 2006). Caso a diferenca absoluta nas médias aritméticas das
amostras seja maior do que o intervalo critico, o par especifico € considerado
significativamente diferente (Levine, et al., 2008).

Embora o teste de ANOVA de fator Unico seja relativamente robusto com
respeito ao pressuposto de variancia igual nos tratamentos, grandes diferencas
nas variancias dos tratamentos podem afetar seriamente o nivel de
significancia. Entdo, para testar a homogeneidade da variancia foi utilizado o
teste de Levene (Vieira, 2006). No apéndice D, podem ser observadas as
tabelas com os resultados.

Através da revisdo da literatura sobre propriedades dos biocimentos,
notou-se claramente que certas variaveis sdo fundamentais na determinacéo
do procedimento experimental adotado. Desta forma, as variaveis selecionadas

estdo descritas a seguir:

Tempo de cura inicial;
Tempo de cura final;
pH;

Resisténcia mecanica;

YV V V VYV V

Porosidade.

3.4.11 Estudo da Liberacdo Controlada de Farmacos

O estudo da liberacdo de farmaco, bem como a taxa e 0 mecanismo
predominante foi realizado in vitro. As amostras obtidas de acordo com o

descrito anteriormente foram presas em um fio de platina e submersas em um
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becker com temperatura constante de 37° C, contendo 100 ml de tampéo
fosfato salino (PBS) pH 7,4, sob agitacdo constante 50 rpm. Aliquotas de 1 ml
foram retiradas em determinados periodos de tempo, e repostas com solucéo
tampdo. As aliquotas foram diluidas para 2 ml com PBS e, para estimar a
quantidade de ampicilina liberada, mediu-se a absorbancia, utilizando uma
cubeta de quartzo e comprimento de onda de 215 nm, em um
espectrofotdometro de UV-Visivel Termo Scientific modelo Biomate 3. A curva de
calibracdo apresentada na figura 26 possibilitou que a quantificacdo da
concentracdo do farmaco fosse realizada durante as medidas. Para a curva de
calibragédo diluiu-se uma solugdo de ampicilina (1 mg/ml) para concentracdes
variando entre 0,001 e 1 mg/ml.

0,25

Curva de Calibrag #0 da Ampicilina
1 v=a+B*x

0,20 Parametro Valor Erro

] A 0,002637  0,002017
B 0,224624  0,04621
0154
R 0,997466

0,10

0,05

Absorbancia (215 nm)

0,00

T T T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Concentrags0 (mg/ml)

Figura 26. Curva de calibracdo da ampicilina.

Devido as diluicdes subsequentes da solugdo tampéao em que foi liberada
a ampicilina, tornou-se necessario corrigir a quantidade de massa obtida pelas
leituras no espectrofotometro utilizando a seguinte equacéo (Ogawa e Plepis,
2002):
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M, =m, — (my_4 x0,99) + M,,_, eq.(53)

onde,

» M, = massa de antibidtico presente na solugdo no momento da retirada
da aliquota,;

» m,= massa de antibiético considerando-se a diluicdo de vido a
reposicao com tampao;

» M, _; = massa de antibidtico obtida na leitura imediatamente anterior.

3.4.12 Avaliacdo da Cinética de Liberagdo Controlad a de Farmacos

Os dados obtidos dos perfis de liberagcdo controlada foram submetidos a
tratamentos matematicos para a determinacdo de cinética de liberacdo, para
isso foram aplicados dois modelos mateméticos, 0s quais descrevem a
liberacdo do farmaco incorporado na matriz. Modelo de Higuchi, Modelo de
Korsemeyer — Peppas (ANEXO C).

Para estes tipos de sistemas, as equacdes que descrevem o modelo de
liberacdo dependem da geometria da amostra e da superficie exposta
(Carrodeguas, 2000).
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo apresenta os resultados de maior pertinéncia, obtidos no
decorrer da pesquisa. Resultados quanto aos materiais de partida, quanto a
metodologia, sdo relatados na sua integra e comparados com dados ja
descritos na literatura. A esséncia da argumentacgéo teve forte embasamento da
revisao bibliografica apresentada.

Os biocimentos de fosfato tricalcico foram sintetizados em laboratério
utilizando-se a metodologia reportada por Bohner et al., (1997) e Carrodéguas
(2000). Para a obtencdo da quantidade total de cimento de fosfato tricalcico
necesséria para a confec¢cdo de todos os corpos-de-prova repetiu-se esta
metodologia. Os materiais obtidos foram caracterizados quanto ao tempo de
pega, densidade e porosidade, pH e resisténcia mecanica.

Para facilitar a andlise dos resultados das diferentes formulagdes propostas
neste trabalho, as mesmas foram nomeadas segundo as iniciais do nome
biocimento e biocimento com farmaco seguido de dois digitos numeéricos
corrrespondentes a sua respectiva fracdo em massa de aditivo incorporado
(sulfato de calcio dihidratado), ou seja, BC-00, BC-10, BC-30, BC-50, BCF-00,
BCF-10, BCF-30 e BCF-50. A Tabela 10 apresenta as formulagdes dos

biocimentos estudados.
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Tabela 10. FormulagBes de biocimentos de fosfato de calcio modificados.

Biocimento | L/P(ml/g) | B-TCP(%) | CSD (%) | Ampicilina (%) Liquido
BC- 00 0,8 100 - - HsPO,4- 2M
BC- 10 0,8 90,91 9,09 - HsPO,4- 2M
BC- 30 0,8 76,92 23,08 - HsPO,4- 2M
BC- 50 0,8 66,67 33,33 - HsPO, - 2M

BCF- 00 0,8 99,01 - 0,99 HsPO,4 - 2M
BCF- 10 0,8 90,01 9,00 0,99 H3PO, - 2M
BCF- 30 0,8 76,16 22,85 0,99 HsPO,4- 2M
BCF- 50 0,8 66,01 33,00 0,99 HsPO,4- 2M

4.1 Caracterizagao Fisico-Quimica

4.1.1 Resultados de Difracdo de Raios X (DRX)

Os difratogramas de raios X dos biocimentos apos a reacdo de pega
estudados neste trabalho sdo apresentados nas Figuras 27, 28, 29, e 30, que
mostram os resultados da analise qualitativa das fases presentes.

No difratograma do biocimento BC-00 (Figura 27) foram identificados os
picos referentes as fases fosfato de calcio di-hidratado (Brushita - DCPD) como
fase majoritaria, na composicdo CaHPO4.2H,0, ficha cristalografica JCPDS:
009-0077 e a fase B-fosfato tricalcio (3-TCP) na composicdo Caz(PO,), sendo
0S picos mais intensos 0s correspondentes a primeira fase, como era
esperado, segundo a eq. 50.

E importante salientar que a fase B-TCP presente nos difratogramas de
todos os biocimentos se deve ao fato de que para obter uma pasta de facil
manipulagdo e um biocimento mais resistente, utiliza-se uma quantidade de
acido ortofosforico inferior a estequiométrica. Por isso, a formulacao utilizada

geralmente é deficiente em acido ortofosforico, provocando a ndo reacao total
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Figura 27. Difratograma de raios X para o biocimento BC-00.
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Figura 28. Difratograma de raios X para o biocimento BC-10.
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Figura 29. Difratograma de raios X para o biocimento BC-30.
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Figura 30. Difratograma de raios X para o biocimento BC-50.

O p6 do biocimento BC-10 apresentou um difratograma semelhante ao
mencionado para o0 biocimento sem aditivo (Figura 28). Porém, foram
identificados picos referentes a fase sulfato de calcio di-hidratado (Gesso -
CSD) na composicdo CaS0,.2H,0, ficha cristalografica JCPDS 033-0311.
Também foi observada certa reducéo da intensidade dos picos da fase B-TCP e
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um aumento da intensidade dos picos correspondentes das fases DCPD e
CSD. lIsso, provavelmente, se deve ao aumento da quantidade de liquido
utilizado, proporcional a quantidade de sulfato de célcio di-hidratado na
composicdo fazendo com que a fase B-TCP reaja formando uma maior
quantidade de brushita. O mesmo quadro se repetiu para o caso dos
biocimentos BC-30 e BC-50, como mostram as Figuras 29 e 30.

Em estudo semelhante realizado por Santos (2002), que adicionou sulfato
de calcio hemi-hidratado, também foi observado um aumento da intensidade
dos picos de difracdo correspondentes a fase sulfato de calcio di-hidratado
(CSD), com a consequente reducdo da intensidade das fases de fosfato de

calcio, com o aumento da quantidade de (CSH) adicionado.

4.1.2 Resultados de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR)

Andlise complementar com a técnica de espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier feita na regido do infravelmelho intermediario, ou
seja, de 400 cm™ a 4000 cm™ identificou as bandas mais significativas em
relacdo ao fosfato de célcio e ao sulfato de calcio, como indicado nas Figuras
31, 32, 33 e 34. Além disso, identificou também bandas referentes a alguns
grupos funcionais adsorvidos nas amostras. A banda larga que aparece na
regido entre 3700 e 2600 cm™ est4 associada & agua fisicamente adsorvida. A
banda em torno de 1649 cm™ é derivada do modo de deformacdo das
moléculas de &gua va(H, O). A regido entre 700 — 500 cm™ apresenta bandas
em 529 cm™, referentes ao modo de deformac&o anti-simétrica dos fosfatos
v4(PO,®). A banda em 983 cm™ é devida ao estiramento simétrico dos fosfatos
v1(PO,”).
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Figura 31. Espectroscopia de Infravermelho do biocimento BC-00.

