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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo obter e caracterizar compdsitos de alumina/fosfato de
calcio e avaliar in vitro e in vivo seu efeito como material de reconstrucdo Ossea para
aplicacdo na traumatologia bucomaxilofacial como substituto de perda 6ssea. O trabalho foi
dividido em duas etapas: Etapa I - sintese quimica do fosfato de cdlcio, preparacao dos
compositos de Al,O3/CaPs, e caracterizacdo; e Etapa II — estudo in vitro e in vivo dos
compositos em tibias de coelhos. As amostras e os compdsitos foram caracterizados por
difracdo de raios X, espectroscopia de infravermelho, microscopia eletronica de varredura,
microscopia eletronica de transmissao, distribui¢do granulométrica, adsor¢cdo de nitrogénio,
densidade geométrica e compressdo diametral. Antes de serem implantados, foi avaliado a
citotoxicidade in vitro. Apds eutandsia realizou-se a avaliacdo radioldgica e histoldgica das
dreas enxertadas. Os resultados confirmam a obtencdo de fosfato de cdlcio, cuja fase
predominante foi o pirosfosfato de cdlcio, e fases secunddria composta por fosfato tetracdlcio
e hidroxiapatita. Os compoésitos obtidos apresentaram estrutura constituida da fase principal
da alumina (matriz) e do pirofosfato de cédlcio como fase secundéria. Todos os compdsitos
apresentaram microestrutura formada por grdos bem definidos de alumina (Al,O3) e do
fosfato de célcio. A elevacdo do teor de fosfato de cdlcio nos compdsitos causou um
aumentou no tamanho de grdo e uma redugdo na resisténcia mecanica a compressao quando
comparado a resisténcia a compressao da alumina pura. O estudo in vitro (citotoxicidade)
indicou crescimento celular para todos os compdsitos avaliados, incluindo a alumina pura. O
estudo in vivo permitiu avaliar apds eutandsia que os compdsitos implantados nas tibias de
coelhos foram biocompativeis, sendo um material promissor para utilizacdo na traumatologia

bucomaxilofacial como substituto de perda dssea.

Palavras Chaves: compdsitos, alumina, fosfato de cdlcio, crescimento celular,

biocompatibilidade, bucomaxilofacial.



ABSTRACT

This paper aims to obtain and characterize alumina/calcium phosphate composite and
to evaluate in vitro and in vivo its effect as bone reconstruction material for application in
maxillofacial traumatology as a substitute for bone loss. The work was divided into two
stages: Stage I - chemical synthesis of calcium phosphate, preparation of alumina/calcium
phosphate composites, and characterization, and Stage II - study in vitro and in vivo of
composites in rabbit tibiae. The samples and composites were characterized by X ray
diffraction, infrared spectroscopy, scanning electron microscopy, transmission electron
microscopy, particle size distribution, nitrogen adsorption, geometric density and diametrical
compression. Before being implemented, the cytotoxicity was evaluated in vitro. After
euthanasia it was performed histological and radiological evaluation of the grafted areas. The
results confirm obtaining of calcium phosphate, whose predominant phase was calcium
pyrophosphate and secondary phases were tetracalcium phosphate and hydroxyapatite. The
obtained composites presented structure constituted of alumina (matrix) as main phase and
calcium pyrophosphate as the secondary phase. All composite presented microstructure
consisting of well-defined grains of alumina (Al,O3) and calcium phosphate. The increase in
calcium phosphate content in the composites caused an increase in grain size and a reduction
in compressive strength when compared to the compressive strength of pure alumina. The in
vitro study (cytotoxicity) indicated cell growth for all composites evaluated, including the
pure alumina. The in vivo study allowed us to evaluate after euthanasia that the composites
implanted in the rabbit tibia e were biocompatible, being a promising material for use in

maxillofacial traumatology as a substitute for bone loss.

Key words: composite, alumina, calcium phosphate, cell growth, biocompatibility,
maxillofacial.
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1. INTRODUCAO

A investigacdo das bioceramicas por cientistas das mais diferentes dreas tornou-se
intensa a partir dos anos 70, com a necessidade de obtencdo de novos materiais para
substituicdo de partes do corpo humano que foram destruidas ou danificadas, por
consequéncia dos materiais metdlicos até entdo em uso, comecarem mostrar problemas no
implante. As bioceramicas apesar da baixa propriedade mecanica quando comparada aos
metais, possuem vantagem de serem os materiais que mais se assimilam com o tecido do osso
(AZEVEDO et al., 2007).

O tipo de ceramica aplicada a biomateriais sdo aquelas de baixa densidade,
consequentemente de alta porosidade que sdo utilizadas em casos onde se necessita de
enxertos que acelerem a recuperagdo do tecido removido ou danificado. Isso ocorre porque a
porosidade do material permite que o tecido invada os poros. Fosfatos de célcio (CaPs), do
tipo tricélcio, tetracélcio, octacdlcico e hidroxiapatita e outras ceramicas tais como alumina e
zircOnia, ja foram investigados quanto suas reacdes in vitro e in vivo, revelando uma boa
compatibilidade com células vivas (GOMIDE e ZAVAGLIA, 2006).

Na ciéncia de desenvolvimento de implantes e/ ou preenchimentos 6sseos, os fosfatos
de cdlcio (CaPs) possuem um perfil biolégico altamente atrativo, pois apresentam composicao
quimica muito semelhante a fase mineral dos ossos e dentes (ions fosfato e cdlcio). Podem,
entdo, participar ativamente do equilibrio 106nico entre o fluido biolégico e a ceramica
apresentando grande habilidade em formar ligacdes com o tecido hospedeiro sem, no entanto,
apresentar toxidade local ou sistémica, resposta inflamatéria ao implante e formacdo de um
tecido fibroso envoltério (KAWACHI et al., 2000). Sendo assim, os CaPs, conseguem
fornecer um grau de integridade estrutural ao implante a fim de manté-lo no lugar e intacto até
que o novo osso cres¢a. Além disso, estimulam o crescimento de um tecido dsseo e
apresentam solubilidade controldvel, de maneira que podem ser absorvidos pelo organismo
permitindo que 0 novo osso substitua o implante (VANDERSCHOOQOT, 2002).

Para aplica¢des biomédicas, os fosfatos de cdlcio, por exemplo, a hidroxiapatita (HAp
- Ca;9(PO4)6(OH),) tem sido o fosfato de célcio mais utilizado devido a grande similaridade a
fase mineral dos ossos e dentes humanos. Porém, outros fosfatos tais como o fosfato
tetracdlcio, fosfato tricdlcico, e pirofosfato de cdlcio também apresentam grande atrativo nas
areas biomédicas. Contudo, as propriedades mecanicas dos fosfatos de célcio dependem do
tamanho, forma, distribuicdo das particulas e da formacdo dos aglomerados, os quais

influenciam o processo de densificacdo (sinterizagdo do material com retracdo). Desta forma,
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estudos que viabilizam a sintese de fosfatos de célcio tem se tornado um grande atrativo para
pesquisadores nas mais diversas dreas (como por exemplo, medicina, ciéncias dos materiais,
quimicos e engenheiros), visando obter estes materiais com caracteristicas estruturais e
morfoldgicas que aperfeicoem as propriedades fisico-quimicas de modo a contribuir para o
avanco tecnoldgico e cientifico nas mais diversas aplicacoes.

Por outro lado, pesquisas cientificas também avancam no estudo e desenvolvimento de
novos materiais que possam resultar em propriedades mais compativeis para fabricacdo de
produtos mais estdveis termicamente e quimicamente, com alta durabilidade e propriedades
mecanicas, elétricas, magnéticas e Opticas mais pronunciadas, de forma a reduzir o descarte
no meio ambiente e possibilite melhoria da qualidade de vida. Associado, temos também a
busca pelos novos materiais que possam substituir ou reparar parte do corpo humano (os
biomateriais) e que tem ganhado um forte impulso na ultima década, visto que tem crescido a
busca incansdvel do homem por padrdes de vida superiores e pela longevidade, gerando cada
vez mais a necessidade de alternativas para o reparo e substitui¢do de tecidos vivos vitimados
por traumas ou patogenia.

Assim, a motivagdo para a realizacdo desta pesquisa se deu com base em vdrios
aspectos:

1) a importancia comercial e tecnoldgica da alumina devido a suas excelentes propriedades,
podendo ser utilizada em vérias aplicacdes diferentes tais como componentes eletronicos,
sensores, material catalitico, membranas ceramicas e como biomaterial;

i1) o fato dos fosfatos de calcio ser um material de compatibilidade com o corpo humano, fécil
de sintetizar e economicamente vidvel pelo seu baixo valor comercial;

iii) o avango tecnolégico no desenvolvimento de compdsitos Al,O3/CaPs, utilizando
propriedades de origem de cada material, visando um material de maior desempenho, e por
fim;

iv) a necessidade na drea da odontologia de se obter um material que possibilite seu uso em
aplicagdes na cirurgia bucomaxilofacial com boa compatibilidade, osseointegracdo, boa
resisténcia mecanica, bioinerte e que seja economicamente viavel sua aplicacdo.

Estes aspectos justificam, em si, a relevancia deste trabalho, aliados ao crescimento no
desenvolvimento de novos materiais para aplicacdes ja existentes e também novas aplicagdes

e com custo relativamente baixo, especificamente quando relacionados a area da odontologia.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Preparacido e caracterizacdo de compésitos de alumina/fosfato de calcio
(AL,O3/CaPs) visando o estudo ir vitro e in vivo visando a obtencao de um material

substituto de perdas éssea na traumatologia bucomaxilofacial.

1.2.2 Objetivos Especificos

1. Obtencdo do fosfato de calcio (CaPs) pelo método de precipitacao e
caracterizacio do CaPs e da Al,O; comercial.

2. Preparar compdsitos Al,O3/CaPs nas proporcoes de 0, 5, 10, 15, 20, e 30 % em
peso de CaPs.

3. Caracterizar por meio de difracio de raios X, espectroscopia de infravermelho,
distribuicdo granulométrica, microscopia eletronica de transmissao e
microscopia eletronica de varredura nas matérias-primas: CaPs e da ALO;
comercial;

4. Caracterizar os compositos quanto a estrutura por difracdo de raios X,
microestrutura por microscopia eletronica de varredura e avaliar as
propriedades mecanicas por meio de compressao diametral.

5. Avaliar a biocompatibilidade dos compdsitos por teste de citotoxicidade in vitro.

6. Investigar o desempenho in vivo dos compésitos Al,O3/CaPs, por meio de analise
radiograficas e histolégicos em tibias de coelhos.

7. Indicar o melhor compdsito para uso na cirurgia bucomaxilofacial.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Biomateriais

Os materiais utilizados na substituicdlo de ossos enquadram-se numa classe
denominada de biomateriais, que devem apresentar propriedades fisicas e bioldgicas
compativeis com os tecidos vivos do hospedeiro, de modo a estimular uma resposta adequada
aos mesmos. Tais propriedades caracterizam a biocompatibilidade. Os materiais sintéticos
utilizados para estes fins podem ser metais, polimeros, compdsitos, ceramicas e vidros
(WONG e BRONZINO, 2007). Inimeros dispositivos e materiais sio utilizados no tratamento
de doencas ou ferimento, como exemplo pode citar: suturas, agulhas, cateteres, placas,
obturacdes dentdrias, proteses, entre outros.

Em geral, biomateriais utilizados na reposi¢do dos chamados tecidos moles sdo muito
diferentes daqueles usados na substituicdo de tecidos duros (ossos e dentes). Para os tecidos
duros, dependendo do esfor¢o mecéanico a que sdo submetidos, alguns materiais podem ser
mais apropriados que outros, devido a sua maior resisténcia. A Tabela 1 relaciona algumas
aplicagdes de biomateriais sintéticos (KAWACHI et al., 2000).

Os primeiros implantes bem-sucedidos foram introduzidos no sistema esquelético.
Placas de metais foram introduzidas em humanos no inicio dos anos 1900 para ajudar na
fixacdo de ossos longos. Muitas dessas placas ndo obtiveram bons resultados, pois possuiam
desenho mecanico pouco sofisticado e apresentavam concentragdo de tensdo na superficie dos
implantes. Outros materiais, como o ac¢o-vanddio, que foi escolhido por suas boas
propriedades mecénicas, sofreram corrosdo rapidamente no corpo de humanos e causou
efeitos adversos sobre a cicatrizagdo tais como inflamagdes. Apds a introducdo de agos
inoxidaveis e ligas de cromo-cobalto em 1930, foi alcancado o maior sucesso em fixacao de
fratura e o primeiro implante de joelho foi realizado (WONG e BRONZINO, 2007).

A diversidade das aplicacOes dos biomateriais apresentada na Tabela 1, assim como o
amplo espectro de sua composicdo quimica e a necessidade de formas e morfologias
apropriadas para sua utilizacdo, faz da pesquisa nesta drea do conhecimento um trabalho de
caracteristica eminentemente interdisciplinar, envolvendo fatores que definem o sucesso de
suas aplicacoes, tais como: rotas de sintese, processamento em formas variadas, qualidade e

esterilidade clinica e resposta do tecido hospedeiro (KAWACHI et al., 2000).



Tabela 1 - Aplicacdes clinicas dos biomateriais.

Biomaterial Vantagens Desvantagens Aplicacoes
Polimeros
Polietileno Elasticidade, Baixa resisténcia Suturas, artérias,
PTFE FA4cil fabricacao e baixa mecanica, veias, maxilofacial
Poliéster densidade Degradacao dependente (nariz, orelhas,
Poliuretano do tempo maxilar,
PMMA mandibulas e
Silicone dentes); cimento,
tenddo artificial;
oftalmologia.
Metais e ligas
Aco inoxidavel Alta resisténcia a tensao, Baixa Fixacdo ortopédica
Ligas de titanio alta biocompatibilidade, (parafusos, pinos,

Ligas de cobalto-cromo

resisténcia a desgaste,
energia de deformacao
alta

COrrosio em meio
fisiolégico, perda das
propriedades mecanicas
com tecidos conectivos
moles, alta
densidade

placas, fios e
hastes); implantes
dentarios

Ceramicas e vidros
Alumina
ZircOnia
Carbono

Fosfatos de cdlcio
Porcelana
Vidros bioativos

Boa biocompatibilidade,
resisténcia a corrosio,
inércia, alta resisténcia a
compressao

Baixa forga de tensao,
baixa resisténcia
mecanica, baixa
elasticidade, alta

densidade

Ossos, juntas,
dentes, valvulas,
tenddes, vasos
sanguineos e
traqueias artificiais.

Compositos
Fibra de carbono- resina
termofixa
Fibra de carbono-
termoplastico
Carbono-carbono
Fosfato de célcio-
colageno

Boa biocompatibilidade,
inércia, resisténcia a
corrosdo, alta forca de
tensao

Material de fabricacdo
incompativel

Vilvula cardiaca
artificial (carbono
ou grafite
pirolitico),
implantes de juntas
de joelho (fibra de
carbono reforgcada
com polietileno de
alta densidade)

Fonte: KAWACHI et al., 2000.

Desta forma, o desenvolvimento de bioceramicas e de préteses constituidas destes
materiais deve ocorrer sob as mesmas condi¢des de interdisciplinaridade que determinam o
desenvolvimento de qualquer outro biomaterial. Dentro deste contexto, os profissionais da
drea quimica, saude, engenharia dos materiais, entre outros, podem contribuir de forma
significativa para a evolucdo desta drea e para o aumento do leque de sua aplicabilidade,
através do desenvolvimento de novos e eficazes biomateriais e também na elucidacdo dos
mecanismos que regem a regeneragdo dssea.