Transmiténcia (%)

T T T T T T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
n"mero de onda (cm™)

Figura 32. Espectroscopia de Infravermelho do biocimento BC-10.
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Transmitancia (%)
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Figura 33. Espectroscopia de Infravermelho do biocimento BC-30.
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Figura 34. Espectroscopia de Infravermelho do biocimento BC-50.

Nos espectros da amostras BC-10, BC-30 e BC-50, foram identificadas
bandas de absorcdo de SO, caracteristicas do sulfato de célcio. O modo de
vibragéo dos fons SO, em 1063 e 1040 cm™ aumenta de intensidade com a

incorporacao do sulfato de calcio como mostram as Figuras 32 - 34. Observa-
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se que as bandas tornam-se mais estreitas com o aumento do teor do aditivo
no biocimento. Essas modificagdes na forma das bandas indicam um aumento
na cristalinidade desses materiais.

O grupo funcional OH e grupos funcionais relativos ao CO também estéao
presentes nas amostras, indicando a presenca de moléculas de H,O e CO, que
podem ter se originado do ambiente atmosférico e/ou estar adsorvidas na
superficie do material. Estas podem ser oriundas de impurezas presentes nos
reagentes ou de carbonizacdo da agua destilada utilizada para a formacéo das
solucées dos reagentes. E dificil conseguir um material CaP sem contaminagdo
por CO, durante o preparo da solucdo, a reacdo de sintese, a separacao, a
lavagem e secagem do material sem condi¢fes especiais (Cheng, 1998).

4.2 Caracterizacdo Morfolégica e Microestrutural

4.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os estudos de caracterizacdo pela técnica de microscopia eletrénica de
varredura, realizados nas a superficies de fratura das amostras evidenciaram,
para as diferentes composi¢cdes, uma morfologia formada por fragmentos de
cristais de diferentes formas e tamanhos, conforme ilustrado nas Figuras 35,
37, 39 e 40. Foi utilizada ampliagdo de 1000 X e a captura das imagens
ocorreu de forma aleatoria.

A micrografia de superficie das amostras dos biocimentos BC-00 mostra a
presenca de grandes cristais de DCPD em forma de placas envolvidas por

particulas aglomeradas de B-TCP, como mostra a Figura 35.
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Figura 35. Morfologia referente aos biocimentos BC-00 formados por

fragmentos de cristais de fosfato de célcio.

Um estudo completo por micro-andlise por EDX foi realizado sobre a
superficie de fratura do biocimento BC-00, com o Objetivo de verificar a
composicdo quimica e o valor aproximado da razdo molar Ca/P. O resultado
em um ponto aleatdrio da amostra pode ser observado na figura 36, que
mostra 0s picos caracteristicos dos elementos calcio e fésforo que formam o
biocimento. Este tipo de andlise permite quantificar a porcentagem de cada
elemento que faz parte da composicdo do biocimento BC-00. Através da
analise de EDX observaram-se, para a brushita formada, valores de 52,25%
em peso para o célcio, 47,75% em peso para o fésforo e uma razéo

estequiométrica Ca/P de 1,0.

Albuquerque, J. S. V. Tese de Doutorado — UFC/CT/PGECM



120

Label A:
PE
Cak
2.00 4.00 6.00 8.00  10.00 12.00

Figura 36. Andlise qualitativa de elementos por espectroscopia de energia

dispersiva da amostra BC-00.

A adicdo de sulfato de célcio di-hidratado na amostra BC-10 (Figura 37)
produziu mudangas na estrutura morfolégica do biocimento. Observou-se uma
reducéo significativa no tamanho dos cristais e, além das fases DCPD e 3-TCP
identificadas anteriormente, foi verificada a presenca de cristais em forma de
agulhas, caracteristicos do CSD.

Segundo Mirtchi et al., (1989), a presenca de sulfato de célcio favorece a
precipitacdo de fosfato de calcio di-hidratado (DCPD) na mesma forma
(agulhas) em composicoes de cimento a base de B-fosfato tricalcio,

aumentando a resisténcia mecanica das composicoes.
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Figura 37. Morfologia referente aos biocimentos BC-10 formados por

fragmentos de cristais de fosfato de célcio.

A Figura 38 corresponde aos resultados da andlise qualitativa de
elementos por espectroscopia de raios X (EDX) de um ponto aleatério da
superficie de fratura da amostra BC-10, mostrando os picos caracteristicos dos
elementos calcio, fésforo e enxofre, indicando a composi¢cdo do biocimento.
Outros espectros foram obtidos durante a andlise e todos apresentaram a
mesma proporcionalidade destes elementos sem variacéo significativa entre as
diferentes amostras.
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Figura 38. Andlise qualitativa de elementos por espectroscopia de energia
dispersiva da amostra BC-10.

O aumento da quantidade de sulfato de calcio di-hidratado adicionado na
amostra BC-30 produziu mudancas significativas na estrutura morfolégica em
comparacao com o biocimento sem aditivo (Figura 39). As micrografias das
amostras apresentam uma reducao significativa da quantidade de agulhas de
sulfato de célcio di-hidratado e um aumento dos cristais em forma de placas,
caracteristico do DCPD e uma menor quantidade de particulas aglomeradas de
B-TCP. Isto pode ser explicado pelo aumento da quantidade de liquido utilizado,
proporcional a quantidade de sulfato de céalcio na composicdo, como

mencionado nos resultados de difracdo de raios X.
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Figura 39. Morfologia referente aos biocimentos BC-30 formados por

fragmentos de cristais de fosfato de célcio.

A presenca de sulfato de célcio em excesso modificou significativamente a
microestrutura das superficies de fratura das amostras BC-50 quando
comparadas com a superficie da amostra isenta de aditivo (Figura 40). Além da
diminuicdo do tamanho dos cristais das fases presentes, ja mencionada para a
amostra BC-30, a Figura mostra a presenca de aglomerados resultante da
dissolugéo das fases cristalinas dos biocimentos, principalmente dos cristais
em forma de agulhas que correspondem ao sulfato de calcio di-hidratado.
Estes sdo mais solliveis que a brushita (DCPD), diminuindo assim, o
intercruzamento dos cristais e aumentando a porosidade e consequentemente

reduzindo a resisténcia mecanica (Carrodeguas, 2000).
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Figura 40. Morfologia referente aos biocimentos BC-50 formados por

fragmentos de cristais de fosfato de célcio.

4.3 Andlise Estatistica dos Biocimentos

O planejamento experimental foi realizado com objetivo de determinar os
valores apropriados de tempo de pega, pH, resisténcia a compressao diametral
e porosidade em funcdo das propriedades quimicas e mecanicas dos
biocimentos.

Os resultados obtidos para os ensaios quimicos e mecanico estédo
detalhados no Apéndice B. A Tabela 11 apresenta os valores médios e seus
desvio padrdao obtidos para estes ensaios. Os tratamentos obtidos
correspondem aos teores de sulfato de calcio di-hidratado adicionado.
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Tabela 11. Tempo de cura, pH, compressao diametral e porosidade dos
biocimentos (DCPD/B-TCP).

Tempo Tempo Compressao | Porosidade
CIMENTO | L/P | de Cura | de Cura pH Diametral (%)
Inicial Final (MPa)
(min) (min)

BC-00 0,8 | 6,3+t0,4 | 22,036 | 7,23+0,1 0,59+0,1 52,5+2.8
BC-10 0,8 | 3,9+0,5 | 5,7+1,2 | 6,84+0,4 1,08 52,1+5,5
BC-30 0,8 | 3,5+0,1 50 6,35+0,2 151+0,1 49,7+1,7
BC-50 0,8 | 49+0,6 | 6.7x2,1 | 6,47+£0,4 1,43+0,1 51,4+£0,9

4.3.1 Tempos de Pega

A Tabela 12 apresenta a planilha de dados para os tempos de pega inicial

e final, juntamente com a média aritmética e o desvio padrdo dos biocimentos.

Tabela 12. Planilha de dados do tempo inicial e final de pega dos biocimentos

(DCPD/B-TCP).

Tratamentos | Médiat; | Desvio Padréo Média t; Desvio Padrao
(%) (min) ti (min) (min) ts (min)
0 5,66667 0,41633 19,36667 1,05987
10 3,96667 0,49329 5,73333 0,49329
30 3,5 0,1 5,36667 0,11547
50 4,93333 0,64291 5,96667 0,61101

De forma a analisar estes resultados, foram construidos, com base na

Tabela 12, os graficos apresentados nas Figuras 41 e 42.
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Figura 41. Tempo inicial de pega dos biocimentos (DCPD/B-TCP).
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Figura 42. Tempo final de pega dos biocimentos (DCPD/B-TCP).

Conforme observado nas figuras 41 e 42, a conclusdo imediata da analise
destes resultados preliminares é que, nas condicdes empregadas, 0 tempo
inicial e final de pega diminui com o aumento da quantidade de aditivo e que

existe diferenca nas médias aritméticas das amostras para 0s quatro
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tratamentos.

Teste de ANOVA

A andlise de variancia (ANOVA de fator Unico) com nivel de significancia
(a) de 5% foi utilizada com objetivo de verificar se a variacdo dos resultados
das médias aritméticas dos tempos de pega inicial e final ndo séo todos iguais,
como mostram as tabelas 13 e 14. Para esta analise foi utilizado o programa

Origin® 8. Os testes sdo realizados com estatistica F.

Tabela 13. Analise de Variancia do tempo inicial de pega dos biocimentos
(DCPD/B-TCP).

Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variagéo
Aditivo 13,44667 3 4,48222 21,34392 | 3,57387E-4
Residuo 1,68 8 0,21
Total 15,12667 11

Tabela 14. Andlise de Variancia do tempo final de pega dos biocimentos
(DCPD/B-TCP).

Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variacéo

Aditivo 421,4825 3 140,494167 | 320,51901 | 1,136917E-8
Residuo | 3,506667 8 0,438333

Total 424,989167 11

A andlise de variancia permite comparar as médias aritméticas dos
tratamentos com base no valor p-valor. A probabilidade de obter uma estatistica

F igual ou superior a 21,34392 para o tempo minimo de pega e 320,51901 para

Albuquerque, J. S. V. Tese de Doutorado — UFC/CT/PGECM



128

o tempo maximo de pega, quando a hipotese nula € verdadeira, corresponde a
3,57387E-4 para o tempo inicial e 1,13692E-8 para o tempo final de pega. Uma
vez que esses p-valores € menor do que o nivel de significancia especificado (a
= 5%) a hipdtese nula foi rejeitada, ou seja, as médias ndo séo estatisticamente
iguais. Os valores-p de 3,57387E-4 e 1,13692E-8 indicam que s6 existe uma
chance de 0,04% e 0,000001% de serem observadas diferenca desses

valores se as médias aritméticas dos quatro tratamentos forem iguais.

Teste de Tukey- Kramer

Depois de realizado o teste analise de variancia e ter encontrado uma
diferenca significativa entre os tempos de pega foi executado o procedimento
de multiplas comparagfes de Tukey-Kramer para determinar quais dentre as
médias aritméticas sdo significativamente diferentes (tabelas 15 e 16).

Tabela 15. Teste de Tukey-Kramer correspondente ao tempo inicial de pega
dos biocimentos (DCPD/B-TCP).

Comparacéo | Diferenca Absoluta Erro-Padrao da Intervalo Critico
Tratamentos Diferenca
0-10 2,3 0,37417 1,19821
0-30 2,76667 0,37417 1,19821
0-50 1,33333 0,37417 1,19821
10-30 0,46667 0,37417 1,19821
10 - 50 0,96667 0,37417 1,19821
30-50 1,43333 0,37417 1,19821
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Tabela 16. Teste de Tukey-Kramer correspondente ao tempo final de pega dos
biocimentos (DCPD/B-TCP).

Comparacéo | Diferenca Absoluta Erro-Padrao da Intervalo Critico
Tratamentos Diferenca
0-10 13,63333 0,54057 1,73111
0-30 14 0,54057 1,73111
0-50 13,4 0,54057 1,73111
10 - 30 0,366667 0,54057 1,73111
10 - 50 0,233333 0,54057 1,73111
30-50 0,6 0,54057 1,73111

O teste de Tukey avalia a igualdade entre os tratamentos, entdo é um
teste de hipdteses. Nestes resultados vemos que a hipotese de igualdade é
rejeitada para tempo inicial de pega entre os niveis: 0 - 10, 0 — 30, 0 — 50, 30 -
50 e para tempo final entre os niveis 0 - 10, 0 — 30 e 0 — 50. Os demais
tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas, ou seja, apresentam
aproximadamente o mesmo valor de tempo inicial e de tempo final de pega.

Sabe-se que o tamanho médio das particulas do cimento pode influenciar
a quantidade de liquido necessario para a obtencdo do material com
consisténcia de pasta (Toniolo, 2004). Em geral, a nucleagao e crescimento de
um cristal que ocorrem durante o processo de pega do biocimento séo
derivados do grau de supersaturacao, que depende da taxa de dissolu¢cdo dos
fosfatos de célcio. A taxa de dissolucéo dos fosfatos de calcio é controlada pela
solubilidade e pela area superficial do sélido. Assim, pode-se estimar que
quanto menores as particulas do cimento, mais rapidamente a mistura ira
endurecer, ou seja, o tempo de pega é dependente dos processos de sintese e
beneficiamento da matéria-prima.

Para comparar o grau de retardo desencadeado com o aumento do teor
do aditivo incorporado, realizou-se a avaliacdo do tempo de pega apenas em

carater qualitativo. A avaliacdo foi empirica, sendo realizada através da
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verificacdo se a pega do biocimento estabeleceu-se num periodo de tempo
superior ou inferior ao relatado na literatura. Considerou-se como o tempo de
cura final aquele em que o tronco conico do aparelho de Vicat deixou somente
marcas ligeiramente perceptiveis na superficie da amostra.

Constatou-se empiricamente que a amostra BC-00 (sem a incorporagao
de aditivo) apresentou um tempo de pega inicial de 5 minutos. Através desta
mesma avaliagcao constatou-se que todas as formulagdes com incorporagao de
aditivos atingiram tempos de pega inicial inferiores a 5 minutos, ficando em
primeira instancia, fora dos padrdes para aplicacdes clinicas.

Através da comparacgdo dos tempos de cura das diferentes formulagfes
propostas constatou-se que todos apresentaram uma tendéncia de diminui¢céo
do tempo de cura com a incorporacdo de aditivo. Como mencionado
anteriormente, o tempo de cura € um parametro fundamental para a utilizacéo
biomédica do material a ser desenvolvido. Neste contexto, o tempo de cura
deve ser pequeno, mas nao tdo pequeno que impeca o0 processo de colocacéo
do cimento no local desejado. Segundo Driessens e colaboradores (1997), o
tempo de pega inicial para a formulacdo de cimento a base de fosfato tricalcico
€ de cerca de 5 minutos. Levando-se em consideracdo o tempo de mistura,
homogeneizagdo e injecdo no local destinado. Apds a realizacdo destes
processos deseja-se um tempo de pega 0 menor possivel para impedir que o
cimento migre para locais ndo desejados, para fora do local de injecdo. Assim,
0 tempo de cura ndo pode ser tdo rapido que impeca ou dificulte qualquer um
dos processos de mistura, homogeneizagdo ou injecdo. Esses autores né&o
especificam o método de ensaio empregado, mas a descricdo da metodologia
mostra que eles utilizam o método de Gillmore. Com isto, podemos supor que
este seja 0 método para o qual se estabelece o limite minimo de 5 minutos
para o tempo de cura inicial. Levando em conta que neste trabalho o método
utilizado foi o de Vicat adaptado, ndo se podem descartar os resultados obtidos
para as formulactes BC-10, BC-30 e BC-50 com tempo inicial de cura inferior a

5 minutos.
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4.3.2 pH

A Tabela 17 apresenta a planilha de dados para o pH de quatro

tratamentos, juntamente com a média aritmética e o desvio padréo.

Tabela 17. Planilha de dados do pH dos tratamentos.

Tratamentos (%) Média Desvio Padréo
0 7,23333 0,05774
10 6,83333 0,35119
30 6,33333 0,15275
50 6,46667 0,35119

A Figura 43 mostra, graficamente, os resultados obtidos para o pH das
amostras apos 24 horas de imersdo em agua destilada a uma temperatura de
37°C.

7,5

7,0 H

6,5 —

-

6,0
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o] 10 30 50

Aditivo (%6)

Figura 43. Ensaio de pH dos biocimentos (DCPD/B-TCP).
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A partir dos resultados preliminares, pode-se verificar uma variacéo
significativa do pH dos biocimento de fosfato tricalcico em funcdo do aditivo
adicionado e que existe diferenca nas meédias aritméticas para as quatro
formulacdes. Pode-se verificar também que a grande maioria das formulacdes
apresentou valores encontrados na faixa de pH concentrados entre 6.5 a 6.9,
variando de acordo com a quantidade de aditivo incorporado. Isto é importante
pelo fato que materiais com pH na faixa entre 6,5 a 8 sdo considerados

adequados para implantacéo (Driessens et al., 1997).

Teste de ANOVA

A analise de variancia (ANOVA de fator unico) com nivel de significancia
(a) de 5% foi utilizada com objetivo de verificar estatisticamente se a variagéo
dos resultados é suficientemente diferente para que se conclua que as médias
aritméticas dos pH ndo sdo todas iguais. Para esta analise foi utilizado o
programa Origin® 8. Os testes s&o realizados com estatistica F.

A tabela ANOVA utilizada para avaliar a significancia do efeito das
variaveis pH esté apresentada na tabela 18.

Tabela 18. Analise de variancia do pH dos biocimentos (DCPD/B-TCP).

Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variagéo
Aditivo 1,47 3 0,49 7,17073 0,01175
Residuo 0,35119 8 0,06833
Total 2,01667 11

A partir da tabela 18 tem-se que o p-valor é consideravelmente menor que
a = 5%, o que indica a rejeicdo de Hop, ou seja, existe evidéncia suficiente de

uma diferenca na média aritmética do pH para os quatro niveis.
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Teste Tukey-Kramer

Utilizando o procedimento de multiplas comparacdes foram determinadas
quais dentre as médias aritméticas sdo consideradas significativamente
diferentes.

Os resultados estéao apresentados na tabela 19.

Tabela 19. Teste de Tukey-Kramer correspondente ao pH dos biocimentos
(DCPD/B-TCP).

Comparacéo Diferenca Erro-Padrao da Intervalo Critico

Niveis Absoluta Diferenca

0-10 0,4 0,21344 0,6835
0-30 0,9 0,21344 0,6835
0-50 0,76667 0,21344 0,6835
10-30 0,5 0,21344 0,6835

10 - 50 0,36667 0,21344 0,6835
30-50 0,13333 0,21344 0,6835

O procedimento indica que existe diferencga significativa entre os pares de
médias: 0 — 30 e 0 — 50, exceto entre os pares: 0 — 10, 10— 30, 10 - 50 e 30 —
50, ou seja, os biocimentos sem aditivo e com 10% de aditivo, com 10% e 30%
de aditivo, com 10% e 50% de aditivo e com 30% e 50 % de aditivo
apresentam aproximadamente o mesmo pH, enquanto 0s outros niveis
testados de concentracdo produzem pH diferentes.