Virias defini¢des tém sido estabelecidas para definir o termo “biomateriais”. O

consenso desenvolvido por especialistas neste campo € os seguintes: “biomateriais (ou
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materiais biomédicos) sao definidos como materiais sintéticos ou naturais a serem utilizados
para substituir partes de um sistema vivo ou para funcionar em contato intimo com os tecidos
vivos” (WILLIAMS, 1999; WILLIAMS, 1986). No entanto, muito recentemente, uma
defini¢ao mais complicada tem sido publicada: " Um biomaterial € uma substancia que foi
projetada a assumir uma forma que, por si s6 ou como parte de um sistema complexo, € usado
para controle das interagdes com componentes de sistemas vivo, de qualquer processo de
diagnéstico ou terapéutico, em medicina humana ou veterindria. " (WILLIAMS, 2009).

Em geral, biomateriais destina-se a interagir com sistemas bioldgicos para avaliar,
tratar aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgao ou fun¢do do corpo e sdo usados num
certo nimero de aplicacdes diferentes em todo o corpo (BEST E PORTER, 2008). A principal
diferenca de biomateriais de outras classes de materiais € a sua capacidade de se manter num
ambiente biolégico sem danificar o ambiente, e sem serem danificados nesse processo
(DOROZHKIN, 2010).

Outras definigdes mais recentes sdo relatadas, por exemplo: “biomateriais diferem
exclusivamente de materiais sintéticos, por serem derivado de animais ou tecido humano e
preservar, em algum grau, as propriedades bioldgicas originais e a estrutura da matriz
extracelular desse tecido”. Em geral, estes materiais ndo s servem inicialmente como uma
ponte mecanica funcional ou refor¢o, mas apds o implante, também atuar como um andaime
(scaffolds) bioldgico que pode ser reformado com o tecido do hospedeiro (KIM, GREGORY
e EVANS, 2012).

Segundo Chen, Liang e Thouas (2013), o termo biomaterial ¢ “qualquer instrumento,
aparelho, instrumento, maquina, aparelho, implantes, reagente ou calibrador in vitro, software,
material ou outro similar, ou artigos relacionados, destinados pelo fabricante a ser utilizado,
sozinho ou em combinagdo, em seres humanos para uma ou mais dos fins especificos de
diagndstico, prevengdo, controle, tratamento, investigacdo, apoio ou sustentacdo da vida,
controle da concep¢ao, e desinfec¢do dos dispositivos médicos".

A escolha e a classificacdo de um biomaterial estdo diretamente relacionadas com a
reacdo do meio bioldgico a este. De maneira geral, quando qualquer material é implantado no
corpo ocorrerd reagdo do meio a esta “invasdo”. Da interacdo implante-hospedeiro (meio
bioldgico), podem ocorrer quatro situagdes: a necrose (lise celular), que ocasiona a morte
tecidual; a formacdo de uma cdpsula fibrosa ndo aderente em torno do implante, nao
implicando em ligacdo ou em rejeicao, caso o material seja biologicamente inerte; a formagao
de uma ligacdo quimica (bioades@o) na superficie do implante bioativo, devido a uma resposta

bioldgica especifica na interface com o tecido vivo, seguida da dissolucao e/ou absor¢ao do
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tecido; a dissolucio do implante, como no caso dos materiais biodegradaveis ou
reabsorviveis. Esses materiais t€m uma maior afinidade ao corpo humano, comegando por
dissolug¢do (reabsorcdo) e vagarosamente proporcionando a génese de estruturas orgénicas
especificas, de acordo com o local de aplicagdo e com o biomaterial utilizado (WONG e
BRONZINO, 2007).

O conceito de biomateriais ¢ fundamentado no conhecimento da interagdo sinérgica da
ciéncia dos materiais, ciéncias bioldgicas, ciéncia quimica, ciéncia médica e a ciéncia
mecanica, ¢ requer a compreensao de todos estes dominios, de modo que os biomateriais
implantados desempenhem adequadamente em um corpo vivo as fun¢des normais do corpo. A
final pretende-se alcancar a interagdo biolodgica correta entre o biomaterial do implante com os
tecidos vivos de um hospedeiro (VALLET-REGI’, 2008; BUDDY et al., 2013).

Diferentes materiais sdo usados cada vez mais na medicina moderna principalmente
em aplicacdes de trauma, cirurgia oncoldgica ou para substituir problemas pré-existentes,
dando suporte ou restaurando a funcdo do corpo humano, como por exemplo, em préteses de
quadril, préteses valvulares cardiacas ou cateteres, proteses em cardiovascular, ortopédico,
dentério, oftalmoldgico, cirurgia de reconstru¢do e em outras intervengdes, tais como suturas
cirirgicas, bioadesivos e os dispositivos de libertagdo controlada de drogas (BUDDY et al.,

2013).

2.2 Bioceramicas

Ceramicas tém sido usadas pelos seres humanos ha milhares de anos. Nos ultimos
anos, os seres humanos t€ém percebido que a cerdmica e as suas composi¢des também podem
ser usados para aumentar ou substituir varias partes do corpo, especialmente 0ssos. Assim, as
ceramicas utilizadas para esses fins sdo classificados como bioceramicas. A ceramica
apresenta inércia em relacdo aos fluidos corporais, alta resisténcia a compressao e aparéncia
esteticamente agraddvel, o que viabilizou sua utilizacdo na odontologia como coroas
dentarias. Podemos citar como exemplo, carvdoes usados como implantes, utilizados
especialmente para aplicagdes em interface com o sangue, tais como valvulas cardiacas
(GUASTALDI e APARECIDA, 2010).

Devido a sua alta resisténcia semelhante a das fibras (naturais ou sintéticas) e sua
biocompatibilidade, a ceramica também estd sendo usada como refor¢co de componentes de
materiais compdsitos para implante e para aplicagdes em tenddes e ligamentos artificiais. Para

ser classificado como bioceramicas, o material ceramico deve atender ou exceder as seguintes
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propriedades: ndo téxico, ndo carcinogénico, ndo alérgico, ndo inflamatério, biocompativel e
biofuncional (WONG e BRONZINO, 2007).

A utilizacdo de gesso (CaS04.1/2H,0) como biomaterial, data de 1894 como um
possivel substituto para ossos. Este material apresenta uma resist€ncia mecanica muito baixa e
¢ completamente reabsorvido pelo organismo, resultando em uma ripida fragmentacdo e
degradacdo. Tais propriedades pouco atrativas praticamente excluiram a utilizacdo do gesso
como bioceramica implantdvel (KRIEGER, 2003).

A alumina densa - corindon (a- Al,O3) se destacou como bioceramica, tendo seu uso
muito difundido. A selecdo de alumina como um biomaterial, data a mais de 40 anos atrds, foi
com base em boas caracteristicas bioinerte, alta resisténcia a corrosdo, elevada resisténcia
mecanica, dureza, excelente biocompatibilidade e estabilidade no corpo humano (PICONI et
al., 2003). Devido a estas propriedades, este material vem sendo usado até os dias de hoje
com frequéncia, em préteses ortopédicas que substituam ossos ou parte deles que sdo
submetidos, na sua atividade funcional, a esforcos elevados (AFFATATO et al., 2012).

Segundo Wong e Bronzino (2007) as bioceramicas podem ser classificadas de acordo
com a estrutura fisica e interacdo com o meio bioldgico. Estas caracteristicas estdo

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Classificacio das biocerdmicas.

Tipo de bioceramicas Interacoes com os tecidos Exemplos
Inertes N3o hd interagdes quimicas nem Alumina
bioldgicas
Porosas Ocorre o crescimento interno dos Alumina e hidroxiapatita porosos
tecidos através dos poros

Bioativas Ocorre uma forte ligacdo na interface ~ Biovidros, hidroxiapatitas e vitro-
0sso-implante ceramicas

Reabsorviveis As cerdmicas sao degradadas e Sulfato de célcio e Fosfato tricélcio

substituidas pelos tecidos

Fonte: WONG e BRONZINO, 2007.

A grande aceitacdo das bioceramicas a base de sais de fosfato de célcio deve-se,
principalmente, ao seu alto grau de biocompatibilidade, que estd relacionada com a sua
similaridade quimica com rela¢do a dos materiais normalmente encontrados no tecido 6sseo.
Entre as ceramicas com melhor desempenho, estdo os biovidros, a alumina, o beta-fosfato
tricalcico (B-TCP) e a hidroxiapatita (HAp). Desta forma o grande interesse pela HAp como
biomaterial, estd relacionado com o fato desta ser a principal fase mineral encontrada no

tecido dsseo e ter alta biocompatibilidade (SVANBORG et al., 2011). Porém, outras fases de
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fosfatos de cdlcio também se mostram atrativas para aplicacdes biomédicas, principalmente
quando relacionadas a obtencdo de cimentos ou preenchimento de cavidades (COMBES e
REY, 2010).

Além da alumina densa (AFFATATO et al., 2012), outras cerdmicas como a zirconia
(ZrOy) (GERGELY et al., 2013), o diéxido de titanio (TiO,) (TIAINEN, WIEDMER,
HAUGEN, 2013), os fosfatos de calcio e as vitroceramicas de silica/fosfato de calcio
(NEZAFATI et al.,, 2013), apresentam uso muito difundido atualmente. O uso das
bioceramicas tem se estendido desde o emprego isolado do material até outras formas de
utilizagdo, como por exemplo, no revestimento de préteses metdlicas ou na associagdo com
materiais poliméricos, tais como o coldgeno, polietileno de ultra-alto peso molecular e
quitosana (BYELY et al., 2012; BALDASSARRI et al., 2011; CROISIER E JEROME, 2013).

As ceramicas empregadas no corpo humano podem ser divididas nas trés
classificagdes de biomateriais (Tabela 2): inerte, biodegradavel e bioativo (os trés principais
tipos de resposta de tecidos). Os materiais inertes (mais estritamente quase inertes) causam
resposta de tecidos minima ou nula. Materiais ativos estimulam a ligacdo de tecido vizinho
com, por exemplo, estimulo de novo crescimento Osseo. Materiais degraddveis, ou
reabsorviveis, sdo incorporados no tecido vizinho, ou podem até mesmo ser completamente
dissolvidos apds certo periodo de tempo (GOMIDE e ZAVAGLIA, 2006).

Como exemplos de bioceramicas bioinertes podemos citar a alumina (a- Al,O3),
zirconia (ZrQ;) e diéxido de titdnio (TiO;). Por outro lado, uma biocerimica bioativa €
definida como aquela que induz uma atividade bioldgica especifica. Como exemplos destas
ultimas destacam-se a hidroxiapatita [Ca;o (P4O)s (OH),], o fosfato tricdlcico [Ca3z(PO4),] os
biovidros. Como materiais ceramicos reabsorviveis como exemplo, temos o aluminato de
cdlcio (WONG e BRONZINO, 2007; VALLET-REGI e GONZALEZ-CALBET, 2004).

Bioceramicas satisfazem necessidades tdo diversas quanto: baixos coeficientes de
atrito para a lubrificacdo de préteses de juntas, superficies de vélvulas de coracdo que evitam
coagulacdo do sangue, materiais que estimulem o crescimento 6sseo e aqueles que podem
prender espécies radioativas para tratamentos terapéuticos. Estes materiais podem ser
encontrados na forma de microesferas, camadas ou coberturas finas em implantes metélicos,
redes porosas, e componentes poliméricos (compoésitos) (GOMIDE e ZAVAGLIA, 2006).

As bioceramicas de ortofosfato de cdlcio sdo utilizadas em uma série de aplicacdes
diferentes em todo o corpo, cobrindo todas as dreas do esqueleto. As aplicacdes incluem
implantes dentérios, dispositivos percutaneos € uso no tratamento periodontal, tratamento de

defeitos Osseos, tratamento de fratura, substituicdo total da articulacdo (aumento de 0sso),
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ortopedia, reconstrucdo craniomaxilofacial, otorrinolaringologia e cirurgia da coluna vertebral
(RAHAMAN et al., 2007; BEST E PORTER, 2008; DOROZHKIN, 2010; GROVER et al.,
2013). A Figura 1 mostra alguns exemplos escolhidos ao acaso comercialmente disponivel de

bioceramicas de ortofosfato de célcio para aplicagdes de enxerto 6sseo.

Figura 1 - Exemplos de biocerdmicas comercial de ortofosfato de célcio.

Fonte: Dorozhkin, 2010.

2.3 Alumina

2.3.1 Estrutura e Transformacdes Alotropicas

A estrutura cristalina da  a-alumina conhecida como corindon é a forma
termodinamicamente estdvel da alumina em todas as temperaturas. Ela apresenta uma
estrutura cristalina romboédrica compreendendo uma rede hexagonal de empacotamento
fechado, em que os ions AI’* estdo ordenados simetricamente em dois tercos dos intersticios
octaédricos (Figura 2). Na estrutura corindon os ions AI’* estdo coordenados a seis fons de
oxigénio. As camadas A e B contém fons de oxigénio e a camada C contém ifons de aluminio
(MORAES, 2004). Os atomos pretos sao ions de Al e os vermelhos O.

A transformacdo da alumina y (gama) para o (alfa) tem sido alvo de intensos estudos
nos ultimos anos (AUROUX e GERVASINI, 2003). Esta transicio € importante para
sinterizagdo e controle da microestrutura de cerdmicas de alumina. O interesse estd
principalmente relacionado ao controle da temperatura, o que pode levar ao beneficiamento da
alumina no que se refere tanto as propriedades da y-alumina quanto a a-alumina. Com o
aumento da temperatura de transformacgdo, a a-alumina pode ser observada a temperaturas

acima de 1290 °C (BAGWELL et al., 2001).
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Figura 2 - Estrutura Cristalina da o—Al,Osem 3D.

Fonte: File: Corundum.Gif, 2013.

Isto amplia no campo de utilizacdo desta fase principalmente em aplicagdes a
temperaturas elevadas (800-1200 °C), tal como catalisadores para jatos propulsores,
conversores de escapamento de automdveis e muitos compositos praticos de combustdo. Com
relacdo a fase alfa, altas temperaturas de transformacdo sempre resultam no crescimento das
particulas e formacdo de aglomerados duros no material. A presenca destes aglomerados

dificulta a sinterizacao e densifica¢do do material e prejudicando suas propriedades mecénicas

(BAUMANN et al., 2005).

2.3.2 Propriedades

A alumina pura € um dos representantes mais destacados do grupo dos materiais
ceramicos especiais. Apresenta uma série de propriedades favordveis, tais como: alta dureza,
boa resisténcia ao desgaste, excelente estabilidade contra ataque quimico e oxidagdo e boa
estabilidade térmica. Estas propriedades permitem a utilizacdo da alumina como material
abrasivo, revestimento de fornos, componentes para implantes ortopédicos e odontoldgicos,
pedras preciosas e aplicagcdes nas areas espaciais € aeroespaciais. Outra aplicacdo da alumina
com tamanhos de particulas na escala nanométrica visa atender as solicitacdes do crescente
mercado de ceramicas porosas usadas em membranas de ultrafiltracio e suportes de
catalisador. Nestas aplicagdes, a alumina na fase cristalina alfa (a-Al,O3) € a preferida, uma
vez que este material € quimicamente muito mais resistente do que as outras fases de transicao
da alumina (CASTRO, 2005).

Por suas qualificacdes tecnoldgicas e viabilidade econdmica crescente, a alumina é

utilizada em uma vasta série de processos industriais. A alumina possui dois planos de
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deslizamentos: basal e prismdtica, que podem ocorrer em temperaturas proximas a 1000 °C. A
alfa alumina possui boas propriedades mecanicas em comparacdo com outros o6xidos
ceramicos. Somente os O6xidos de zirconio e de tério sdo compardveis na resisténcia
compressiva da alumina (EDRISSI e NOROUZBEIGI et al., 2007).