Para todas as formulagcbes com incorporacdo de sulfato de calcio di-
hidratado, observou-se a diminuicdo gradual do pH, sendo menor para a
formulacdo BC-50, que apresentou um valor de pH 6,47 = 0,4. Acredita-se que
os baixos valores de pH tenham favorecido a precipitagcdo da fase brushita,
caracterizada pela reducdo do tempo de cura proveniente do intercruzamento

dos cristais recém formados (Ratner, 1996).
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Segundo Fernandez e colaboradores (1999) o pH do cimento é o principal
fator controlador das concentracdes de Ca e P na solucao de cimento, afetando
as taxas da reacdo de pega. Os principais parametros que afetam a variacéo
de pH durante a pega do cimento incluem: a composicdo quimica dos
principais componentes do cimento, a propor¢cdo dos reagentes na mistura, o
tamanho relativo de particulas dos componentes principais do cimento, o
tamanho de particulas do material usado como semente de cristalizacdo, o0 uso
de aceleradores ou retardadores na fase liquida e sua concentracéo relativa, a

razao liquido/p6 e a temperatura.
4.3.3 Resisténcia a Compressao Diametral

As principais medidas dos ensaios mecanicos estdo relacionadas na
Tabela 20. Os dados referem-se a resisténcia ao teste de compressao

diametral (MPa) para cada um dos quatro tratamentos estudados.

Tabela 20. Médias e desvio padrdao dos resultados de resisténcia a

compressao diametral dos quatro tratamentos.

Tratamentos (%) Resisténcia Desvio Padrao
Média
0 0,59333 0,05033
10 1,08333 0,03512
30 1,50667 0,06506
50 1,43 0,09165

O gréafico da Figura 44 apresenta a resisténcia a compressdo diametral
das diferentes formulagfes, com relacdo a fracado dos aditivos incorporados nos
tratamentos. Pode-se observar que um aumento no teor de aditivo na massa

gera um inicial aumento da resisténcia, até que seja atingido um limite (cerca
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de 30%), quando comeca a decair.
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Figura 44. Ensaio de resisténcia a compressao diametral dos biocimentos
(DCPD/B-TCP).

Teste de ANOVA

Os resultados referentes aos testes de tracdo diametral descrito na tabela
21 foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA de fator Unico) com nivel
de significancia (a) de 5%, com o propdsito de averiguar estatisticamente se a
variacdo dos resultados é suficientemente diferente para que se conclua que as
meédias aritméticas das resisténcias ndo sao todas iguais, como mostra a tabela
21. Para esta analise foi utilizado o programa Origin® 8. Os testes foram
realizados com estatistica F.
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Tabela 21. Analise de variancia da resisténcia a tracdo por compressao

diametral dos quatro niveis.

Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variacao

Aditivo 1,55967 3 0,51989 | 126,80217 | 4,39244E-7
Residuo 0,0328 8 0,0041

Total 1,59247 11

Ao realizar a ANOVA foi observado que o aditivo empregado influencia de
maneira significativa as propriedades mecanicas dos biocimentos para um nivel
de confianca de 0,05. Neste caso, como o p-valor € menor do que o a
especificado de 0,05 rejeitamos a hipétese nula de igualdade das médias, ou
seja, podemos dizer que existe diferenca estatisticamente significativa na
meédia aritmética das resisténcias a compressao diametral dos biocimentos no

que concerne as quatro formulagdes.

Teste de Tukey-Kramer

Como o teste ANOVA demonstrou haver diferencas entre os niveis, 0
método de comparacdes multiplas de Tukey foi empregado para determinar

quais niveis apresentam diferencas estatisticamente significativas.
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Tabela 22. Teste de Tukey-Kramer correspondente a resisténcia a compressao
diametral dos biocimentos (DCPD/B-TCP).

Comparacéao Diferenca Erro-Padrao da Intervalo Critico

Niveis Absoluta Diferenca

0-10 0,49 0,05228 0,16742
0-30 0,91333 0,05228 0,16742
0-50 0,83667 0,05228 0,16742

10 - 30 0,42333 0,05228 0,16742

10 - 50 0,34667 0,05228 0,16742
30-50 0,07667 0,05228 0,16742

Desta analise, vemos que existem diferencas significativas entre todos os
pares de média, exceto entre 30 — 50. Isso implica que 30 e 50 % de
concentracdo de sulfato de célcio produzem aproximadamente, a mesma
resisténcia a compressao diametral e que todos os outros niveis testados de
concentracdo produzem resisténcias diferentes, ou seja, € possivel concluir,
com 95% de confianca, que a formulagcdo BC-00 apresenta menor resisténcia a
compressdo diametral do que as formulagcbes BC-10, BC-30 e BC-50 e a
formulacédo BC-10 apresenta menor resisténcia do que as formulacdées BC-30 e
BC-50.

Segundo Santos (2000), uma possivel explicacdo para o aumento da
resisténcia a compressao diametral das formulacdes seria a transferéncia das
tensdes aplicadas ao compdsito biocimento/sulfato de calcio, uma vez que a
morfologia do sulfato de calcio é de agulhas, o que permitiia um maior
consumo de energia durante o processo de propagacdo de trincas, devido a
energia consumida para separar as agulhas de sulfato de calcio da matriz de
biocimento. Evidentemente, esse processo deve ocorrer mais eficazmente
quanto maior for a adesdo das agulhas de sulfato de calcio a matriz de
cimento.

A reducdo da resisténcia a compressdo da formulacdo com 50% de
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sulfato de calcio pode ser explicada devido ao aumento de porosidade,
associada a maior quantidade de liquido na preparacdo. Este resultado é
ratificado pelo modelo matematico proposto por Knudsen (Santana, 2010),
segundo o qual a resisténcia mecanica dos materiais ceramicos diminui
exponencialmente com a elevacao do nivel de porosidade. A presenca de
poros em maior quantidade e com diferentes morfologias favorece o
surgimento de defeitos em sua vizinhanga como, por exemplo, microtrincas.
Incorporadas durante 0 processamento, as microtrincas agem como
concentradores de tensdes e, ao serem submetidas a esforcos mecanicos, se
propagam até atingirem um tamanho critico, quando entédo, ocasionam a fratura
da amostra. A Figura 45 apresenta fotografia de fratura das formulacdes
ensaiadas.

Figura 45. Fotografia de fraturas apresentadas pelas amostras de biocimento
submetidas ao ensaio de compressao diametral (50X).

4.4 .4 Porosidade

A Tabela 23 apresenta a planilha de dados para a porosidade de quatro

tatamentos de aditivos, juntamente com a média aritmética e o desvio padréo.
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Tabela 23. Planilha de dados da porosidade aparente dos biocimentos

(DCPD/B-TCP).

Aditivo (%) Porosidade Desvio Padrao
Aparente
0 52,22667 2,87836
10 52,12 5,51293
30 49,74667 1,74386
50 51,25667 1,05548

A Figura 46 mostra graficamente os resultados obtidos para a porosidade

das diferentes formulagfes, com relacéo a fracdo dos aditivos incorporados na

matriz de biocimento. Observa-se que a porosidade diminui com o aumento da

concentracdo de sulfato de calcio e que ocorre um aumento na porosidade

acima de 30%, caracterizando uma interferéncia do sulfato de calcio na

estrutura.
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Figura 46. Ensaio de porosidade aparente dos biocimentos (DCPD/B-TCP).
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Teste de ANOVA

A andlise de variancia (ANOVA de fator Unico) com nivel de significancia
(a) de 5% foi utilizada com objetivo de conferir estatisticamente se a variacao
dos resultados € suficientemente diferente para que se conclua que as meédias
aritméticas das porosidades aparentes ndo sao todas iguais. Para esta analise
foi utilizado o programa Origin® 8. Os testes foram realizados com estatistica F.
A Tabela 24 apresenta o resultado da analise estatistica da porosidade

aparente dos biocimentos.

Tabela 24. Analise de variancia da porosidade aparente dos biocimentos
(DCPD/B-TCP).

Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variagéo
Aditivo 13,62363 3 4,54121 0,42409 0,74104
Residuo 85,6648 8 10,7081
Total 99,28843 11

Através da ANOVA realizado pelo programa computacional Origin® 8,
podemos concluir que sendo o p-valor igual a 0,704104, ndo rejeitamos a
hipotese nula de igualdade de médias para nivel de significancia a = 0,05.
Assim, esses resultados permitem concluir que para o nivel de significancia
especificado, a média aritmética das porosidades aparente dos biocimentos
sdo todas iguais. Com base nestes resultados nédo foi preciso utilizar o
procedimento de multiplas comparacdes de Tukey-Kramer.

A porosidade aparente obtida para todas as amostras encontra-se em
niveis elevados, entre 30 a 53 %, sem alteracfes significativas entre as
diferentes formulagbes propostas. Com excecao das formulagdes C-50 que
apresentaramporosidade mais elevada (acima de 60%), provavelmente devido

ao elevado teor de sulfato de calcio (ponto de saturagao).
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Nos materiais bioceramicos frageis, os poros constituem regides onde a
tensdo se concentra, e quando a tenséo junto ao poro atinge um valor critico,
forma-se uma fenda que se propaga, visto que nestes materiais ndo existem
processos suficientemente absorvedores de energia como aqueles que operam
durante a deformacéo de materiais ducteis. Os poros sdo também prejudiciais
para a resisténcia dos materiais ceramicos porque fazem diminuir a area da
secdo transversal em que € aplicada a carga e conseguientemente fazem
baixar a tensdo que o material pode suportar (Smith, 1998). Deste modo, o
tamanho e a distribuicdo do tamanho de poros sao fatores importantes que
afetam sua resisténcia.

Como a porosidade € considerada um fator favoravel a osteoconducéo,
permitindo o crescimento de 0sso no interior dos poros, pode-se dizer que
todas as formulacbes apresentam tendéncia de favorecerem este
comportamento biolégico tendo em vista que todas as formulagbes
apresentaram porosidade aparente superior a 30%, conforme figura 46. No
entanto, sabe-se que a resisténcia mecanica € inversamente proporcional a
porosidade do corpo ceramico, visto que € uma propriedade dependente da
porcdo soélida do material, ou seja, os vazios teoricamente tendem a influenciar

negativamente na resisténcia mecanica.

4.5 Estudo da Liberacdo de Ampicilina nos Biociment  os BCF-00 e BCF-10

A ampicilina foi o farmaco escolhido neste trabalho em virtude de sua
conhecida utilizacdo no tratamento de infec¢cdes causadas por bactérias gram-
negativas suscetiveis (por exemplo, Haemophilus influenzae, Neisseria
gonorrhoeae, Neisseria meningitides, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Salmonella sp.). A Ampicilina também € usada para o tratamento de infeccdes
causadas por bactérias gram-positivas suscetiveis (por exemplo, Streptococcus
pneumoniae, estafilocécitos ndo produtores de penicilinases, Clostridium sp,
Bacillus antracis, Corinebacterium xerose, Listeria e grande parte dos
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enterococos (Ferreira, 2004).

Seu emprego na forma oral pode causar efeitos colaterais tais como
diarréia, nausea, depressado, cansaco, colite isquémica, trombose entre outros.
Assim, no caso de hipertensdo, por exemplo, o desenvolvimento de
dispositivos de liberacdo controlada de antihipertensivos € vantajoso por
minimizar esse tipo de desconforto para o paciente, visto que a concentracéo
da droga tende a se manter num nivel controlavel na corrente sangulinea por
um periodo de tempo maior.

Os padrdes de difracdo de raios X dos biocimentos incorporados com
ampicilina apresentaram perfil semelhante ao obtido para a amostra BC-10.
Isto era de se esperar, pois a ampicilina ndo apresenta difratograma
caracteristicos por ndo ser uma amostra cristalina.

Com o objetivo de investigar a influéncia das caracteristicas estruturais
das matrizes na liberacdo da ampicilina, as amostras BCF-00 e BCF-10 foram
testadas.

O perfil de liberacéo do farmaco a partir da amostra BCF-10 foi estudado
em funcdo do tempo e comparado com a liberacdo de farmaco da amostra
BCF-00, como apresentado na Figura 47. Pode-se observar que a amostra
BCF-00 libera maior quantidade de farmaco por unidade de tempo quando
comparado com a amostra BCF-10. Sendo assim, a associacao de sulfato de
calcio di-hidratado modifica o perfil de liberacdo do farmaco incorporado na
amostra. Ao longo do tempo, esses sistemas apresentam comportamento
analogo, mas com taxas de liberagéo distintas.

Segundo Ogawa e Plepis (2002), outros fatores afetam a liberacdo de
farmacos de biomateriais, tais como a porosidade da matriz utilizada e a
qguantidade de droga incorporada. A porosidade da matriz, neste caso, esta
formada pela porosidade inicial intrinseca do material e aquela formada pela
dissolucéo do antibiotico.

Comparando os perfis de liberagdo, os resultados indicam que em 24
horas de experimento, 11,53% do farmaco sao liberados da amostra BCF-10,

enquanto a mostra BCF-00 libera 13,00%. Essa liberagéo inicial é atribuida a
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dissolucéo e liberacédo imediata da por¢cao do farmaco localizada na superficie
dos cilindros. Pode-se perceber uma diferenca nos dois sistemas com relagcéo
a quantidade de farmaco inicialmente liberada, a qual € maior para a amostra
BC-00. Este decréscimo na taxa de liberacédo provavelmente ocorre em funcao
da quantidade de poros presentes nas amostras. Este fato sugere a existéncia
de alguma interacdo de natureza desconhecida entre o aditivo (CSD) e o
famaco. No caso da amostra BCF-10, o processo de sintese levou a
incorporacdo de sulfato de calcio di-hidratado, provocando assim, uma
diminuicdo em sua porosidade aparente e por simples questbes geométricas,
uma maior dificuldade de difusdo do farmaco ao longo dos poucos espacos

vazios disponveis na estrutura.

1.4+ —=— 0% Sulfato de Cdcio
—e—10% Sulfato de CdJdicio

M, (mg)

0,0 5 . r . r

T T T T T T
0 5 10 15 20 25

t (hora)

Figura 47 . Perfil de liberagcdo de ampicilina nos biocimentos BCF- 00 e BCF-
10.

A Figura 48 apresenta a taxa de liberagcdo de ampicilina das amostras
BCF-00 e BCF-10, com 1% de antibidtico.

Verificou-se que as amostras apresentam taxa de liberagdo decrescente
com o tempo, como era de se esperar, visto que a quantidade de droga

liberada vai diminuindo com tempo. Esta rapida taxa de liberacdo pode ser
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vantajosa, visto que garantiria alta concentracéo de antibidtico no inicio de uma
infeccéo.

A natureza das curvas mostradas na Figura 47 sugere que nenhuma das
matrizes tem liberacdo com taxa de liberacdo de ordem zero. Observa-se que a
liberacdo € rapida nas primeiras horas do experimento, seguida de uma
liberacdo bem mais lenta, atingindo o equilibrio apés 5 horas, como pode ser
observado na Figura 48.

—m— 0% Sulfato de Cdicio
—®— 10% Sulfato de Cdicio

0,5

Taxa de Liberag:0 (mg/h)

T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25

tempo (hora)

Figura 48. Taxa de liberacdo de ampicilina das amostras BCF-00 e BCF-10.

A liberacdo muito lenta de drogas pode nao ser muito vantajosa, visto que
poderia ndo surtir o efeito terapéutico desejado e até mesmo provocar
resisténcia da bactéria ao antibiético (Ogawa e Plepis, 2002).

Para investigar mais precisamente o efeito da estrutura devido as
formulacdes, os resultados foram analisados de acordo com o modelo de
Higuchi. Em seguida, foi determinado o valor do coeficiente de liberacdo (n),
utilizando a equacao de Korsemeyer — Peppas (Costa, et. al., 2001).
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Curva: Y =A+B*X

Parametro Valor Erro -
104 A 0,311833 0,254867

B 2,756782 0,134906

R2 0,972001

Messa Liberada (29

Figura 49. Modelo de Higuchi para as 24 horas de liberacdo de ampicilina da

amostra BCF-00.

Curva: Y =A+B*X

Parametro Valor Erro -
104 A 0,114533 0,114343
B 2,175456 0,060524
2
R 0,99079

a
|

Messa Liberada (29

Figura 50. Modelo de Higuchi para as 24 horas de liberacdo de ampicilina da

amostra BCF-10.

As Figuras 49 e 50 mostram a cinética de liberacdo de ampicilina das
amostras BCF-00 e BCF-10. Verifica-se, para ambos 0s experimentos, que a

quantidade de ampicilina liberada em funcdo da raiz quadrada do tempo
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obedece ao modelo de Higuchi. Embora um pequeno desvio da linearidade
tenha sido observado, a analise mostra uma boa correlacdo entre os dados,
indicando que a liberagdo de antibidtico é controlada por um mecanismo de
difusdo nos poros. Isto sugere que a liberacdo depende da porosidade das
amostras. Deve-se salientar que a porosidade de um material destinado a
enxerto 0sseo € importante porque permite o desenvolvimento de o0sso e
tecidos moles dentro dos poros, além de suprimento de sangue para posterior
mineralizacao do osso (Ogawa e Plepis, 2002).

Analisando os sistemas através das Figuras 51 e 52, pode-se observar 0s

valores de n obtidos para as duas formulacdes.

Curva: Y =A+B* X

Parametro Valor Erro

24 A -3,356157 0,076522 =
B 0,537885 0,03607
2 ]
R 0,948581 -

Int

Figura 51. Modelo de Korsemeyer - Peppas para as 24 horas de liberacdo de

ampicilina da amostra BCF-00.
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Curva: Y =A+B*X
Parametro Valor Erro
A -3,766231 0,031389

B 0,535858 0,014796

4 2
R

0,990928

InMV/M
t o
,
N
]

Int

Figura 52. Modelo de Korsemeyer - Peppas para as 24 horas de liberacdo de

ampicilina da amostra BCF-10.

De acordo com o modelo de Korsemeyer — Peppas, uma reta foi obtida
pelos gréaficos de liberacdo de ampicilina. O resultado da regressédo linear
mostra um valor de expoente de liberacdo n igual a 0,5 para as duas
formulacdes. O resultado do valor de n mostra que a ampicilina é liberada

devido a transporte governado por difusdo de Fick.