Algumas propriedades como a alta dureza, resisténcia ao desgaste, resisténcia ao
ataque quimico, resisténcia a corrosdo ao ar e estabilidade termodinamica, e o fato de manter
a resisténcia em temperaturas altas coloca a alumina como um tipico representante da classe
das ceramicas estruturais. No entanto, a alumina possui limitacdes como todo material
empregado na engenharia. A alumina é um material que apresenta uma alta fragilidade, baixa

tenacidade 2 fratura (3 — 5 MPa.m'?

) e susceptibilidade ao choque térmico e mecanico. Seu
modulo de elasticidade € afetado pelo aumento da temperatura acima de 1000 °C, onde
ocorrem solicitagdes ineldsticas e provdveis deslizamentos de planos cristalinos. A presenca
de poros também € responsdvel por uma grande variacdo na elasticidade do material, sendo
que um aumento de 5 % na porosidade reduz o médulo de Young em aproximadamente 20 %

(WANG et al., 2003).

2.3.3 Aplica¢cdes Biomédicas

A alumina (Al,O3) é um material altamente inerte e resistente a maioria dos ambientes
corrosivos, incluindo o ambiente altamente dinAmico que € o corpo humano. Em condicdes
fisioldgicas € praticamente inerte, causando pouca ou nenhuma resposta dos tecidos em volta
do implante e mantendo-se essencialmente inalterado. No entanto, o corpo humano a
reconhece como material estranho e procura isold-lo formando uma camada de tecidos fibroso
ndo aderente em volta do implante. As principais caracteristicas que tornam a alumina
adequada para ser utilizada como biomaterial, quando comparada com outros bioceramicas
aplicados a biomateriais sdo (PEZZOTTI et al., 2010): alto grau de inércia quimica sob
condi¢des fisioldgicas; alta resisténcia de uso; habilidade de ser polida com alto acabamento
superficial; dureza excelente; maior tenacidade a fratura; maior resisténcia mecanica a flexao
e; menor modulo de elasticidade.

Devido a possibilidade de polimento com alto acabamento superficial e sua excelente
resisténcia de uso, a alumina é muito utilizada em superficies em préteses de substituicdo de
juntas, tais como cabecas fémures para substituicoes de quadris e placas de uso em
substitui¢des de joelhos. Cabecas fémures de alumina foram utilizadas em conjunto com uma

haste femural metdlica e um copo acetabular feito de polietileno de peso molecular muito alto
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(ultra high molecular weight polyethylene— UHMWPE) (FOOK, 2005).

Alumina porosa também pode ser utilizada para repor grandes dreas do osso que tenha
sido removida devido as enfermidades, como cancer. A natureza porosa destes materiais
permite que o osso cres¢a dentro dos poros, permitindo, a proliferacdo dos osteoblastos,
favorecendo ao crescimento 6sseo. A alumina também € utilizada em aplicages dentérias.
Especificamente para substituicio de dentes, dreas da face, mandibula e do cranio.

(KARLSSON et al., 2003). A Figura 3 ilustra uma prétese de cabec¢a de fémur de alumina.

Figura 3 - Prétese de cabeca de fémur.

Fonte: Kim, et al., 1999.

2.4 Fosfatos de Calcio (CaPs)

Fosfato de cdlcio é o nome dado a um grupo de minerais que contém ions de cdlcio
(Ca2+) juntamente com ortofosfatos (PO43'), metafosfatos ou pirofosfatos (P2074') e
ocasionalmente hidrogénio ou fons de hidréxido. Sua férmula molecular € Ca3(POy),
(FERNANDES, 2007).0 fosfato de célcio na rocha ignea e sedimentar é exclusivamente
apatitico. Originalmente, todas as apatitas terrestres estdo presentes em rochas igneas. Através
do tempo geoldgico, a extensa e continua lixiviacdo dessas rochas primdrias pelas dguas tem
sido uma fonte para a formacao de fosfato de cdlcio bioldgico, na forma de apatita (PAIVA,
2011).

Os esqueletos de algumas espécies marinhas também sdo fontes deste mineral. Alguns
contém carbonato de calcio, porém a maioria contém fosfato de cédlcio. Os esqueletos que nédo
sao reabsorvidos no ciclo da vida, carnivoro do mar depositam-se no fundo de mares, oceanos

e lagos formando depdsitos minerais. Alguns autores acreditam que depdsitos de apatitas
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podem também ser formados por precipita¢do direta da 4gua do mar, e alguns dos depdsitos
de carbonatos de cdlcio sdo convertidos em apatita pela reacdo direta com fosfato dissolvido.
A precipitacdo de fosfato de célcio dos oceanos, mares e lagos produzem apatitas formadas
por cristais de tamanho muito pequeno e com propriedades dependente da sua alta area
superficial por unidade de massa (PAIVA, 2011).

Os fosfatos de calcio vém despertando grande interesse entre bi6logos, mineralogistas
e quimicos inorgdnicos e industriais por muitos anos, pois as apatitas constituem o principal
componente mineral dos ossos e dentes (GUASTALDI e APARECIDA, 2010). A
hidroxiapatita Ca;o(PO4)s(OH), compde cerca de 23 % em massa dos o0ssos € 90 % do esmalte
dental (HIJON et al., 2006). E considerada a apatita mais cristalina produzida por organismos
vivos, apesar de possuir baixo grau de cristalinidade, devido a troca de ions OH™ por ions F°
ou CI, resultando em fluorapatita e cloroapatita. Poderd ocorrer também a troca de Ca® por
outros ions divalentes com didmetro maior que 0,97 A e a troca de fosfato por carbonatos e
sulfatos. Muitos fosfatos de cdlcio s@o encontrados em processos de mineralizagdo e em
calcificagdes patologicas (GUASTALDI e APARECIDA, 2010).

Os fosfatos de célcio apresentam-se hoje como os principais materiais estudados e
empregados como biomaterial para a reposicdo e regeneracdo do tecido dsseo, pois
apresentam como principais caracteristicas: semelhanca com a fase mineral de ossos, dentes e
tecidos calcificados; excelente biocompatibilidade; bioatividade; auséncia de toxicidade; taxas
de degradagdo varidveis; osteocondutividade (indicam o caminho para o crescimento 0sseo,
fazendo que ocorra sobre a superficie ou através dos poros) (KAWACHI et al. 2000).

As principais aplicagdes dos fosfatos de cdlcio estdo na drea médica-odontoldgica,
onde estes sdo utilizados como biomateriais, pois apresentam a caracteristica de serem
biocompativeis ndo induzindo nenhuma resposta inflamatéria do organismo a este tipo de
material. Podem ser utilizados em: reparo de defeitos dsseos em aplicacdes odontoldgicas e
ortopédicas, aumento de rebordo alveolar, coadjuvante na colocacdo de implantes metélicos,
regeneracdo guiada de tecidos Osseos, reconstru¢do bucomaxilofacial, equipamentos
percutineos, reparo e substituicdo de paredes orbitais, substituicdo do globo-ocular, enxerto
ou recobrimento de proteses metdlicas, tratamentos periodontais, aplicacdes em
otorrinolaringologia e recobrimento de implantes metédlicos (ANMIN et al., 2007; LEE et al.,
2006; LEGEROS et al., 2003; GAVRILOVIC et al., 2003; ANDERSSON et al., 2005).

Além destas importantes aplicagdes, os fosfatos de cdalcio também fornecem o

suprimento de fosfatos que sdo extensamente utilizados na producao de fertilizantes, colunas
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cromatograficas, inddstria de alimentos e na industria farmacéutica, em cremes dentais
(ANDERSSON et al., 2005).

Bioceramicas de fosfato de cdlcio vém sendo usadas na liberagdo controlada de
farmacos mediante administracdo via oral do medicamento associado a um polimero (por
exemplo, coldgeno, quitosana), ou da associacdo do farmaco com o biomaterial, onde este
além de substituir ou reparar algum defeito dsseo terd o medicamento sendo liberado no local,
em que o implante foi realizado (ONER et al., 2011). Na década passada estudos in vitro
foram realizados, utilizando-se alguns farmacos das classes de hormonios de crescimento,
antibidticos, antiinflamatérios e quimioterdpicos. No tratamento de tumores Osseos, a
introducdo de farmacos de acdo anticancerigena em blocos de hidroxiapatita porosa foi
atrativa, pois combinou o tratamento do tumor com a substituicio do osso doente
(LINEARES e BRIKGI, 2006; HU et al. 2007).

De forma genérica, as bioceramicas de fosfato de cdlcio se degradam, na seguinte
ordem: CaHPO4.2H,0 > CaHPO,4 > CagH,(PO4)s.5H,O > Caz(POy), > Cao(PO4)s(OH),. A
reabsor¢do do material que representa esta degradacao € causada pela dissolucio, que depende
do produto de solubilidade do material e do pH local no meio fisioldgico, pela desintegracdo
fisica em particulas menores e, ainda, por fatores bioldgicos, como a fagocitose, a presenca de
leucécitos e de mediadores quimicos que causam a reducdo do pH local. A velocidade de
reabsor¢do pode aumentar com o aumento da drea superficial [Apg (Area superficial do pé) >
Asslido poroso (Area superficial do solido poroso) > Agslido denso (Area superficial do sélido
denso)], com o decréscimo da cristalinidade e, no caso da hidroxiapatita, pela substituicdo de
Cng' nos sitios de fosfato e por Mg2+, Sr** nos sitios de célcio (KAWACHI et al., 2000).

Porém, fosfatos de composicdes estdveis podem ter a relacio Ca/P estendida para
aproximadamente 1,5. Este fosfatos é biodegradavel e biocompativel, sendo parcialmente
reabsorvido entre 6 e 15 semanas apos o implante, dependendo de sua porosidade
(APARECIDA et al. 2007). As possiveis relagdes Ca/P dos fosfatos de cdlcio, os nomes e as
férmulas quimicas estdo apresentados na Tabela 3.

Dentre as ceramicas de fosfato de célcio, o fosfato tricdlcico em sua forma polimérfica
B (B-TCP), é uma ceramica bioabsorvivel, tem sido alvo de intimeras pesquisas, por
apresentar estabilidade quimica, resisténcia mecanica e taxa de bioabsorcao mais adequadas a
aplicagdes em implantes que seus outros polimorfos (RYU et al., 2002). Entretanto, uma das
desvantagens apresentadas por estas bioceramicas € a sua reduzida resisténcia mecanica, que
restringe sua utilizag@o a regides que ndo requeiram altos esfor¢os mecanicos. Esta limitagcdo

estd relacionada a relativamente baixa temperatura de transformacgao para a fase polimérfica
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a, que ocorre por volta de 1200°C. Isto ocasiona defeitos (trincas) no material, reduzindo a

sua resisténcia mecéanica (RYU et al., 2002; ENDERLE et al., 2005).

Tabela 3 - Razdo Ca/P dos fosfatos de calcio.

Fosfatos de calcio Féormula quimica Ca/P
Fosfato tetracélcico (TeCP) Ca,O(POy), 2,0
Hidroxiapatita (HA) Ca;o(PO,4)s(OH), 1,67
Fosfato de calcio amorfo (ACP) Ca3(PO,),.nH,O 1,5
Fosfato tricalcico (o, o’, B, v) (TCP) Ca;(POy), 1,5
Fosfato octacédlcico (OCP) CagH,(PO,)6.5H,0 1,33
Mono-hidrogénio f(()];fétl()) ];l)e célcio dihidratado CaHPO, 2H,0 1.0
Mono-hidrogénio fosfato de célcio (DCP) CaHPO, 1,0
Pirofosfato de calcio (CPP) Ca,P,0, 1,0
Pirofosfato de célcio dihidratado (CPPD) Ca,P,0,.2H,0 1,0
Fosfato heptacélcico (HCP) Ca;(P5016)2 0,7
Di-hidrogénio fosfato tetracdlcico (TDHP) Ca H,Pc0, 0,67
Fosfato monocalcico mono-hidratado (MCPM) Ca(H,PO,),.Hy 0,5
Metafosfato de calcio (a, B,y) (CMP) Ca(POs3), 0,5

Fonte: Aparecida et al., 2007.

A hidroxiapatita Ca;o(PO4)s(OH),, com razdo Ca/P igual a 1,67 e € o fosfato de calcio
mais estdvel e o menos solivel de todos. E o constituinte mineral natural encontrado no 0sso
representando de 30 a 70 % da massa dos ossos e dentes. A hidroxiapatita sintética possui
propriedades de biocompatibilidade e osteointegracdo, o que a torna substituta do 0sso
humano em implantes e proteses, dai o grande interesse em sua produgdo. Estas propriedades
somadas a sua alta capacidade de adsorver e/ou absorver moléculas fazem da hidroxiapatita
um excelente suporte para acdo prolongada de drogas anticancerigenas no tratamento de
tumores Osseos, e também eficiente no tratamento de remog¢do de metais pesados em 4guas e
solos poluidos (ZHAO et al., 2011).

O uso clinico da hidroxiapatita € limitado devido a sua lenta biodegradagdo. Estudos
efetuados por longos periodos de tempo tém mostrado que a hidroxiapatita comega a ser
reabsorvida gradualmente apés 4 ou 5 anos de implante. A reabsor¢do é uma caracteristica
desejada para um biomaterial em alguns tipos de implantes, nos quais o processo de
degradacdo € concomitante com a reposi¢ao do osso em formacgdo (REIS, 2008). Porém, seu
uso é muito difundido na area ortopédica, principalmente, devido ser biocompativel, atéxica e nao
alergénica e possuir boa bioatividade, ou seja, forte interagdo ceramica/tecido &sseo,
caracteristicas que, levam esse material a ter uma grande aceitagdo como implante (GOLLER et
al., 2004).

Com excecao do pirofosfato de cdlcio (Ca,P,07), a maioria dos fosfatos de cdlcio esta
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presente in vivo na forma de ortofosfatos de célcio. Os ortofosfatos de cdlcio sdo sais de dcido
fosforico tribdsico H3POy4, e assim podem formar compostos que contém os ions H POy,
HPO42' ou PO43'. Os fosfatos que contém os fons HPO42' e PO43', geralmente, constituem os
fosfatos de célcio biologicamente importantes (ocorrem na fase mineral de ossos e dentes e
também em vdrias calcificacdes patoldgicas), enquanto que aqueles apenas com ions H,PO4
normalmente ndo sdao encontrados em condi¢des fisioldgicas, mas sdo comercialmente
importantes como componentes em fertilizantes (SILVA, 2006).

O pirofosfato de célcio € considerado um fosfato condensado ou polimérico, obtido
por condensagdo e polimerizagdo dos grupos PO, (OLIVEIRA et al., 2009). Os ions,
pirofosfatos ou difosfatos sdo inibidores da formacdo de cristais de hidroxiapatita e sdo
essenciais para o controle de biomineralizacio (GROVER et al., 2005). Apesar dos
pirofosfatos inibir a formagdo mineral, os osteoblastos segregam nos fosfatos alcalinos (ALP),
que pode hidrolisar os fons de pirofosfato provocando a perda deste efeito inibidor na
formacgdo da hidroxiapatita e supersatura o fluido extracelular com ortofosfatos que induzem
mineralizacdo. Seu mecanismo tem demonstrado ser essencial para o controle da
mineralizacido 6ssea. Com a excecdo da fase altamente insolivel e termicamente estaveis [3-
pirofosfato dicélcico, os pirofosfatos sdo relativamente inexplorado em aplicacdes de
substituicdo de enxerto Osseo, apesar de décadas de pesquisa demonstrando o papel deste ion
nos ossos (GROVER et al., 2013).