4.5.1 Andlise Estatistica dos Biocimentos Incorpora  dos com Farmacos

O planejamento experimental foi realizado com objetivo de determinar os
valores apropriados do tempo de pega e resisténcia a compressdo diametral
em funcdo das propriedades quimicas e mecanicas dos biocimentos. Os
tratamentos obtidos correspondem ao teor de ampicilina adicionada e estao
detalhados no Apéndice C. A Tabela 25 apresenta os valores médios e seus

desvios padrao, obtidos para estes ensaios.
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Tabela 25. Tempo de pega e resisténcia a compressao diametral dos

biocimentos incorporados com farmaco.

Tempo Tempo Compressao Diametral (MPa)
CIMENTO | L/P | de Cura | de Cura
(t) (tr)
BCF-00 0,8 | 52#1,0 | 11,8443 0,63+0,1
BCF-10 0,8 | 3,8+0,8 9,1+1,0 0,7340,1
BCF-30 0,8 | 3,4+1,2 8,6+2,7 0,9840,0
BCF-50 0,8 | 3,4+0,2 | 10,2+4,1 1,11+0,2

4.5.1.1 Tempos de Pega

A Tabela 26 apresenta a planilha de dados para os tempos de pega inicial
e final, juntamente com a média aritmética e o desvio padrao dos biocimentos

incorporados com farmaco.

Tabela 26. Planilha de dados do tempo inicial e final de pega dos biocimentos

incorporados com farmaco.

Tratamentos | Médiat; | Desvio Padrédo Média t; Desvio Padrao t
(%) ti
0 5,233333 1,001665 11,8 4,275512
10 3,8 0,781025 9,066667 0,981495
30 3,433333 1,150362 8,566667 2,67644
50 3,433333 0,208167 10,166667 4,062429

De forma a analisar estes resultados foram construidos, com base na

tabela 12, os gréaficos apresentados nas Figuras 53 e 54.
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Figura 53. Tempo inicial de pega dos biocimentos incorporados com farmacos.
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Figura 54. Tempo final de pega dos biocimentos incorporados com farmacos.

Teste de ANOVA

A analise de variancia (ANOVA de fator unico) com nivel de significancia
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(a) de 5% foi utilizada com objetivo de verificar se a variacdo dos resultados
das médias aritméticas dos tempos de pega inicial e final dos biocimentos
incorporados com farmaco ndo sado todos iguais, como mostram as Tabelas 27
e 28. Para esta analise foi utilizado o programa Origin® 8. Os testes foram

realizados com estatistica F.

Tabela 27. Andlise de Variancia do tempo inicial de pega dos biocimentos

incorporados com farmaco.

Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variagéo
Aditivo 6,6025 3 2,200833 2,954139 0,098024
Residuo 5,96 8 0,745
Total 12,5625 11

Tabela 28. Andlise de Variancia do tempo final de pega dos biocimentos

incorporados com farmaco.

Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variacao
Aditivo 18,46 3 6,153333 0,573604 0,648175
Residuo 85,82 10,7275
Total 104,28 11

Através da ANOVA realizado pelo programa computacional Origin® 8,
podemos concluir que sendo o p-valor igual a 0,098024 para o tempo inicial de
pega e 0,648175 para o tempo final de pega, ndo rejeitamos a hipétese nula de
igualdade de médias para nivel de significancia a = 0,05. Assim, esses
resultados permitem concluir que para o nivel de significancia especificado, a
meédia aritmética dos tempos de pega inicial e final dos biocimentos

incorporados com farmaco sao todas iguais. Com base nestes resultados nédo
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foi preciso utilizar o procedimento de multiplas comparacdes de Tukey-Kramer.

45.1.2 Resisténcia a Compressdo Diametral dos Bioc imentos

Incorporados com Farmaco

As principais medidas dos ensaios mecanicos estdo relacionadas na
Tabela 29. Os dados referem-se a resisténcia ao teste de compressao

diametral (MPa) para cada um dos quatro tratamentos estudados.

Tabela 29. Médias e desvio padrao dos resultados de resisténcia a

compressao diametral dos quatro tratamentos.

Tratamentos Resisténcia Desvio Padréo
(%) Média
0 0,63 0,06
10 0,73 0,14
30 0,983333 0,045092
50 1,113333 0,161658

O gréafico da Figura 55 apresenta a resisténcia a compressdo diametral
das diferentes formulacfes, com relacéo a fracdo dos aditivos incorporados nos
tratamentos. Pode-se observar que um aumento no teor de aditivo na massa
gera um aumento inicial da resisténcia, até que seja atingido um limite (cerca

de 30%), quando comeca a decair.
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Figura 55. Ensaio de resisténcia a compressdo diametral dos biocimentos

incorporados com farmacos.

Teste de ANOVA

Os resultados referentes aos testes de tracado diametral descrito na Tabela
30 foram submetidos a analise de variancia (ANOVA de fator anico) com nivel
de significancia (a) de 5%, com o propdsito de averiguar estatisticamente se a
variacdo dos resultados é suficientemente diferente para que se conclua que as
meédias aritméticas das resisténcias a compressdo diametral ndo sdo todas
iguais, como mostra a tabela 30. Para esta analise foi utilizado o programa

Origin® 8. Os testes foram realizados com estatistica F.
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Tabela 30. Analise de variancia da resisténcia a tracdo por compressao

diametral dos quatro niveis.

Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variacao
Aditivo 0,447358 3 0,149119 | 11,612157 | 0,002761
Residuo | 0,102733 8 0,012842
Total 0,550092 11

Ao realizar a ANOVA foi observado que o farmaco empregado influencia
de maneira significativa as propriedades mecanicas dos biocimentos para um
nivel de confianca de 0,05. Neste caso, como o p-valor € menor do que o0
especificado de 0,05 rejeitamos a hipétese nula de igualdade das médias, ou
seja, podemos dizer que existe diferenca estatisticamente significativa na
meédia aritmética das resisténcias a compressdo diametral dos biocimentos

incorporados com droga no que concerne as duas formulagoes.

Teste de Tukey-Kramer

Como o teste ANOVA demonstrou haver diferencas entre os niveis, o
método de comparacdes multiplas de Tukey foi empregado para determinar

quais tratamentos apresentam diferencas estatisticamente significativas.
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Tabela 31. Teste de Tukey-Kramer correspondente a resisténcia a compressao

diametral dos biocimentos incorporados com farmaco.

Comparacéao Diferenca Erro-Padrao da Intervalo Critico
Tratamentos Absoluta Diferenca
0-10 0,1 0,092526 0,29638
0-30 0,353333 0,092526 0,29638
0-50 0,483333 0,092526 0,29638
10 - 30 0,253333 0,092526 0,29638
10 - 50 0,383333 0,092526 0,29638
30-50 0,13 0,092526 0,29638

Desta analise, vemos que existem diferencas significativas entre os pares
de média 0 — 30, 0 — 50 e 10 - 50, mas néo entre os pares 0 — 10, 10 - 30 e 30
— 50. Isso implica que os biocimentos sem aditivo e 10% de aditivo, com 10% e

30% de aditivo e com 30% e 50 % de aditivo incorporados com 1% de farmaco

produzem aproximadamente, a mesma resisténcia a compressao diametral e

que todos 0s outros niveis testados de concentracdo produzem resisténcias

diferentes, ou seja, é possivel concluir, com 95% de confianga, que a

formulagcdo BCF-00 apresenta menor resisténcia & compressao diametral do
que as formulagbes BCF-10, BCF-30 e BCF-50 e a formulagdao BCF-10

apresenta menor resisténcia do que a formulacdo BCF-30 e a formulagdo BCF-

30 apresenta menor resisténcia do que BCF-50.

4.6 Comparacéao entre os Tempos de Pega dos Biocimen

Farmaco

tos com e sem o

A fim de se verificar a influéncia da adicdo de farmaco sobre o tempo de

pega dos biocimentos com e sem farmaco, foram plotados os graficos de

tempo inicial de pega (Figura 56) e tempo final de pega (Figura 57).
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Figura 56 . Comparacao entre o tempo inicial de pega dos biocimentos BC e
BCF.

Comparando-se os resultados obtidos na Figura 56, entre os tempos de
pega das diferentes formulacdes propostas (BC e BCF), percebe-se que os
biocimentos incorporados com farmaco apresentaram uma diminuicdo do
tempo inicial de pega. @ Também foi observado (Figura 57) que todas as
formulac6es com farmaco, exceto a amostra BCF-00, atingiram tempo final de
pega superior as amostras BC-00, BC-10, BC-30 e BC-50.

Albuquerque, J. S. V. Tese de Doutorado — UFC/CT/PGECM



156

20 - —=a— BC
—e—BCF

18
16
14 H
12

10

Tempo Final de Pega (min)

4 T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50

Aditivo (%)

Figura 57 . Comparacao entre o tempo final de pega dos biocimentos BC e
BCF.

4.7 Comparagdo entre as Resisténcias a Compressao D iametral dos

Biocimentos com e sem o Farmaco

Para averiguar a influéncia da incorporacdo de farmaco sobre a
resisténcia mecanica dos biocimentos com e sem farmaco, foi plotado o grafico
de resisténcia a compressao diametral (Figura 58).

Os resultados obtidos dos ensaios mostraram que a ampicilina causou um
efeito negativo sobre a resisténcia a compresséo diametral para os biocimentos
com 10%, 30% e 50% de sulfato de calcio di-hidratado, porém, o biocimento
BCF-00 teve um aumento de resisténcia em torno de 6,78% comparado com a
amostra BC-00.