Grover et al., 2013 mostraram que a modificagdo biomateriais de fosfato de calcio com
pirofosfato de calcio amorfo pode aumentar a taxa de formacdo de osso in vivo. Os autores
reportam a aplicacdo bem-sucedida do pirofosfato de calcio como cimento osteocondutor
degraddvel para reparacido dssea, sendo o primeiro exemplo de uma substitui¢do do cimento
dsseo, que contém uma fase que pode atuar como um substrato para uma enzima associada
com o processo de mineralizacdo e pode, assim, aumentar a competéncia dos ossos. Deste
modo pesquisas usando pirofosfato de sédio podem demostrar um futuro promissor no uso
deste material em aplicacdes biotecnoldgicas.

A obtencao dos ortofosfatos de cdlcio reportados na Tabela 3 pode ser realizada por
diferentes métodos de sintese quimica, por exemplo, emulsdo (SONODA et al., 2002), sol-gel
(BEZZI et al., 2003, YELTEN et al., 2012), mecanoquimico (MOCHALES et al., 2004.),
micro-ondas (KALITA e VERMA, 2010), gravitacional NATHANAEL et al., 2011) e reagcao
de combustio (GHOSH et al., 2011), co-precipitacio (MARTINEZ-PEREZ et al., 2012) e
precipitacao (RIGO et al., 2007; RAMESH et al., 2013; BARROS et al., 2012; MEDVECKY
et al., 2013).
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Em todos estes métodos a estequiometria para obter a fase hidroxiapatita com relacao
Ca/P = 1,67 depende da forma como o 4cido fosforico serd adicionado a solucdo de hidréxido
de célcio. Caso haja excesso de dcido fosférico pode surgir fases como o fosfato tricalcico (a,
a’, B, v) (TCP) (Ca/P = 1,5) ou mesmo o pirofosfato de célcio (Ca/P = 1,0). Se houver
deficiéncia de 4cido fosférico pode-se obter o fosfato tetracdlcico (TeCP) cuja relagdo Ca/P =
2,0.

Rigo et al. (2007) sintetizaram hidroxiapatita por precipitacdo para utiliza-la como
substitutos dsseos na implantologia. Segundo os autores, o fator limitante para obtencdo das
fases dos fosfatos cdlcio é a quantidade e a maneira com a que a solucdo de H3PO, é
adicionada ao Ca(OH),. Nos seus estudos mostraram que o produto apds secagem a 110 °C
apresentou s6 a fase da hidroxiapatita ndo ocorrendo a precipitacdo de fases de outros
sistemas de fosfatos de cdlcio. Estudos histolégicos das areas enxertadas e radiografias
demonstraram que o leito receptor apresentou adequado crescimento de tecido Osseo,
possibilitando a instalacdo dos implantes e posterior suporte de cargas mastigatorias.

Costa et al., (2009) reportou que durante a preparagdo de fosfatos de calcio pelo
método de precipitacdo, se a titulacdo da solucdo de fosfato na solucdo de hidréxido de calcio
for rdpida pode levar a falta de homogeneidade quimica no produto final. A titulacdo lenta e
as solugdes diluidas devem ser utilizadas para melhorar a homogeneidade quimica e a
estequiométrica da HAp resultante. O cuidadoso controle das condi¢des da solugdo € critico
na precipitacdo via umida. Caso contrario, uma diminuicdo do pH da solucdo abaixo de 9
pode conduzir a formacdo da estrutura da HA deficiente em ions de Ca levando ao surgimento

de fases com relagdo Ca/P inferior a 1,0.

2.5 Odontologia Bucomaxilofacial

A recuperacdo de dreas que sofreram traumas, retiradas de tumores ou devido a
propria constituicdo genética do paciente podem ser feitas por meio dos enxertos com
biocerdmicas que apresentem boa resisténcia mecanica, biocompatibilidade, bioinércia,
biofuncionalidade e osseointegracao.

Na odontologia bucomaxilofacial especialmente, temos regides que precisam ser
recuperadas, por exemplo: o mento (queixo), nasal, zigoma e o angulo mandibular (Figura 4).
Esta recuperacdo pode ser feita com as bioceramicas puras ou com compdsitos destas

bioceramicas (GINEBRA et al., 2010).
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Figura 4 - Regides implantadas, (a) mento, (b), (c) e (d) seios da face.

Fonte: Kawachi et al., 2000.

A odontologia bucomaxilofacial engloba tratamentos como: enxertos Osseos,
transplantes e reimplantes de dentes, dentes inclusos bidpsias, cirurgias com finalidade
protética, cirurgias com finalidade ortodontica, cirurgias ortogndticas e tratamento cirurgico
de cistos, afec¢des radiculares e periradiculares, doencas das glandulas salivares, doencas da
articulacdo témporo-mandibular, lesdes de origem traumdtica na drea bucomaxilofacial,
malformacdes congénitas ou adquiridas dos maxilares e da mandibula e os tumores da regidao
oral e maxilofacial (SOTTO MAIOR, et al. 2006).

A evolucdo da implantodontia na ultima década trouxe consigo a necessidade da
utilizacdo de técnicas de aumento dos rebordos dsseos maxilares, receptores dos implantes
dentérios, mediante enxertos 6sseos e procedimentos para sua expansdo (SEGUNDO, 2000).
Dentre esses procedimentos visando o ganho de tecido 6sseo, em altura e espessura, o enxerto
dsseo € o mais utilizado (ARACIL et al., 2003, KUABARA, 2001, STUANI, 2000).

Na Figura 5, imagens de pessoas que sofrem com reabsor¢do dssea estdo ilustradas.
Este caso ocorre, por exemplo, quando as pessoas perdem uma parte ou todos os seus dentes
com as extracOes, passam, a partir desse momento, a sofrer de constante atrofia Ossea
(reabsor¢do), como mostra a Figura 5b. Ao longo de poucos meses o osso do local da extragdo

perde de 30 a 70 % de sua espessura e altura. Isso significa que a boca murcha, a fala é
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alterada, mastigacdo € reduzida, e a expressdo facial e o sorriso ficam limitado, como mostra a
Figura 5a. A dnica maneira comprovada cientificamente de interromper a perda éssea por
falta de funcdo € com a adaptacdo de implantes dentdrios, que sdo parafusos de titanio
colocados no interior do osso, no lugar do dente perdido, e préteses adaptadas sobre eles

(SOTTO MAIOR et al., 2006).

Figura 5 - (a) Pré-operatério; (b) orthopantomografia para implante.

Fonte: Sotto Maior et al., 2006

Os enxertos, quanto a sua origem, podem ser autégenos quando obtidos do mesmo
individuo, sendo este receptor e doador; exdgenos quando obtidos de outro individuo com
mesma carga genética; homogéneos quando obtidos de individuos diferentes com carga
genética diferente, porém da mesma espécie e os heterdgenos que sdo obtidos de outras
espécies. Dentre esses tipos de ossos utilizados nas enxertias, o autégeno € o mais compativel
e o que mostra melhor resultado (CHENG et al., 2010).

Os enxertos autdgenos basicamente podem ser de dois tipos, em bloco ou esponjoso
medular em particulas. Os primeiros constituem pecas sélidas, cujas fontes sdo, por exemplo,
a crista ilfaca, costela, tibia ou outro osso adequado. Os enxertos esponjosos - medulares sao
obtidos pela curetagem do osso medular, da medula hematopoiética e do enddsteo associado.
O ilfaco € a localizag@o mais comum para a sua obtencdo. A principal desvantagem deste tipo
de enxerto € a necessidade de outro local cirurgico para a area doadora, além dos riscos de
morbidade com o local doador (MARZOLA, 2005).

A maioria dos autores concorda que os enxertos autégenos sdo a melhor op¢ao para a
realizacdo das reconstrucdes faciais (MULLINS e OGLE, 2001; PINTO e DONA, 2001;
MARZOLA, 2005; CRUZ, 2006), pois sdo inertes, ndo produzem reacdo imunoldgica sendo
remodelados pela reacdo osteocldstica e formacdo dssea, apesar de suas limitagdes e do
grande desenvolvimento tecnoldgico em relacdo aos materiais aloplasticos (BARBOSA,

2003).
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Os enxertos autdgenos, embora tenham propriedades bioldgicas ideais na maioria dos
casos, apresentam limitacdo quanto a quantidade possivel de ser retirada, principalmente em
situacdes que requeiram um grande volume de enxerto, como nas revisdes de artroplastias de
quadril e cirurgias oncoldgicas reconstrutivas. Os substitutos dsseos (hidroxiapatita, sulfato de
célcio, etc.) se encontram em fase experimental, quanto as suas propriedades biomecanicas,
de osteointegracdo e osteoindu¢do, ndo sendo ainda uma alternativa definitiva (BAUER e
MUSCHLER, 2000).

Os enxertos aldgenos, também denominados aloenxertos ou homoenxertos, sio
obtidos de outro individuo da mesma espécie. Com a finalidade de se reduzir sua
antigenicidade, faz-se o tratamento da peca, promovendo a destruicdo das células
osteogénicas, sendo necessdrio que o receptor produza esses elementos, tornando-se
indispensavel, portanto, a boa saude do individuo. Elimina assim, a necessidade de outro local
cirirgico no hospedeiro, porém ndo fornece células vidveis para osteogénese (MARZOLA,
2005).

Logo, o enxerto homodlogo (aloenxerto) surge como boa op¢do. Apos o advento dos
bancos de tecidos, ampliagdo e melhora das técnicas de preservacdo, aumentou as
disponibilidades dos aloenxertos, o que vem de encontro as diversas necessidades ortopédicas.
Por ser preparado previamente ao procedimento da enxertia, o aloenxerto contribui de forma
relevante na redu¢do da morbidade cirdrgica e melhoria dos resultados finais, devido a
reducdo do tempo cirtrgico e de isquemia (quando se utiliza o torniquete) (ROBERTS et al.,
2011).

As desvantagens dos aloenxertos envolvem o risco da transmissdo de doencas e o
potencial de antigenicidade, complica¢cdes estas que podem ser controladas por meio dos
métodos de congelamento e armazenamento. O risco infeccioso pode ser diminuido por meio
de testes soroldgicos dos doadores, descarte de material que produza cultura bacteriolégica
positiva, manipulacdo do enxerto sob condi¢des assépticas e esterilizacdo, seja por radiacao
ou 6xido de etileno (SOMMERVILLE et al., 2000).

Enxertos xendgenos, conhecidos também como xenoenxertos ou heteroenxertos, sao
retirados espécies diferentes e transplantados a outra. As diferencas antigénicas sdo bastante
pronunciadas, implicando num tratamento mais acurado do enxerto para ser evitada a
rejeicdo, sendo muito utilizados na cirurgia maxilofacial. Nao exige um segundo local de
intervencdo no receptor, porém ndo fornece células vidveis para a fase I da osteogénese, além

de ser tratado para a reducao da antigenicidade (FERREIRA et al., 2007).
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Em se tratando de uma reabsor¢do 6ssea severa em mandibula, os enxertos de aumento
proporcionam resisténcia as mandibulas extremamente deficientes, além de altura e contorno
de ossos adequados para a colocagdo de implantes e/ou préteses. Os tipos de materiais
disponiveis para enxertia incluem o osso autégeno ou alégeno, além de materiais alopldsticos.

Dentro do grupo de materiais aloplasticos, encontra-se hidroxiapatita, cujo uso tem se
tornado popular para aumento dsseo de maxila e mandibula. O aumento do bordo superior da
mandibula com enxertos sseos € indicado nos casos de grave atrofia, com altura e contorno
inadequados para reabilitacdo, além de risco potencial de fraturas. Nesta técnica sao
empregados enxertos de crista iliaca, costela ou ainda pequenas particulas de osso desidratado
e liofilizado (SVANBORG et al. 2011).

Entretanto, devido aos casos de reabsor¢dao, morbidade na drea doadora e necessidade
de hospitalizacdo, t€ém-se empregado materiais aloplasticos para a corre¢do de mandibula
atréfica, sendo a hidroxiapatita o material de escolha e, por ser biocompativel quase se une
fisica e quimicamente ao osso (MARX e SAUNDERS, 2001). Esta técnica dispensa a cirurgia
complementar em drea doadora, ndo ocorrendo a reabsor¢cdo do enxerto, podendo a cirurgia
ser feita a nivel ambulatorial. No entanto, as vezes € dificil conter o material no local pré-
determinado e obter a altura desejada do rebordo. Com a evolugdo dos estudos, observou-se
que o o0sso autdégeno € superior a qualquer outro material, quanto a osteogénese inicial,
osteoinducdo, osteocondugdo e reabsorcdo com remodelamento dsseo, além de oferecer
resultados mais previsiveis (MARZOLA, 2005).

A mandibula, o osso parietal, por¢do escamosa do occipital, frontal, parte da asa maior
do esfenoide, escdpula e clavicula desenvolve-se pela via intramembranosa e, dessa forma nao
ocorre 0 aparecimento prévio de tecido cartilaginoso. Na regido apendicular, membros e
vértebras, as células participam no fendétipo endocondral, promovendo a ossificagdo
condrogénica antes da osteogénica (TAGA et al., 2000).

Além da origem embrioldgica deve-se avaliar a necessidade do local a ser enxertado,
ou seja, as dimensdes do defeito a ser recuperado para se determinar qual drea doadora
oferecem uma quantidade dssea suficiente para esse local. As fontes bucais apresentam como
vantagens o fato de serem materiais eficientes, seguros e de fécil obtencdo (TAGA et al.,
2000).

A costela humana também pode ser um doador para enxertos ¢sseos €, uma ou mais
costelas, normalmente a quinta, sexta ou sétima, podem ser retiradas de qualquer lado da
caixa tordcica, podendo ser retirados até 10 cm do osso. As complicagdes para esta cirurgia

podem ser a deiscéncia da ferida cirdrgica ou ainda um pneumotérax (MARZOLA, 2005).
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A realizacdo de enxerto Osseo possibilita a reconstrucdo da anatomia e devolve
previsibilidade ao tratamento. A neoformacao dssea ocorre por trés mecanismos: osteogénese,
osteoinducdo e osteoconducio (ABRAHAMS, 2000). A osteogénese € caracterizada quando
o proprio enxerto é suprido de células capazes de formacdo Ossea (osteoblastos); a
osteoinducdo € a capacidade do enxerto de estimular a atividade osteoblatica do tecido 6sseo
adjacente (leito receptor) com neoformagdo dssea e na osteoconducdo células mesenquimais
diferenciadas invadem o enxerto, promovendo a formacdo de cartilagem e em seguida a
ossificacdo (RAGHOEBAR et al., 2005).

Dentre os materiais de op¢do para a realizacdo do enxerto temos: o osso alégeno,
materiais alopldsticos, usualmente a hidroxiapatita e o osso autégeno, que pode ser obtido de
areas extrabucais como: osso iliaco e calota craniana. Como também de areas intrabucais
como: tuber, mento e regido retromolar. Sendo o osso autdégeno aquele que apresenta o padrao
mais proximo do ideal para a reconstru¢do desta regido (RAGHOEBAR et al., 2005).

O critério para a selecdo do material para enxerto é determinado pelas seguintes
caracteristicas: capacidade de producdo Ossea no seio por proliferacdo celular através de
osteoblastos transplantados ou por osteoconducdo de células da superficie do enxerto,
capacidade de produzir osso por osteoinducdo de células mesenquimais, capacidade do osso
inicialmente formado de se transformar em osso medular maduro, manuten¢do do 0sso
maduro ao longo do tempo sem perda apds entrar em fungdo, capacidade para estabilizar
implantes quando colocados simultaneamente com enxerto, baixa taxa de infec¢do, fécil
acesso, baixa antigenicidade e alto nivel de confiabilidade (SPIEKERMANN,
BIESTERFELD e EDELHOFF, 2000). Na Figura 6, observa-se o esquema de reconstrucao
mandibular com enxerto dsseo.