Esse comportamento, provavelmente, esta associado com alguma

interacdo desconhecida entre o aditivo e o farmaco utilizado.
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Figura 58. Comparacdo entre

biocimentos BC e BCF.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES

O método de sintese permitiu a obtencdo de pds de fosfato de calcio

formados por particulas nanométricas com diametro médio inferior a 100 nm.

Os biocimentos produzidos sédo constituidos basicamente pelas fases
DCPD, B-TCP e CSD, conforme pode ser visto nos difratogramas de raios X.

Através da analise de EDX observaram-se, para a brushita (DCPD)
formada, valores de 52,25% para o calcio, 47,75% para o fésforo e uma razao
estequiométrica Ca/P de 1,0.

A presenca de grupos funcionais caracteristicos dos fosfatos nas matrizes
foi verificada através de espectroscopia de absorcdo na regido de

infravermelho.

Os estudos de caracterizacdo pela técnica de microscopia eletrénica de
varredura realizados nas superficies de fratura das amostras evidenciaram as
diferentes composi¢cdes uma morfologia formada por fragmentos de cristais de

diferentes formas e tamanhos.

As medidas de tempo de pega mostraram que a incorporacao do sulfato
de calcio di-hidratado a matriz de fosfato de calcio influenciou
consideravelmente, ou seja, verificou-se uma diminui¢ao significativa no tempo
de pega. Houve uma reducdo de cerca de 22% no tempo de reacdo de

endurecimento.
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Para todas as formulagcbes com incorporacdo de sulfato de calcio di-
hidratado, observou-se a diminuicdo gradual do pH, a maioria das formulagcdes
apresenta valores encontrados na faixa de pH concentrados entre 6.5 a 6.9.
Isto € importante pelo fato que materiais com pH na faixa entre 6,5 a 8 sao

considerados adequados para aplicacdes clinicas.

Os resultados da resisténcia mecanica obtida através da meédia aritmética
das resisténcias apresentaram-se coerentes, podendo-se concluir que a
resisténcia a compressao diametral das formulacdes BC-10, BC-30 aumentou,
0 que pode ser decorrente da formacédo de cristais de DCPD, que fortalece os
biocimentos em comparacao a formulacdo sem o aditivo utilizado. De qualquer
forma, as propriedades obtidas para essas composi¢cdes as credenciam para
uso em locais onde a solicitagcdes por carga sejam menores, em especial, para

o preenchimento de cavidades 0sseas, no reparo de defeitos e fraturas.

A reducdo da resisténcia a compressdo da formulagdo com 50% de
sulfato de célcio pode ser explicada devido ao aumento de porosidade,

associada a maior quantidade de liquido na preparacéo.

Foi observado que a porosidade diminui com o aumento da concentracao
de sulfato de calcio di-hidratado até 30% ocorrendo um aumento para
concentracbes maiores, caracterizando uma interferéncia do aditivo na

estrutura.

A taxa de associag¢ao de CSD nos biocimentos de 10% modificou o perfil
de liberacdo de ampicilina.

A analise do perfil de liberacdo utilizando os modelos de Higucgi e

Korsmeyer-Peppas mostrou que a ampicilina é liberada dos biocimentos por
um processo de transporte governado por difusdo de Fick.
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CAPITULO 6

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Este trabalho consistiu na sintese de nanoparticulas e obtencdo de
biocimentos como dispositivos para liberacdo controlada de farmacos. Varios
resultados importantes foram obtidos e foi possivel estabelecer conexdes entre
0 comportamento na liberacdo da ampicilina e as propriedades estruturais das
amostras estudadas. Entretanto, esses resultados sdo ainda preliminares e
muito ainda devera ser investigado para consolidar as idéias aqui
desenvolvidas. Dessa forma, algumas sugestbes seguem para trabalhos

futuros.

Fazer um estudo de liberacdo da ampicilina utilizando outra técnica
(HPLC) para confrontar os resultados encontrados com a técnica de

espectrometria de UV.

Estudar os mecanismos cinéticos de liberagcdo com diferentes farmacos
em meios biolégicos sob condic¢des in vitro, para comprovar de forma efetiva o
potencial dos biocimentos para serem utilizados como dispositivos de liberacéo

controlada de drogas.

Analisar o comportamento bioativo dos biocimentos através da avaliacdo
da formacéo da camada superficial de fosfato de calcio em contato com o fluido

corpdreo simulado.

Estudar os mecanismos cinéticos de biodegradacdo dos bicimentos em
diferentes meios biolégicos em termos da quantificacdo do teor de ampicilina
liberada.
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Estudar com mais detalhes as interagdes entre o farmaco (ampicilina) e o

aditivo (sulfato de calcio di-hidratado).

Completar o estudo de liberagdo de ampicilina “in vitro” para 0s

biocimentos com 20% de sulfato de calcio di-hidratado.
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APENCICE A - Caracterizacdo dos Pés de Fosfato de Calcio

Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A andlise dos espectros na regidao do infravermelho é uma ferramenta
importante para uma avaliacdo qualitativa da presenca de grupos inorganicos
(fosfatos). Como também é uma analise complementar a analise de difracao de
raios-X. Para verificar a eficacia do processo de obtencéo dos pos de fosfatos
de célcio identificaram-se as bandas caracteristicas.

A figura 59 mostra os resultados de espectroscopia de infravermelho da
amostra precipitada em pH 8 néo sinterizada.

Os espectros das amostras verdes mostraram bandas alargadas
caracteristicas da agua a 3425 cm™ e 1595 cm™ atribuidas ao processo de
precipitacdo aquosa. A fraca banda de absorcdo a 874 cm™ é atribuida a
vibragéo P-O-H do grupamento HPO,? confirmando a obtencéo de uma apatita
deficiente em célcio. A vibracdo C-O do grupo CO5? pode contribuir para essa

banda de absorcao.

Transmitancia (%)

T v T v T v T v T v T v T v
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

n" mero de onda (cm™)

Figura 59. Espectroscopia de Infravermelho do p6 precipitado em pH 8 (ndo
sinterizado).
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Difracdo de Raios X (DRX) - P¢ Sinterizado

Utilizando-se da técnica de difracdo de raios-X, foram obtidos
difratogramas de raios X dos pOs de partida precipitados a partir de solucéo
aquosa, ajustados com hidroxido de aménio em pH 8 (figura 60) para
confirmar a presenca das fases caracteristicas deste material e sinterizados em

1200°C a uma taxa de 5° C por minuto durante 2 horas.

1200

1000 —

800 —

600

Intensidade (u.a)

400 —

200 -

20 (graus)

Figura 60. Difratograma de raios X para o po6 precipitado em pH 8 e sinterizado

a 1200°C.

Os resultados de caracterizacdo obtidos pela difratometria de raios X
realizado sobre o poé sinterizado a 1200° C revelaram em seu espectro (figura
22) a presenca predominante da fase cristalina de fosfato de célcio na
composicdo Caz(PO,),. Todos os picos foram analisados e corresponde aos
encontrados na ficha cristalografica JCPDS — 070-2065, apresentando plano
principal de difracdo [214] para a composi¢ao sintetizada. Observou-se para o
B-TCP, uma razdo estequiométrica Ca/P de 1,43, enquanto a tedrica
corresponde a 1,50.

Apatitas célcio deficiente, [Cao-x(HPO4)(PO4)s-x(OH),—«] com 0 < x < 1,
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podem ser obtidas através de uma precipitacdo aguosa classica onde o valor
de x vai depender de parametros tais como pH e temperatura principalmente. O
primeiro deve ser mantido perto da neutralidade, levemente acido e geralmente
utilizam-se baixas temperaturas de sintese. A cinética de formacdo dos
precipitados esta diretamente vinculada ao tempo de envelhecimento da

sintese.

Determinacéo da Distribuicdo do Tamanho de Particul  as (BET)

A éarea superficial especifica, a area do microporo, o volume do microporo
e 0 diametro médio do poro dos pos de fosfato de calcio sintetizado via
precipitacdo em solucdo aquosa em valor de pH 8 e sinterizado em
temperatura de 1200° C a uma taxa de 5° C por minuto foi determinada
utilizando a técnica de adsorcéo de nitrogénio (BET). A partir dos resultados da
analise de area superficial foi possivel obter o tamanho meédio tedrico das
particulas do material através da equacdo 26. Os resultados obtidos sé&o

reportados na tabela 32.

Tabela 32. Resultados obtidos das analises por BET.

Amostra Area Diametro Area do Volume do | Diametro
- Médio , , L 4
Superficial das Particulas Microporo Microporo Médio do
BET (m%q) (nm) (m?qg) (cm/g) Poro (nm)
Pds 83,00 23 108,4 0,0383 19,98
Pode-se verificar que o0s pOs sintetizados sao considerados

nanoparticulas, com didmetro médio das particulas inferior a 100 nm.
O valor da area superficial especifica determinado na tabela 32, esta

intimamente relacionada com o didametro meédio das particulas que compde os
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fosfatos de calcio. Quanto menor o tamanho das particulas, maior a area
superficial especifica (Teixeira, et. al., 2001).
Pos ceramicos de area superficial elevada tendem a formar aglomerados,

como pode ser observado na figura 61.

Figura 61 . Micrografia 6tica do p6 sinterizado a 1200° C (130X).