O tipo de ceramica aplicada a biomateriais sdo aquelas de baixa densidade,
consequentemente de alta porosidade, que sdo utilizadas em casos, em que, 0s pacientes
precisam de enxertos, que acelerem a recuperacdo do tecido removido ou danificado. Isso
ocorre porque a porosidade do material permite que o tecido invada os poros. A hidroxiapatita
e também uma significativa variedade de outras ceramicas, ja foi investigado quanto suas
reacOes in vitro e in vivo, revelando uma boa compatibilidade com células vivas

(SVANBORG et al. 2011).
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Figura 6 - Esquema da reconstru¢cdo mandibular com enxerto dsseo, destacando-se a realiza¢do de osteotomias
para reproducdo do contorno anatdmico.

Fonte: Powers e Barker, 2000.

2.6 Estado da Arte de Fosfatos de Cilcio e Compésitos Aplicados Enxertos Osseo

Ceramica de fosfato de célcio t€ém comprovado boas propriedades bioldgicas e
sucessos clinicos tem demonstrado sua eficdcia na reparacdo dssea. Infelizmente, os fosfatos
de calcio exibem pobre resisténcia a tracao e cisalhamento (LARSSON e HANNINK, 2011).
Na pratica, a resisténcia mecanica de cimentos a base de fosfato de calcio € inferior ao dos
ossos, dentes, ou bioceramicas sinterizadas de ortofosfato de calcio (DOROZHKIN, 2008).
Isto restringe a sua utilizagdo para defeitos dsseos que exigem boa resisténcia a compressao,
com exemplo, aplicagdes tipicas no tratamento de defeitos maxilofacial ou deformidades,
reparacdo facial do cranio ou do aumento da coluna e platd tibial. Uma melhoria das
propriedades mecanicas prolongaria significativamente a aplicabilidade dos fosfatos de célcio
e isto pode ser alcancado através da formacdo de materiais compésitos (KRUGER E GROLL,
2012).

A principal forca motriz por trds do uso de ortofosfatos de cdlcio como materiais
substitutos de osso € a sua semelhanca quimica com o componente mineral dos ossos e dentes
de mamiferos (DOROZHKIN, 2009). Além de ser ndo téxico, biocompativeis, ndo sao
reconhecidos como substincias estranhas no corpo e, mais importantes, sdo bioativos (ONG e
CHAN, 1999). Sao também conhecidos por serem osteocondutores (capaz de fornecer um
andaime ou modelo para formagdo de novo o0sso) e apoiar adesdo e proliferacdo dos

osteoblastos (ANSELME, 2000).
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Mesmo assim, a maior limitacao ao uso de bioceramica de ortofosfatos calcio sdo suas
propriedades mecanicas por serem quebradicos e apresentar pobre resisténcia a fadiga
(HENCH, 1998; SUCHANEK e YOSHIMURA, 1998). Por exemplo, a tenacidade a fratura

172 [ .
(0 0sso humano € na faixa de 2-12

de bioceramica de HA ndo excede o valor de 1.0 MPam
MPam'?), e diminui quase linearmente com o aumento da porosidade. Geralmente, a
resisténcia a fratura aumenta com diminuicdo do tamanho do grdo. No entanto, em alguns
materiais, especialmente cerimicas, a resisténcia a fratura atinge um mdximo e cai
rapidamente com a diminui¢cdo do tamanho dos graos (SUCHANEK e YOSHIMURA, 1998).

Por exemplo, Halouani et al. (1995), investigaram a resisténcia a fratura da HA pura
com tamanhos de grdo entre 0,2 e 1,2 um prensada 4 quente. Os autores reportaram dois
comportamentos distintos. A tenacidade a fratura aumentou com diminui¢do do tamanho de
grao acima de 0.4 um e depois, observou uma reducdo na tenacidade a fratura com a
diminui¢do do tamanho dos grios. A tenacidade a fratura méxima determinada foi de 1,20 +
0,05 MPam'” para HA com tamanho de grio de 0,4 pm.

De acordo com SUCHANEK e YOSHIMURA, (1998) a resisténcia a flexao,
compressao e tracdo de bioceramica HA densas estdo na faixa de 38-250 MPa, 120-900 MPa,
e 38 - 300 MPa, respectivamente. Valores semelhantes para bioceramica HA porosa
encontram-se na faixa de 2-11 MPa, 2-100 MPa e 3 MPa, respectivamente. Variacdo nestes
valores pode ser causada pela distribuicio de forca, influéncia da microporosidade
remanescente, o tamanho dos graos, e a presenca de impurezas. Estes valores também podem
aumentar com o aumento da razdo de Ca/P, atingindo o valor méximo para razao Ca/P = 1.67
(HA estequiométrica) e diminuindo para razdo Ca/P > 1.67. Além disso, segundo Tancret et
al., (2006) a for¢a diminui quase exponencialmente com o aumento da porosidade.

Yang e Chou (2007) avaliaram as propriedades mecanicas de camadas de HA sobre
substratos de alumina visando melhorar a resisténcia mecanica da HA e a biocompatibilidade
de alumina. A adesdo do revestimento de HA ao substrato de alumina foi obtida pela adicdo
de uma camada de porcelana via pulverizacdo por plasma e pelo pés-tratamento a 750, 800,
850 e 900 °C durante 0,5 h. Os resultados mostram que a resisténcia da ligacdo entre o
revestimento de HA substrato Al,O3 pode ser melhorada empregando a porcelana como o
revestimento adesivo apds o tratamento térmico, sendo o melhor valor obtido de 13 MPa.

Ravarian et al.,, (2010), sintetizaram a 1000 °C, caracterizaram e avaliaram a
biocompatibilidade do composito hidroxiapatita/ biovidro, com propor¢des em massa 100%
de biovidro, 90 % de biovidro e 10 % de hidroxiapatita, 80 % de biovidro e 20 % de

hidroxiapatita, 70% de biovidro e 30 % de hidroxiapatita. Os autores observaram através do
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DRX que os compdsitos apresentaram a fase majoritdria pseudovolastonite e hidroxiapatita.
Os autores observaram que os compodsitos imersos em fluido corporal simulado, apresentaram
uma formacao de camada de apatita na superficie da amostra. O biovidro na estrutura da HA
causou uma decomposicdo, devido o vidro ser altamente reativo a altas temperaturas. Ao
utilizar de HA, com biovidro, uma hidroxiapatita silicada pode ter sido produzida, fornecendo
a producdo de um material altamente bioativo.

Um estudo sobre substitutos 6sseos registrado na Holanda para uso no trauma e
cirurgia ortopédica foi reportado por Stok et al., (2011). Neste estudo, a resisténcia a
compressdo, modulo de Young, tensdo e resisténcia ao cisalhamento de alguns produtos a
base de sulfato de célcio, fosfatos de cdlcio e biovidro foram reportados como possiveis
materiais a serem utilizados no trauma e cirurgias ortopédicas e craniomaxilofacial. Entre os
compdsitos mais significativos em termos de propriedades mecanicas foram citados: 1)
Endobon (cimento a base de HA): for¢a a compressao in vitro de 1-11 MPa, com mddulo de
Young de 20-3100 MPa. Em testes in vivo mostraram um 2-20 MPa de resisténcia a
compressdo € o médulo de Young de 20-1200 MPa. ii) Norian SRS (cimentos a base de
fosfatos de cdlcio): resisténcia a compressao de 23-55 MPa, com uma resisténcia a tracao de
2,1 MPa e uma forca de cisalhamento de 0,85-1,3 MPa. iii) BoneSource (composto fosfato
tetracdlcico e fosfato dicdlcico anidro): resisténcia a compressao de 6,3-34 MPa, com um
moédulo de Young de 3,6-4,7 MPa. iv) Calcibon (cimentos a base de fosfatos de calcio):
resisténcia a compressao de 35-55 MPa, com um médulo de Young de 2500-3000 MPa e uma
forca de tracdo de 4,5 MPa. v) HydroSet™ (cimentos a base de fosfatos de cdlcio): resisténcia
a compressao de 14-24 MPa e moédulo de Young de 125-240 MPa e uma forca de tracdo de
0,11- 0,17 MPa.

A reconstrucao de osso frontal e redugdo dos ossos proprios do nariz foram estudadas
em trés casos clinicos em paciente do sexo masculino de 19 anos usando hidroxiapatita HAP-
91® granular e a COL.HAO 91° como material de enxerto fornecido pelo Laboratério JHS.
Os experimentos mostraram que ambas as amostras avaliadas foram adequadas para a
reconstru¢do de pequenos defeitos, permitindo cirurgias menos complexas do que, por
exemplo, para reconstru¢do por enxertia 6ssea, levando o portador a uma menor morbidade
(BICALHO, BORGES e REZENDE, 2011).

Ohman et al., (2011) avaliaram a resisténcia a compressio do osso cortical de adultos
e criancas com a finalidade de um estudo comparativo. Os autores verificaram que o tecido
dsseo cortical coletado de criangas tem menor resisténcia a compressao e rigidez, do que o

osso cortical adulto. Estes resultados confirmam que as propriedades mecanicas do 0sso
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cortical de uma crianga sdo diferentes daquelas de tecido de um adulto. No entanto, essas
diferencas estdo relacionadas com diferencas na densidade do tecido dos ossos. Na crianca foi
reportado valores entre 50 e 180 MPa, para o adulto estes valores foram na faixa de 120 a 250
MPa.

Bohner et al., (2012) destacam que apesar de 40 anos de intensos estudos, a
comunidade cientifica ainda est4 procurando por substitutos dsseos ideais, os enxertos osseos
reabsorviveis, sendo os possiveis candidatos os seguintes materiais: cerdmicas (biovidros,
fosfatos di-cdlcio de-hidratado, carbonato de célcio, fosfato octacélcio, B-fosfato triclacio — 3-
TCP, fosfato de célcio bifasico — BCP, cristais de hidroxiapatita precipitados, -pirofosfato de
célcio e hidroxiapatita sinterizada), metais (ligas de magnésio, ligas de ferro, titdnio e tantalo)
e polimeros (polidcidos laticos, poliglicosideos, policaprolactona, celulose, coldgeno e
quitosana); os enxertos osseos com alta resisténcia mecdnica, com destaque para 0 composto
wollastonita — hidroxiapatita que apresenta resisténcia a flexdo inicial de 157 MPa e ap6s um
tempo de vida de 10 anos implantado in vivo, ainda exibe 65 MPa de resisténcia a flexao e;
finalmente os enxertos dsseos osteoindutivo, que podem ser desde enxertos metdlicos,
ceramicos ou poliméricos que contenham uma camada de fosfatos de calcio depositados em
sua superficie.

Kolk et al., (2012) avaliaram materiais para serem utilizados como substituto 6sseo.
Segundo os autores varios substitutos do enxerto dsseo estdo disponiveis, tais como a matriz
Ossea desmineralizada e os materiais a base cdlcio, formando compdsitos consistindo de uma
matriz osteocondutora, que suporta 0 novo 0sso, € proteinas osteoindutivo, que sustentam
mitogénese de células indiferenciadas e células osteogénicas (osteoblastos ou precursores de
osteoblastos), as quais sdo capazes de formar osso em ambiente apropriado. Todos os
substitutos podem substituir o 0sso autdgeno ou expandir uma quantidade existente de enxerto
0sseo autdlogo. Neste estudo os autores avaliaram a resisténcia do compdsito NanoBone
(ARTOSS GmbH, Rostock, Alemanha), composto por em 76 % em peso d HA nanocristalina
e 24 % em peso de didxido silicio (SiO,). Apesar da alta porosidade NanoBone, este possui
elevada resisténcia de ruptura cerca de 40 MPa. Este material puramente sintético assimila
imediatamente as proteinas do corpo e para dos nanoporos, enquanto estd a ser reduzido por
osteoblastos.

Sopyan, Fadli e Mel, (2012) reportaram estudo de compdsito alumina-HA fabricados
através das proteinas de método espuma-consolidacdo. Os corpos de provas foram queimados
em 600 °C durante 1 h, e sinterizados a temperaturas de 1200 — 1550 ~C durante 2h. Os

compdsitos de alumina - HA porosos apresentaram retra¢ao entre 26 - 77 %, porosidade de 46
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% - 52 % e forca de compressdo de 1 - 6,4 MPa. A forca de compressao dos corpos aumentou
com as temperaturas de sinterizacdo crescentes. Estudo da biocompatibilidade de alumina -
HA poroso foi realizado em num bioreator de tanque agitado usando cultura de células e bom
grau de compatibilidade das células para os microsuportes porosos foram observados, pois as
células cresceram na superficie do microsuportes em 8 - 120 horas cultivadas.

Toker et al., (2012) realizaram um estudo in vivo com o objetivo de comparar a
eficdcia relativa do tratamento sistémico e local com o alendronato (agente anti-reabsor¢ao
mais utilizado e eficaz para o tratamento de doencas em que hd um aumento da reabsorc¢ao
Ossea, incluindo osteoporose pds-menopausa, doenca de Paget e ostedlise associada a
tumores) em defeitos dsseos de calvdria de ratos com preenchimento de um enxerto 6sseo
sintético, 0 MBPC, um fosfato de célcio bifasico (HAp e B-TCP numa propor¢do de 60/40)
com estrutura porosa micro e macrométrica. Os animais utilizados nesta pesquisa foram 40
ratos machos, da linhagem Wistar. Dentro das condi¢des estudadas, os autores concluiram que
o uso do alendronato, administrado por via sistémica ou local, ndo agregou nenhum beneficio
a ja comprovada regeneracdo Ossea induzida pelo enxerto de MBCP em defeito dsseo
craniano de ratos.

Val et al., (2012) defenderam a hipotese de que o a-TCP com silicio em solugao
s6lida (TCPss) € mais reativo do que um a-TCP puro por causa da sua maior solubilidade em
fluidos fisiolégicos. Assim, os autores realizaram um estudo in vivo com o objetivo de
investigar se blocos de TCPss com diferentes concentracdes de Si (0 %, 1,5 % e 3,0 % em
peso) apresentavam a capacidade de estimular deposi¢do Ossea em suas superficies,
juntamente com reabsorcao e/ou biodegradacdo de células osteoclasticas quando estes blocos
fossem usados como material de implante em defeitos em tibias de coelho, comparando este
material com o-TCP sintético puro. Os autores chegaram a conclusdo de que o enxerto TCPss
com 3 % de Si foi mais eficaz sendo uma alternativa aos outros materiais utilizados para a
substituicdo dssea e regeneracdo de atrofia 6ssea. O 3 % - TCPss apresentou uma matriz ideal
nos processos regenerativos devido a sua estabilidade dimensional inicial (93,5 % de material
remanescente em 15 dias), taxa de reabsorcao (57,8 % de material restante aos 60 dias), e
inducdo a formacgdo dssea (67,6 % de contato com o osso lateral ao implante e 57,3 % de
contato com o 0sso na base do implante em 60 dias), sendo entdo um forte candidato para
substituicdo de enxertos com 0sso autélogo.

Lee et al., (2012) desenvolveram um trabalho in vivo cujo objetivo foi comparar as
propriedades fisicas e a capacidade regenerativa de enxertos Osseos confeccionados com

hidroxiapatita sintética (sHAp) e com hidroxiapatita derivada de cascas de ovos (eHAp) em
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defeitos de calvaria de coelho. Os autores observaram que as amostras de sHAp (compostas
por particulas menores que lum) apresentaram maior inducdo a neoformacio dssea quando
comparados ao grupo que ndo recebeu enxerto algum (grupo controle), enquanto que as
amostras de eHAp (formada por particulas maiores que 1um) apresentou maior quantidade de
formacdo dssea para o periodo de 8 semanas quando comparado ao enxerto de sHAp. Assim,
a eHAp derivada de material natural (casca de ovos) apresentou maior taxa de degradacdo e
por isso maior absor¢d@o pelo organismo, resultando num menor residuo de enxerto ao final de
8 semanas e que ambas a amostra de sHAp e eHAp foram eficientes na regeneracdo dssea. A
eHAp destaca-se pelo fato de ser mais econdmico e que apelo ambiental, ja que € proveniente
da reciclagem de residuos sélidos alimenticios.

Canullo et al., (2012) realizaram um estudo in vivo com o objetivo de avaliar o
desempenho de enxerto de hidroxiapatita sintética nanocristalina, embebida num gel de silica
nanoestruturada (Si0;), comercialmente conhecido como NanoBone®, na reconstru¢do do
seio maxilar. Material que jd estd disponivel para aplicacdes clinicas. O NanoBone® é um
material osteocondutor e biodegraddvel, com taxa de degradacdo semelhante ao processo
natural de remodelamento Osseo. Neste estudo foram recrutados dez pacientes com
necessidade de fixacdo de maxilar posterior, com idade média de 54 anos (entre 43 a 72 anos).
Ap6s 3 meses de cicatrizacdo, foi comprovado que o implante de NanoBone® pode ser
indicado como material substituto de seio maxilar, uma vez que o mesmo nao apresentou
comportamento osteogénico € com uma rapida regeneracdo Ossea. Na literatura, encontra-se
informacdo de que s@o necessdrios de seis a nove meses de cicatrizacdo para que ocorra
regeneracdo 0ssea, o que neste estudo se deu com apenas trés meses. O autores atribuem este
fendmeno ao fato de que no material NanoBone® as nanoparticulas de HAp estio embebidas
num gel de SiO, 0 que aumentou a sua capacidade de interacdo com o material biologico.

Naudi et al., (2012) avaliaram o aspecto histolégico, radiogréfico, propriedades
mecanicas e a capacidade de regeneracdo tecidual de scaffolds de B-TCP impregnados com
proteinas thBMP-7 para reconstru¢do mandibular. Utilizaram 9 coelhos da raga Nova
Zelandia com pesos variando 3,0 e 4,0 kg. Ap6s a andlise das radiografias feitas com 0, 4, 8 e
12 semanas pds implante, observaram gradual substituicdo dos scaffolds de B-TCP (mais
radiopaco) por tecido 6sseo neoformado. Os scaffolds de B-TCP/ rhBMP-7 apresentaram taxa
de degradacdo/substituicao dssea mais alta dos que os scaffolds de B-TCP puros. Com relagao
a resisténcia mecanica, todos os scaffolds (B-TCP/rhBMP-7 e B-TCP puro) apresentaram
quebra catastréfica apds a nucleagdo de trinca na regido superior do implante com ripida

propagacdo pela espessura do mesmo até a fratura total. Todos os scaffolds apresentaram
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resisténcia mecanica similar a do osso mandibular, ressaltando que a proteina thBMP-7 ndo
ocasionou aumento da mesma. As andlises histolégicas mostram que os scaffolds B-
TCP/thBMP-7 foram superior a capacidade de regeneracdo dssea em comparacao ao scaffolds
B-TCP puro, o que comprovaram que os scaffolds de B-TCP contendo rhBMP-7 foram mais
eficazes na regeneracdo 0ssea de defeitos de mandibulas de coelhos.

Dong et al., (2012) realizaram estudos com um scaffold de B-TCP de 3 e 5 mm, com
70 % de porosidade e poros interconectados de 150 pum, utilizados para confeccionar telas de
titAnio com espessura de 3 mm, sobrepostas compondo um cubo de 1 cm?. Os scaffolds de -
TCP foram alocados no interior das “gaiolas” de Ti, que foram confeccionadas de dois tipos,
tipo I — gaiolas de Ti, integra e gaiola de Ti tipo II — com abertura central. Células-tronco
mesenquimais (BMSC) foram cultivadas em placas de vidro contendo soro fetal bovino
(SBF). A preparacdo dos scaffolds pré-vascularizados se deu da seguinte forma: 0,44 g de [3-
TCP foram introduzidos nas gaiolas de Ti e em seguida os scaffolds foram embebidos por
uma solucdo contendo aproximadamente 10’ células de BMSC/mL, gerando assim,
compositos BMSC/B-TCP. Utilizaram 15 coelhos brancos da raga Nova Zelandia pesando
entre 2,0 - 2,5 kg. Os autores comprovaram que a vasculariza¢ido do enxerto ndo sé promoveu
a absor¢cdo do mesmo pelo tecido hospedeiro, mas também aumentou a taxa de formacao de
0ss0 novo, podendo ser esta uma nova técnica a ser utilizada em cirurgias de enxertos 9sseos.

Kim et al., (2012) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar e comparar
histologicamente a capacidade de regeneracdo de enxertos de fosfatos tricdlcio (TCP),
contendo recobrimento de rhBMP-2 (proteina humana morfogenética dssea recombinante) e
outro misturado a PRF (derivados de plaquetas). Utilizaram 36 coelhos fémeas, da raca Nova
Zelandia, com mais de 6 meses de idade e peso entre 2,5 e 3,5 kg. O grupo B (enxerto de TCP
+ PRP) apresentou atividade regeneradora dssea notadamente superior ao grupo controle e ao
grupo A (enxerto de TCP + rhBMP-2) em todos os periodos estudados, o que facilitou a
proliferacdo de osteoblastos e consequentemente aumentou a taxa de formagao dssea.

Li et al., (2012) defenderam a hipétese de que nanoceramicas de fosfatos de calcio
bifasico ndo s6 ajudam na osteogénese, mas pode facilitar e acelerar a cicatrizacdo de defeitos
Osseos por osteoinducdo forcada. Os autores realizaram um estudo para determinar a
capacidade de adsorcdo seletiva de bioceramicas de fosfatos de cdlcio as proteinas
lisozima/albumina (BSA/LSZ) obtidas a partir do soro de bovino para indu¢@o no crescimento
das células tronco mesenquimais (hMSCs) in vitro, bem como sua resposta in vivo. As
biocerdmicas de fosfato de cdlcio estudadas foram amostras de BCP (HAp + B-TCP) com

tamanhos de poros variados nanométricos (nBCP) e submicrométricos (mBCP), sinterizados
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em forno micro-ondas e, micrométricos (cBCP), sinterizados em forno convencional. Para a o
teste in vivo utilizaram 6 cachorros, com peso entre 25 e 30 kg. Embora o mecanismo do
processo de regeneracdo in vivo seja ainda desconhecido, o resultado in vitro deste estudo
indicou que a nBCP adsorveu seletivamente proteinas de baixo peso molecular e promoveu a
diferenciagdo do gene relacionado com osso, 0 que pode estimular o crescimento de células
subsequentes para gerar 0sso na sua superficie.

Ohba et al., (2012) analisaram o efeito da aceleracao de crescimento 6sseo induzido
pelo compdésito hidroxiapatita/plasma rico em plaquetas (HAp/PRP) previamente polarizado.
O teste in vivo foi realizado com 18 coelhos, nos quais foram confeccionados defeitos dsseos
com 3 mm de didmetro e 5 mm de profundidade, em que ficou comprovado que o compdsito
HAp/PRP apresentou atividade osteocondutora, evidenciada pela presenca de material 6sseo
neoformado apds 3 semanas da realizacdo do implante, validando a hipétese de que a
polarizacdo da superficie da HAp realmente melhorou a sua caracteristica de osteoinducao.

Pekkan et al., (2012) estudaram a radiopacidade apresentada por vérios enxertos
0sseos (BGMs) em comparagdo com o osso cortical bovino mandibular e a dentina de um
canino humano. Os materiais estudados foram: Dexabone® - DB (enxerto 6sseo com alta
porosidade, osso bovino), Bio-Oss® - BO (enxerto Osseo natural obtido a partir da
desmineralizacdo do osso bovino, osso natural), 4BONE SBS — 4B (enxerto 6sseo composto
com 60 % de HAp e 40 % de B-TCP com 70 % de porosidade, osso sintético), KASIOS®TCP
— KA (enxerto 6sseo com 99,9 % de B-TCP, osso sintético), S.C. PONETI® - PO (100 % de
hidroxiapatita) e apatita- wollastonita — AW (ceramica de vidro bioativo — MgO — CaO — SiO,
— P,Os — Compésito F). Neste estudo, os niveis de radiopacidade das 6 amostras de BGMs
diferentes foram testados utilizando as amostras como recebidas dos fabricantes.

A dentina de um canino humano (HD), o osso mandibular cortical bovino (BC) e
uma cunha de Al foram utilizadas como materiais de referéncias. A radiopacidade de todas as
amostras dos BGMs investigados foram muito baixa para ser detectada radiograficamente
quando colocado no interior do osso mandibular cortical. A radiopacidade dos enxertos 4B e
BO revelou valores de radiopacidade significativamente mais baixos do que a do enxerto BC
e desta forma, a sua utilizacdo em casos que devam ser acompanhados radiograficamente nao
foi recomendado (PEKKAN et. al., 2012).

Thein-Han et al., (2012) incorporaram agentes biofuncionais em scaffolds de CPC
(fosfatos de cdlcio) para investigar a ocorréncia de diferenciagdo de células-tronco
mesenquimais de corddo umbilical humano (hUCMSC) na superficie do CPC

biofuncionalizado para diferenciacdo osteogénica. A proliferacio de células-tronco, a
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diferenciacdo osteogénica e a sintese de material mineral foram expressivamente maior nos
scaffolds biofuncionalizados do que no scaffolds controle e que a densidade de células vivas
aumentou devido a incorporacio de agentes biofuncionais nos scaffolds de CPC. O médulo de
elasticidade dos scaffolds biofuncionalizados foi equivalente ao do 0sso esponjoso, o que
comprovou que estes scaffolds “embebidos” de agentes biofuncionais tém elevada vantagem
em aplicacdes odontoldgicas, craniofaciais e ortopédicas que necessitem de regeneracdo
dssea.

Sanyal et al., 2012 avaliaram a resisténcia a tensdo de cisalhamento do osso trabecular
humano. Os autores reportaram resisténcia a compressao variando de 1 a 30 MPa. Segundo os
autores os resultados mostram que o osso trabecular humano o ser humano foi de modo geral
muito mais fraco em cisalhamento de compressdo no nivel aparente, refletindo diferentes
mecanismos de falha ao nivel dos tecidos.

Barros et al., (2012) e Barros (2012) avaliaram o efeito da adicao 1, 3 e 5% em massa
de hidroxiapatita (HAp) no cimento endodontico MTA objetivando adquirir novos cimentos
endodonticos com propriedade osteocondutora. Para este fim, estudos in vivo em defeitos
Osseos de fémures de rato do tipo Wistar foi investigado. Os cimentos endodonticos foram
preparados com percentuais de 1, 3 e 5% em massa de HAp sintetizada pelo método de
precipitagdo e sinterizada a 1300°C adicionada ao MTA comercial. Os ensaios in vivo
(andlises radiogréfica, histoldgica e estatistica), mostrou que a concentracdo de 5% de
hidroxiapatita forneceu a melhor propriedade de osteocondu¢do ao MTA. Assim para
utilizacdo na Saude Publica através dos tratamentos odontolégicos conservadores como
capeamento pulpar direto e indireto, pulpotomia e cirurgias parendododnticas, indicou a
hidroxiapatita como o melhor material para a inducdo de pontes dentdrias. No caso de
selamentos de infiltracdo nos tratamentos endodonticos, 0 MTA/HAp5% foi o material mais
indicado pois apresentou a funcdo seladora do MTA, juntamente com a indugdo de
neoformacgdo 6ssea da HAp, diminuindo o tempo de preservacao.

Behnia et al., (2013) estudaram a capacidade osteocondutora e osteoindutora do de
enxerto comercial NanoBone® acrescido de PRGF (plasma rico em fator de crescimento) e/ou
MSC (células tronco mesenquimais), avaliando a regeneragdo Ossea em defeitos de calvaria
de coelho. Utilizaram 8 coelhos machos, da raca Nova Zelandia, pesando aproximadamente
2,5 kg, onde cada um deles recebeu um tipo diferente de enxerto. O enxerto NanoBone®,
mostrou ser um portador apropriado de células de MSC e PRGF, e que, a combinacdo do
NanoBone®/MSC/PRGF num tnico material (scaffold) gerou um enxerto eficaz para a

regeneragdo Ossea de defeitos de calvéria de coelho.
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Wu et al., (2013) utilizaram a sinterizacdo por micro-ondas para sinterizar scaffolds
porosos de hidroxiapatita (HAp) fabricados pela técnica de deposi¢do de extrusdo. Foram
investigados os efeitos da sinterizacdo por micro-ondas na microestrutura, composicao de
fases, degradacido, resisténcia a compressdo e propriedades bioldgicas, em comparagdo com
scaffolds de HAp sinterizados em forno convencional. Os scaffolds produzidos com
porosidade entre 55 e 60 % foram sinterizados a 1200 °C por 30 minutos em forno micro-
ondas e apds a sinterizagdo foi determinada a sua resisténcia mecanica a compressdo, onde
esta foi determinada de 45,57 MPa em comparacdo com a resisténcia mecanica a compressao
dos scaffolds sinterizados em forno convencional (20,70 MPa).

O teste de degradacdo foi determinado por imersdao dos scaffolds em uma solucio
fisiol6gica salina e a concentragdo de ions Ca®* foi determinada. Os resultados indicaram que
0os scaffolds sinterizados por micro-ondas apresentaram maior solubilidade e
consequentemente maior concentracdo de fons Ca** quando comparado com os scaffolds
sinterizados em forno convencional, na mesma temperatura. Os scaffolds sinterizados por
micro-ondas apresentaram adesdo significativa, alta distribui¢do e proliferacdo das células em
questdo. Desta forma, foi possivel concluir que a sinterizagdo em forno micro-ondas agrega
efeito positivo aos scaffolds de hidroxiapatita uma vez que neste método de sinterizagcdo
obtém-se particulas de tamanhos menores que adsorvem mais facilmente as células
bioldgicas, evidenciando que os materiais, principalmente scaffolds, sinterizados por micro-
ondas sdo promissores para uso em aplicacoes de engenharia tecidual (WU et. al., 2013).

Nanocompositos  de  alumina/hidroxiapatita  (Al,Os3/nHA) e  o6xido de
titanio/hidroxiapatita (TiO,/nHA) foram obtidos por moagem de alta energia, e sinterizados a
1400 °C a fim de estudar a densifica¢do processo e avaliacdo das caracteristicas mecénicas.
Como a decomposi¢do nHA em fosfato tricdlcico (TCP) € conhecido por ser a principal razao
na redug¢do da densidade e as propriedades mecanicas da nHA, neste estudos os autores
adicionaram nanopds de TiO; e Al,O visando retardar a deterioracdo mecanica da nHA a 1250
°C, 1300 °C e 1400 °C, respectivamente. O aumento da resisténcia a flexdo de 27% e 40%
foram alcangados usando o TiO; e Al,Os3, proporcionalmente. Aumentando a dureza de 2,52
(nHA pura) a 5,12 (Al,O3/nHA) e 4,27 GPa (TiO,/nHA) foram medidas. O valor da tensdo de
flexdo aumentou gradualmente, com a temperatura acima de 61 MPa (1250 °C), 78 MPa
(1300 °C), 85,8 MPa (1400 °C) para nHA pura, TiO./nHA e Al,Os/nHA, respectivamente
(AMINZARE et al., 2013).
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3. METODOLOGIA

A metodologia proposta para realiza¢do desta tese foi descrita em duas etapas, para
maior clareza e entendimento da mesma. A primeira etapa consistiu na descricio dos
materiais e métodos utilizados para a obten¢do do fosfato de célcio (CaPs), dos compdsitos de
Al,O3/CaPs e as caracterizacdoes. A segunda etapa consistiu na descricdo dos materiais e
métodos utilizados para os ensaios in vitro e in vivo para implante dos compdsitos Al,O3/CaPs

em coelhos (Oryctolagus cuniculus).