As particulas muito finas tendem a se aglomerar em decorréncia da maior
intensidade das forcas atrativas sobre as repulsivas, devido a distribuicdo de
cargas nas superficies. Normalmente, particulas de dimensbes pequenas
suspensas em meio liquido tendem a se movimentar rapidamente e
aleatoriamente decorrente do impacto das moléculas do liquido contra a
superficie, facilitando a aglomeracdo. A intensidade do impacto € mais
significativa para particulas pequenas e com isso a aglomeracgéo é favorecida
(Oliveira, et. al., 2000).
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APENDICE B - Resultados Obtidos para os Ensaios Qui micos e Mecanico
dos Biocimentos (DCPD/ B-TCP)

Tabela 33. Resultados individuais das caracterizacdes fisico-quimica dos
biocimentos (DCPD/B-TCP).

Biocimento | Aditivo Ti Ts pH Resisténcia Porosidade
(%) (min) | (min) Mecanica (MPa)

BC-00 0 6,4 184 | 7,2 0,54 55,66
BC-00 0 6,6 205 | 7,3 0,64 51,92
BC-00 0 5,8 19,2 | 7,2 0,6 50

BC-10 10 3,4 6,3 |72 1,05 57,32
BC-10 10 4,2 54 |65 1,08 52,7
BC-10 10 4,3 55 |68 1,12 46,34
BC-30 30 3,5 53 |62 1,44 51,35
BC-30 30 3,6 55 |65 1,57 50

BC-30 30 3,4 53 |63 1,51 47,89
BC-50 50 52 6,1 |61 1,53 52,33
BC-50 50 54 53 |68 1,41 51,22
BC-50 50 4,2 6,5 |65 1,35 50,22
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APENDICE C - Resultados Obtidos para os Ensaios Qui micos e Mecanico

dos Biocimentos Incorporados com Farmacos

Tabela 34. Resultados individuais das caracteriza¢des fisico-quimica dos

biocimentos incorporados com farmacos.

Biocimento | Aditivo (%) | Ti(min) | T¢ (min) Resisténcia Mecanica (MPa)
BCF-00 0 4,2 10,4 0,57
BCF-00 0 6,2 16,6 0,69
BCF-00 0 53 8,4 0,63
BCF-10 10 4,7 8,5 0,87
BCF-10 10 3,4 10,2 0,59
BCF-10 10 3,3 8,5 0,73
BCF-30 30 3,4 10,8 0,94
BCF-30 30 4,6 9,3 1,03
BCF-30 30 2,3 5,6 0,98
BCF-50 50 3,2 6,3 1,14
BCF-50 50 3,5 9,8 1,26
BCF-50 50 3,6 14,4 0,94
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APENDICE D - Teste de Homogeneidade da Variancia do s Biocimentos
(DCPD/B-TCP) (Teste de Levene)

Tabela 35. Teste de Levene correspondente ao tempo inicial de pega dos
bicimentos (DCPD/B-TCP).

Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variacao

Aditivo | 3,57387E-4 3 0,0958 3,31624 0,07779
Residuo 0,23111 8 0,02889

Tabela 36. Teste de Levene correspondente ao tempo final de pega dos
biocimentos (DCPD/B-TCP).

Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variagéo

Aditivo 0,6737 0,22457 2,39657 0,14366
Residuo 0,74963 0,0937

Verificamos que o p-valor do teste é maior que o nivel de significancia

escolhido de 5% para o tempo de pega inicial e final, portanto ndo rejeitamos a
hipotese de igualdade das variancias.
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Tabela 37. Teste de Levene correspondente ao pH.doas biocimentos (DCPD/j3-
TCP).

Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variacao

Aditivo 0,09 3 0,03 1,65306 0,25309
Residuo 0,14519 8 0,01815

O teste de Levene testa a hipétese nula, como o p-valor € maior que 5%,
nao temos evidéncias para rejeitar a hiptese de igualdade de variancias.

Tabela 38. Teste de Levene correspondente a resisténcia a compressao
diametral dos biocimentos (DCPD/B-TCP).

Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variacao

Aditivo 0,00289 3 9,61728E-4 0,9671 0,45422
Residuo 0,00796 8 9,94444E-4

Com base na tabela 38, o p-valor é maior que o valor a especificado
(0,05). Observa-se nao existem diferencas significativas entre as quatro
variancias, ou seja, € razoavel pressupor que as concentra¢cdes das quatro

formulacdes produzem resisténcia com igual quantidade de variabilidade.

Tabela 39. Teste de Levene correspondente a porosidade dos biocimentos
(DCPD/B-TCP).

Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variacéo

Aditivo 17,0124 3 5,6708 2,07176 0,18244
Residuo | 21,89756 8 2,73719
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O teste de Levene testa a hipétese nula, como o p-valor € maior que 5%.
Por conseguinte ndo existem evidéncias significativas entre as quatro
variancias, ou seja, € razoavel pressupor que as concentracfes das quatro

formulacdes produzem resisténcia com igual quantidade de variabilidade.
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APENDICE E - Teste de Homogeneidade da Variancia do s Biocimentos
Incorporados com Farmacos (Teste de Levene)

Tabela 40. Teste de Levene correspondente ao tempo inicial de pega dos
bicimentos incorporados com farmacos.

Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variacao

Aditivo 0,687407 3 0,229136 | 1,168398 0,380327
Residuo | 1,568889 8 0,196111

Tabela 41. Teste de Levene correspondente ao tempo final de pega dos
biocimentos incorporados com farmacos.

Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variacéo

Aditivo 10,567407 3 3,522469 | 1,586896 0,267082
Residuo | 17,757778 8 2,219722

Verificamos que o p-valor do teste € maior que o nivel de significancia

escolhido de 5% para o tempo de pega inicial e final, portanto néo rejeitamos a
hipdtese de igualdade das variancias.

Tabela 42. Teste de Levene correspondente a resisténcia a compressao

diametral dos biocimentos incorporados com farmacos.

Fonte de SQ GL MQ F p-valor
Variagéo

Aditivo 0,015096 3 0,005032 1,39601 0,312937
Residuo | 0,028837 8 0,003605
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Com base na tabela 42, o p-valor é maior que o valor a especificado
(0,05). Observa-se nao existem diferencas significativas entre as quatro
variancias, ou seja, é razoavel pressupor gue o farmaco incorporado nas quatro

formulacdes produz resisténcia com igual quantidade de variabilidade.
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ANEXO A - Modelos Matematicos de Higuchi e de Korsm  eyer-Peppas

Higuchi desenvolveu diversos modelos tedricos para estudar a liberacao
de farmacos soluveis e pouco soluveis incorporados em matrizes solidas e
semi-sélidas. A equacdo de Higuchi foi inicialmente empregada para sistemas
planares, sendo depois modificada para considerar diferentes geometrias dos
sistemas matriciais. O modelo de Higuchi € um modelo aproximado e
fundamentado na primeira lei de Fick. Esse modelo assume que a droga na
camada superficial do sistema dissolve-se na matriz e difunde-se para fora da
mesma. Quando o teor do agente na superficie esgota-se, a préxima camada
comeca a exaurir. A cinética de liberacdo pode ser descrita pela equacéao de
Higuchi (eq. 50), onde uma reta é esperada para a quantidade liberada em
1/2

funcéo da raiz quadrada do tempo (t
de difusdo (Costa & Lobo, 2001).

) para sistemas baseados no mecanismo

M, = Kt1/? eq.(50)

onde, M; € a quantia total de droga liberada, k é a constante de liberacdo e t é
o tempo.

A aplicacdo do modelo de Higuchi segue alguns postulados:

a) A concentracao inicial da substancia no sistema deve ser muito maior que a
sua solubilidade no meio;

b) A analise matematica é baseada em uma difusao unidimensional,

c) A substancia é considerada em estado molecularmente disperso com
particulas muito menores em diametro que a espessura do sistema;

d) A dissolucdo da matriz carreadora € negligenciavel;

e) A difusibilidade da substancia é constante.

Para simplificar a analise dos dados de sistemas de variadas geometrias,
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uma expressdo empirica exponencial foi desenvolvida para relacionar a
liberacdo fracional do farmaco com o tempo de liberacdo (eq. 51). Este é o
modelo de Korsmeyer-Peppas, também chamado lei da poténcia (Costa &
Lobo, 2001).

Me _ gen eq. (51)
M, -

onde, M,/M, é a liberacao fracional do soluto (M, € a quantidade de farmaco
liberada no tempo t; M, € a quantidade de farmaco liberada no tempo infinito), t
€ o0 tempo de liberacdo, K € uma constante que incorpora caracteristicas
estruturais e geométricas da forma farmacéutica e n € o expoente de liberacéo,
caracteristico do mecanismo de liberacdo (Costa & Lobo, 2001). A lei de
poténcia aplica-se até 60% da quantidade total do farmaco liberado. Prediz que
a liberacédo fracional do farmaco € exponencialmente relacionada ao tempo de
liberacdo e descreve adequadamente a liberacdo do farmaco a partir de
esferas, barras, cilindros e discos. Os parametros da equacdo 51 podem ser

obtidos a partir da equagao 52.

M,
In <—) =InK +nint eq.(52)
M,

A inclinacdo (n) de um grafico correlacionando In da concentragdo do
farmaco liberado versus In do tempo € 0,5 para difusdo que puramente segue a
lei de Fick (tabela 43). Um padrdo que ndo segue a lei de Fick (0,5 <n <1,0 ou
0,45 < n < 0,89) é observado quando a proporcao de penetracdo do solvente e

a liberagcédo do farmaco estdo num mesmo patamar.
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Tabela 43. Relacdo entre o valor n e o mecanismo de liberacdo controlada
(Peppas, 1985).

Expoente de Liberacao (n) Mecanismo de Liberacéo de Farmaco
0,5 Difuséo de acordo com a lei de Fick
0,5<n<1 Transporte anémalo (ndo Fickiano)
1 Ordem zero
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