3.1 ETAPA I - Materiais e Métodos Utilizados para a Obtenciao do CaPs, dos compdsitos
AL O3/CaPs e Caracterizacoes

3.1.1 Materiais

Os materiais utilizados nesta Etapa I foram:

a) Alumina comercial: Al;O3 AKP — 53 Sumitomo Co. Japan, com 99,995% de pureza,
tamanho de particula de 0,2 pm e 4rea superficial de 13,6 m*/g.

b) Hidréxido de cédlcio (Ca(OH),) P.A. fabricado pela VETEC.

¢) Acido fosférico (H3PO.) P.A. fabricado pela VETEC.

d) Agua deionizada (H,O)

3.1.2 Obtencao do Fosfato de Célcio (CaPs)

O fosfato de cdlcio (CaPs) foi sintetizado pelo método de precipitacdo (SAERI et al.,
2003; RIGO et al., 2007; BARROS et al., 2012; MEDVECKY et al., 2013; TEIXEIRA, 2013)
envolvendo uma reacdo 4cido-base denominada neutralizacdo entre as solucdes de &cido
fosférico (H3POy) e hidréxido de célcio [Ca(OH),] com concentragdo 1M, obedecendo a relagao
de fosforo/cdlcio = 1,67. A Figura 7 apresenta o fluxograma da sequéncia de obten¢do dos
CaPs.

A solu¢do de hidréxido de célcio foi submetida a agitagdo constante em um
misturador/aquecedor IKA®RH basic KT/C até atingir a temperatura de 80 °C. Em seguida a
esta solucdo, adicionou-se gota a gota a solugdo de H3PO4 previamente preparada, agitando

constantemente, até atingir viscosidade de uma pasta que propicie um meio adequado para
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manter em suspensdo as particulas do CaPs. Depois de atingida a consisténcia da viscosidade

desejada, a solu¢ao permaneceu em estufa FANEM Modelo 315 a 110 °C por 24 horas.

Figura 7 - Fluxograma para obteng¢do do CaPs pelo método de precipitacdo.

<— 60 mL da solucio de H3PO,
| na solucio de Ca(OH),

100 mL agua deionizada

Ca|OH)2
i4g

50 min
30 min sob agitacio a 80°C agitacao

110°C | 24h

Caracterizacio:
DRX. EDX, FTIR,
DG e MEV

900°C /120 mim

Fonte: Teixeira, 2013.

O produto resultante da secagem foi triturado em almofariz 4gata, peneirado em malha
100 mesh (150 pm) e, entdo calcinado 900 °C por 120 min em forno marca EDG modelo
3000. O produto final foi caracterizado e utilizado para preparar as formula¢des dos
compositos. A temperatura de 900 °C por 120 min foi escolhida com base nos estudos
reportados por Camargo et al., 2007, que mostra que a partir desta temperatura o fosfato de
célcio adquire estabilidade térmica e tamanho de particula adequado para fornecer
interporosidade, o que favorece a osteoconducao necessdria para aplicacdes biomédicas.

Outra explicagdo para a calcinacdo do CaPs na temperatura de 900 °C por 120 min,

reside no fato que na temperatura em que € sintetizada, permanece residuos de 4cido e outros
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materiais que sdo citotoxicos. Entdo em alta temperatura além da estabilidade térmica e
porosidade adequada para aplicagdes bioldgicas temos também a garantia que os residuos
foram todos eliminados, tendo-se assim uma amostra nao citotoxica (BICALHO et al., 2011).

Também, nesta temperatura o tamanho de particula do fosfato permite uma boa adesao
a alumina de -caracteristica micrométrica favorecendo a obtencdo de compdsito de
alumina/HAp porosos e com boa resisténcia mecanica que possa ser utilizado na cirurgia

bucomaxilofacial, objeto de estudo desta tese.

3.1.3 Preparaciao dos Compésitos Al,O3/CaPs

Os compésitos de Al,O3/CaPs foram obtidos usando percentual de 0, 5, 10, 15, 20 e 30

% em massa de CaPs em relagdo a massa total da Al,Os. Os compdsitos obtidos foram

designados conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4 - Nomenclatura adotada para designar os compdsitos de Al,O5/CaPs.

Nomenclatura % Massica
AC 100 % de Al,O; comercial
5C 95 % de Al,Oze 5 % de CaPs
10C 90 % de Al,Oze 10 % de CaPs
15C 85 % de Al,Os¢e 15 % de CaPs
20C 80 % de Al,O5e 20 % de CaPs
30C 70 % de Al,Oze 30 % de CaPs

Fonte: Prépria, 2013.

Para obtencdo das formulacdes dos compositos de Al,O3/CaPs descritos na Tabela 4,
utilizou-se o seguinte procedimento:

1) Em um becker de 100 mL foi colocado 60 mL de dgua deionizada e adicionado 30 g
do p6 da mistura de alumina e do CaPs, previamente pesados conforme as
quantidades estabelecidas na Tabela 6 mantendo-se sob agitagdo constante durante 30
minutos em um agitador magnético modelo IKA®RH basic KT/C, a temperatura
ambiente.

ii) A mistura resultante da formulagdo de cada compdsito foi levada a estufa FANEM
Modelo 315 por 24 horas a uma temperatura de 60 °C.

1i1) Apos a secagem a mistura na forma de pé de Al,O3/CaPs, foram desaglomerados em
almofariz de dgata e passado em peneira ABNT N° 100 (150 um) e, entéo reservadas

para conformacao dos compdsitos.
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1v) A mistura Al,O3/CaPs de cada formulagdo foram compactadas na forma de pastilha
com 10,0 mm de diametro e espessura em torno de 5 mm em um molde de ago tratado
termicamente por meio de prensagem uniaxial 75 MPa. Apds a prensagem uniaxial as
amostras foram prensadas isostaticamente com pressio de 260 MPa em prensa
isostdtica marca AIP modelo CP 360.

V) Os compdsitos foram sinterizados a 1350 °C/2h em um forno MAITEC, fabricacdo
INTI, modelo FE1600. As condicdes de sinterizacdo foram: taxa de aquecimento 2
°C/min até 400 °C/lh; taxa de aquecimento de 10 °C/min até 1350 °C/2h. A
temperatura de 1350 °C/2h foi tomada como referéncia a temperatura de maxima
densificacdo (taxa de retracdo linear mdxima) obtida para a alumina comercial

utilizada neste estudo (CHINELATTO et al., 2008).

A Figura 8 mostra o fluxograma do processo de obtencdo dos compositos Al,Os/CaPs de

forma simplificada.

Figura 8 - Fluxograma do processo de obten¢do dos compdésitos Al,O5/CaPs.
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i : ﬁ[} Dj'C aPs
aguecimento de 10°C/min

Pastilhas de 10 mm
de didgmetro e 5 mm

de espessura Amostrasde 1,5x 5 mm

Fonte: Prépria, 2013.
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3.1.4 Caracterizacao
3.1.4.1 Difracdo de Raios X

As amostras e os compoésitos foram caracterizados quanto a estrutura cristalina por
difracdo de raios X. A partir dos dados de difracdo foi realizada a identificacdo das fases
formadas, calculo do tamanho de cristalito, e da cristalinidade. O equipamento utilizado foi
LAB X Ray Difractometer 6000 da Shimadzu, com radiagdo monocromdtica de cobre. A
varredura foi realizada na regido de 26 = 5 a 75 °, usando uma velocidade de 2 °min”! e
radiacio CuKa (A = 1,5418 A) gerada aplicando-se voltagem e corrente de 35 KV e 15 mA,
respectivamente. O ensaio foi realizado no Laboratério de Caracterizacdo de Materiais (LCM)
da UAEMa/UFCG.

Para identificacdo das fases foi utilizado o programa (Pmgr) da Shimadzu e para
obtencdo das fichas cristalograficas padrdes foi acessado o banco de dados JCPDS. A
cristalinidade foi obtida no programa PDF-2, o qual utiliza o coeficiente de corre¢do de
Lorentz, onde foi possivel calcular a percentagem de fase cristalina.

A andlise do tamanho de cristalito Dy para cada conjunto de planos [hkl] foi realizada
pelo uso da equacdo (1) de Scherrer (AZAROFF, 1968),

kA
BcosO

ey

hkl

Onde k € o coeficiente de forma do ponto da rede reciproca (0,9 - 1,0), A é o comprimento de
onda da radiagdo utilizada (1,54 A), B € a largura a meia altura do pico (FWHM) e 0 o angulo

de difracdo. O parametro 3 foi corrigido utilizando a equacao (2):
Bixp - Biznst . (2)
Onde Bins € a largura instrumental extraida de um p6 padrao com tamanho de particula muito

grande (~ 6 pm), para este propdsito foi usado LaBg (NIST), e Beyp € a largura experimental

da amostras a ser analisada.
3.1.4.2 Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios X (EDX)

A andlise semiquantitativa dos O6xidos e elementos presentes nas amostras e

compositos foi determinada por espectroscopia de fluorescéncia de raios X, num equipamento
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modelo EDX-720, da marca SHIMADZU. O ensaio foi realizado no Laboratério de
Caracterizacdo de Materiais (LCM) da UAEMa/UFCG.

3.1.4.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR foram coletados em pastilhas de 3 mm de didmetro preparadas
usando 1 % (m/m) de KBr, usando um espectrometro Nicolet modelo Avatar, entre 4000 e
400 m™, com resolucdo de 4 cm™ e 20 varreduras. A espectroscopia de infravermelho foi
utilizada para atestar a identidade dos compostos, dando informagdes estruturais sobre as
bandas dos agrupamentos da molécula. A presenca de bandas localizadas na regido de um
comprimento de onda indica o tipo de ligagdo presente na estrutura de uma molécula. O
ensaio foi realizado no Laboratério de Certificacdo de Biomateriais (CTERBIO) da

UAEMa/UFCG.
3.1.4.4 Distribui¢do Granulométrica

Para a realizacdo deste tipo de caracterizagdo, as amostras de Al,Oz e CaPs foram
desaglomeradas em peneira ABNT N° 325 (abertura de 44 um), dispersa em dgua destilada
com ultrassom durante 5 minutos, em seguida analisado em uma fase liquida associado com
um processo de medida a laser. Esse método foi utilizado para determinar a distribui¢cdo e o
tamanho médio dos aglomerados. Para a realizacdo deste tipo de caracterizacdo foi utilizado
um equipamento da marca CILAS 1064L. O ensaio foi realizado no Laboratério de

Caracterizacdo de Materiais (LCM) da UAEMa/UFCG.
3.1.4.5 Andlise Textural (BET)

A determinacgdo da drea superficial para as amostras de Al,Ose CaPs foi realizada pelo
método de adsorcdo de nitrogénio/hélio desenvolvido por Brunauer, Emmett e Teller (BET).
Foi utilizado um equipamento modelo NOVA 3200. Esta técnica também foi usada para
determinar o tamanho de particulas por meio da equagdo (3) proposta por Reed (1999),
considerando a particula esférica e sem rugosidade,

6
BET —
DIXSBET . (3)
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Em que: Dggr = diametro esférico equivalente (um); D, = densidade tedrica (g/cm3); e ST =
area superficial (m?/ 2).

A densidade tedrica (Dy) para a alumina foi 5,361 g/cm3 obtida a partir da ficha JCPDS
(52-0278) e para o pirofosfato de célcio foi de 3,121 g/cm3 obtida a partir da ficha JCPDS
(09-0346), contidas no pacote de dados do programa da SHIMADZU. O ensaio foi realizado
no Laboratério de Sintese de Materiais Ceramicos (LabSMaC) da UAEMa/UFCG.

3.1.4.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os aspectos morfologicos das amostras e a microestrutura dos compdsitos foram
analisados por meio de um microscopio eletronico de varredura (MEV, marca Philips, modelo

FEG-XL30), equipado com microanalise da Universidade de Sao Paulo (USP).

3.1.4.7 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

O tamanho e a morfologia das particulas e/ou aglomerados das amostras de Al,Os3 e
CaPs foram analisados por microscopia eletronica de transmissao (MET). Para a anélise foi
utilizado um microscépio eletronico de transmissdo modelo EM420, marca Philips (voltagem
de 120 KV). Este ensaio foi realizado no Laboratério de Caracterizagdo Estrutural (LCE) do

DEMa/UFSCar.

3.1.4.8 Medidas Fisicas

A densidade a verde (g/cm3) das amostras foi determinada pelo método geométrico,
usando a medi¢do da massa (g) por volume (cm?). A densidade das amostras apos sinterizacao
também foi determinada pelo método de imersdo, de acordo com o principio de Arquimedes,
segundo a norma ABNT NBR 6220:2011. O ensaio foi realizado no Laboratério de Sintese de
Materiais Ceramicos (LabSMaC) da UAEMa/UFCG.

3.1.4.9 Compressdo Diametral

O ensaio de compressdo diametral consistiu na aplicacdo de um carregamento por

compressao em amostras cilindricas de 10 mm de didmetro e 5 mm espessura cuja relagdo


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&ved=0CDQQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.abntcatalogo.com.br%2Fnorma.aspx%3FID%3D088802&ei=49DnUd7zOYia8wTO64CIDQ&usg=AFQjCNEVVV3Tpn7Y0D4-FO-oGx6uHhSmPQ
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comprimento/didmetro entre 1 e 2, de modo, que o didmetro da amostra (corpo de prova) € o
dobro da altura. O carregamento foi aplicado em planos paralelos, diametralmente opostos.
Esta configuracio de carga gera um plano de tensdes de tracdo, razoavelmente
uniforme no plano perpendicular ao da aplicagdo da carga. O ensaio de resisténcia a tragdo
por compressdo diametral seguiu a norma ASTM 384-02. A Figura 9 ilustra o teste realizado

no corpo de prova (SCHALCH, 2003).

Figura 9 - Representagdo esquematica do ensaio de compressdo diametral até a fissura.
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Fonte: Schalch, 2003.

A resisténcia a tracdo por compressdo diametral foi calculada pela equacao (4). Onde,
G ¢ a resisténcia a tracdo por compressdo diametral (MPa), P € a carga mixima obtida no
ensaio (kN), D € o didmetro do corpo-de-prova (mm), L. é a altura do corpo-de-prova
(mm).Os ensaios foram realizados no Laboratério de Constru¢io e ambiéncia do
Departamento de Engenharia de Biocomp®ésitos, Pirassununga/USP.
2P

o, = . 4
" DL @)

3.2 ETAPA II — Materiais e Métodos Utilizados para os Ensaios In Vitro e In Vivo para
Implante dos Compésitos Al;O3/CaPs em Coelhos (Oryctolagus Cuniculus).

3.2.1 Materiais

e (élulas odontoblastéides MDPC-23
e Fibroblastos de ratos - CLL I NCTC (ATCC) clone 929 - clone da linhagem L
e Soro fetal bovino (SFB),
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e Antibidtico e antimicético (Gibco)

e Meio minimo essencial (MEM) (Gibco)

e Solucdo tampao de fosfato de sédio (PBS)

e MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazdlio],
e Formazana

e Solvente dimetilsulféxido (DMSO)

e Acetona PA

e Alcool etilico PA

e Anestésico (Xilazina (3 mg/kg IM) e cetamina (2mg/kg IM))

e Cobaias do tipo coelho (Oryctolagus Cuniculus), da ragca Nova Zelandia
e Antisséptico (clorexedina alcodlica a 0,5 %)

e Solugdo fisioldgica a 0,9 %

e Analgésicos, antiinflamatdrios e antibidticos

e Cloreto de potassio (100 mg/kg, IV).

3.2.2 Procedimento In Vitro - Citotoxicidade

Buscando avaliar a viabilidade do uso dos compésitos Al,O3/CaPs como substituto de
perdas Ossea na odontologia bucomaxilofacial foi averiguado a andlise in vitro por meio de
ensaios de citotoxicidade. Este método representa uma simulacdo in vitro da filtracdo e
difusdo dos compdsitos na forma de disco emplacas de cultivo celular. Foi utilizada uma
camara pulpar laboratorial, “In Vitro Pulp Device” (IVPD), fazendo o cultivo de células
odontoblastéides MDPC-23.

Para quantificar o material e/ou seus componentes que se difundem através do
composito (disco), foram utilizados radiois6topos para marcar o material experimental e
medir a concentracdo do material difundido por calorimetria, espectrofotometria, ou

cromatografia (COSTA e SOUZA, 2005).

3.2.2.1 Preparacdo e Manutengdo das Culturas Celulares

A linhagem celular utilizada foi fibroblastos de ratos - CLL I NCTC (ATCC) clone

929 - clone da linhagem L, tecido conjuntivo de camundongo, designado L-929. As células

foram cultivadas em Meio Minimo Essencial (MEM) (Gibco) suplementado com 10 % de



60

Soro Fetal Bovino (SFB), 1 % de antibidtico e antimicético (Gibco) e incubadas em atmosfera
de 5 % de CO, a 37 °C, em garrafas pldasticas Nunc de 25 cm®. As células foram adquiridas do
Laboratério de Cultura de Células do Instituto Adolfo Lutz. Apds serem adquiridas foram
cultivadas no Laboratério de Dinamica de Compartimentos Celulares, da Universidade do
Vale do Paraiba (UNIVAP).

As células foram mantidas, como estoque, em nitrogénio liquido. Partindo deste, foi
preparada uma garrafa de cultura de 25 cm’, contendo 1 mL de cultura de células (10°
células/mL), adicionando-se 2 mL de meio de cultura MEM, enriquecido com 10 % SFB. As
células foram mantidas em estufa com controle automatico de temperatura 37 °C e atmosfera
de 5 % de COa,. O crescimento celular foi acompanhado por meio de observagdo e contagem
em microscopio invertido Olympus CK40. Estas células foram subcultivadas apods
tripsiniza¢do, quando formada uma monocamada confluente.

Ap6s o periodo de 3 minutos com 2 mL de tripsina as mesmas foram retiradas,
adicionando-se 3 mL de meio de cultura MEM suplementado com 10 % de SFB. Deste
volume foram retiradas aliquotas de 1 mL e passados para novas garrafas, adicionando-se
mais 2 mL de meio MEM suplementado com 10 % SFB e incubadas em atmosfera de 5 % de

CO, a37°C.

3.2.2.2 Andlise da Viabilidade Celular Utilizando MTT

Para avaliacdo da viabilidade celular dos macréfagos foi utilizado o método de MTT
[brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio], baseado na capacidade que as
células vidveis t€m de clivar o anel tetrazdlico presente no MTT pela acdo de enzimas
desidrogenases presentes na mitocondria ativa das células, formando cristais de formazana (sal
de coloracdo arroxeada e insolivel em 4dgua), a partir da reducdo do tetrazélio MTT (COSTA e
SOUZA, 2005). Dessa forma, a redu¢do do MTT a formazana, serd diretamente proporcional a
atividade mitocondrial e a viabilidade celular. A Figura 10 mostra a representacio esquematica
da reacdo de reducdo do MTT a formazana (PEDROSA, 2013).

Avalia-se a viabilidade celular partindo do principio que as células vidveis, uma vez em
contato com o MTT, metabolizam o tetrazolio de metiltiazol na mitocdndria, utilizando
enzimas ativas, havendo um acimulo de cristais de tetrazdlio ou formazana, e estes se acumula
no interior da cé€lula e apds a lise celular confere ao meio uma coloragao azul, que pode ser
detectado pela leitura da absorbancia em 540 nm, com filtro de referéncia em 620 nm,

conforme recomendado por Mosmann (1983), utilizando-se a técnica de espectroscopia de
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absor¢do na regido do visivel. Sendo assim, quanto maior a leitura no espectrofotometro maior

o percentual de células vidveis, em relacdo as ndo vidveis.

Figura 10 - Representacdo esquemadtica da reacio de reducdo do MTT a formazana.

MTT Amarelo MTT Fermazana

Fonte: Pedrosa, 2013.

Para realizacio dos testes de citotoxicidade foram prensadas amostras dos compdsitos
Al,O3/CaPs na forma de disco com 4 mm de diametro em prensa hidrdulica marca Carver
com 5 toneladas de modo a se obter o tamanho adequado para ser inseridos em placas de 24
pocos de fundo chato para cultura celular. Foram utilizados um controle positivo (latex com 1
cm?®) material citotéxico, e controle negativo (papel de filtro com 1 cm?) com 100 % de
viabilidade celular (ndo citot6xico). O crescimento celular sem a imersdo dos compdsitos foi
monitorado, para a validacdo do teste. Todas as amostras usadas como controle positivo e
controle negativo apresentaram a mesma area das amostras de Al,O3/CaPs. Todas as amostras
foram esterilizadas utilizando luz ultravioleta por um periodo de 24 horas antes da realizacao
dos testes. Os tempos de incubacdo das amostras variaram entre 24 e 48 horas.

Suspensdes das linhagens celulares L-929 nas concentracdes de 1x10° células/mL
foram semeadas em volumes de 0,3 mL nas placas de cultura de 24 pocos de fundo chato e
0,47 mL de MEM. As placas foram incubadas por 24 horas, a 37 °C em atmosfera dmida com
5 % de CO, para a formacdo da monocamada celular. Depois deste periodo, foram
adicionadas as amostras dos compdsitos, o controle positivo e o controle negativo. Os testes
foram realizados em quintuplicata.

Para a leitura do MTT, ap6s o periodo de incubagdo (24 e 48 horas), os pocos foram
lavados com 300 pL de solucio tampao de fosfato de s6dio (PBS). Em seguida colocaram 200
puL de MTT, numa concentracdo final de 0,5 mg/mL de MTT-formazana, deixando-as
incubadas por um periodo de 1 hora em estufa, sobre protecdo da luz. Apds esta etapa, retirou-

se o MTT, e colocou-se 400 pL do solvente dimetilsulfé6xido (DMSO, Merck, Alemanha)
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sobre os precipitados de formazana. Em seguida, a placa foi mantida em agitacdo por 30
minutos para a solubilizag¢do dos cristais de formazana.

A leitura da absorbancia dos cristais de formazana, diretamente proporcionais a
quantidade de células vidveis, foram medidas utilizando um leitor de ELISA Spectra Count
com comprimento de onda de 570 nm. Leituras do branco foram também realizadas para
determina¢do do sinal de fundo (background). Os dados foram normalizados conforme a

férmula especificada na equagao (5) para o cdlculo da viabilidade celular (VC):

AC —AB
g VC=———7"—x 100
ACCP — AB .

(&)

Onde: VC € a viabilidade celular; AC a absorbancia das células dos compdsitos; AB

absorbancia do branco e ACCP a absorbancia das células do controle positivo.
3.2.2.3 Andlise Estatistica para Citotoxicidade

Os dados estdao apresentados nos graficos com médias e desvios padrdo utilizando um
numero total de cinco amostras. Para a andlise estatistica do estudo de citotoxicidade foi
utilizado o programa Graph Pad Prism®, onde se utiliza a anélise de varidncia a 2 critérios (2-
way Anova), comparando as amostras com o controle negativo para a citotoxicidade (papel de
filtro) material com 100 % de viabilidade celular (ndo citotéxico) e em relagdo aos seus
respectivos tempos de incubacdo. As diferencas foram consideradas significantes entre os
grupos quando apresentaram valores de significancia de 5 % (p < 0,05), 1% (p < 0,01) ou 0,1
% (p < 0,001), onde p é o erro considerado no programa.

A partir dos resultados de citotoxicidade foram escolhidas as amostras de compdsitos

mais vidveis para o estudo in vivo.
3.2.3 Procedimento In Vivo
3.2.3.1 Animais

A implantacdo in vivo foi realizada pela introdug@o dos compdésitos Al,Os/CaPs com
concentracdo de 10 % (10C) e 30 % (30C) do CaPs em cobaias do tipo coelho (Oryctolagus
Cuniculus), da raca Nova Zelandia, sendo utilizados 18 coelhos higidos, adultos, machos,
procedentes do coelhario particular do proprio pesquisador. A idade variou entre 7 € 9 meses

(média 8,1 + 1,11 meses) e o peso entre 1.800 e 3.500 g, com média de 2,511 + 586 g). Todos
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foram mantidos em gaiolas (dois animais/gaiola), recebendo ra¢do comercial balanceada,
cenoura (betacaroteno), capim elefante (Pennisetum Purpureum), folhas verdes e dgua potavel
ad libitum e mantidos em quarentena antes do inicio do procedimento. A desvermifugacdo foi
realizada com ivermectina (0,5 mg/kg) por via subcutinea. A Figura 11 e Tabela 5 ilustram a
localizacdo e uma descricdo detalhada do cronograma de onde foi implantado cada um dos
compdsitos estudados, respectivamente.
Os animais foram divididos ao acaso em dois grupos, cada qual com nove coelhos,
segundo o periodo de eutandsia (30 e 60 dias apds o procedimento cirtrgico):
e Grupo I — Recebeu os compésitos implantados (10C e 30C) e um orificio controle
(padrdo de referéncia) por 30 dias.
e Grupo II — Recebeu os compdsitos implantados (10C e 30C) e um orificio controle

(padrdo de referéncia) por 60 dias.

Figura 11 - Localizac@o da posi¢do onde foram implantados os compésitos 10C, 30C e controle.

Orifico Médio - 10C
"> Orifico Inferior - C

Fonte: Prépria, 2013.

Tabela 5 - Implantacdo dos compdsitos.

Grupo 1 Grupo 11
10C 30C Controle 10C 30C Controle
Orificio Orificio Orificio Orificio Orificio Orificio
médio superior inferior médio superior inferior
Periodo de Eutandsia
30 dias (9 coelhos) I 60 dias (9 coelhos)

Fonte: Prépria, 2013.
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O orificio superior da tibia direita face interna, de cada coelho, tanto para o periodo de
30 e 60 dias de eutandsia, receberam os compdsitos com 30 %, o orificio médio receberam os
compositos com 10 % e o orificio inferior ndo recebeu nenhum compdsito, servido de

controle.

3.2.2.2 Preparagdo dos Compdsitos para Implante

Os compoésitos Al,O3/CaPs (10C e 30C) foram usinados na Unidade Odontoldgica
Marques de Almeida Lima Ltda, situada na Avenida Rio Branco 37- térreo, centro, Campina
Grande - PB), nas dimensoes entre 1 - 2 mm de didmetro, e altura aproximadamente de 5 mm,
para evitar fraturas nas metdfises dos coelhos, quando da realizacdo das trepanacdes
produzidas por brocas cirurgicas sequenciadas com dimensdes aproximadas de 0,9 a 1,5 mm
de diametro. As trepanacdes dssea foi executada com um mandril comercial e um perfurador
manual desenvolvido exclusivamente para esta pesquisa, com o objetivo que a temperatura de
trepanagdo Gssea ndo ultrapassar os 40 °C.

Os compésitos Al,O3/CaPs (10C e 30C) antes de serem implantados foram
desengordurados em ultrassom modelo 712 da marca FISATOM XE 100 rpm com acetona
PA e élcool etilico PA por 10 minutos (cada composito) e em seguida foram secos em estufa
FANEM modelo 315 a 100 °C por 30 minutos e acondicionados individualmente em tubos de
ensaio estéril, hermeticamente fechados e entdo submetidos ao processo de esterilizagdao
usando uma autoclave em Autoclave (Dabi-Atlante D 700 — 19 litros) a 121°C por 20 minutos
da Unidade Odontologica Marques de Almeida Lima Ltda, sendo acondicionada até o

momento das implantagdes cirtrgicas nos coelhos.

3.2.2.3 Procedimento Cirtrgico

O procedimento cirtrgico foi realizado conforme os padroes estabelecidos de Cirurgia
na Policlinica Veterindria de Campina Grande, sob a supervisdo do médico veterindrio
Rodrigo Tavares Jorddo de Vasconcelos CRMV 0828 - PB. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa — CEP da UFCG (ANEXO III).

Cada animal recebeu de forma padronizada dois implantes (compositos 10C e 30C) e
um orificio controle (C) situado na metafise proximal da tibia direita, face interna, conforme
ilustrado na Figura 11 e Tabela 5. No pré-operatério cada animal foi submetido a jejum sélido

por seis horas e liquido por uma hora A tricotomia foi feita com aparelho de tricotomia com
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lamina n° 0, sendo compreendida desde a regido femoral distal até o calcaneo.
Aproximadamente 30 minutos antes do ato operatério foi feita a administracdo de
cefalosporina na dose de (22 mg/kg via intravenosa IV). A medica¢do anestésica consistiu na
associacdo de xilazina 10 mg/kg via intramuscular (IM) com cloridrato de quetamina de
10 mg/kg, misturadas na mesma seringa.

Depois de anestesiado, cada animal foi colocado em decubito lateral direito sobre
colchdo térmico. A antissepsia da drea operatdria foi realizada com clorexedina alcodlica a 0,5
%. Apods a delimitagdo da drea operatéria com campos cirdrgicos, uma incisdo cutanea foi
realizada ao nivel da face medial da crista da tibia direita (Figura 11).

Realizou-se divulsdo do tecido celular subcutdneo e musculo com tesoura curva de
Metzembaun e elevador de peridsteo, expondo-se a tibia. A seguir, foi realizado trés orificios
cortico medulares com broca de 1,5 mm, irrigando-se constantemente com solu¢do salina
isotonica. No sentido cranial para caudal, o primeiro orificio (superior) foi preenchido com o
implante 30C, o segundo orificio (médio) com implante 10C e o terceiro orificio (inferior)
permaneceu sem preenchimento, para controle (Figura 11). Realizou-se sutura em bloco dos
tecidos incisados com fio de ndilon 3 - 0, com o objetivo de reduzir espago morto e fazer a

dermorrafia.

3.2.2.4 Cuidados Pos-Cirirgicos

Os animais foram, colocados nas gaiolas para a recuperagdo da anestesia, em ambiente
silencioso, com pouca luz, com um minimo de manipulagdo, evitando assim estresse dos
animais. A temperatura local foi a ambiente e foram envolvidos em compressas cirdrgicas.
Outros cuidados foram tomados, tais como: limpeza das gaiolas, protecdo nos fundos das
gaiolas gradeadas para evitar fraturas o controle do consumo de 4gua e administracdo de
analgésicos, antiinflamatdrios e antibidticos no periodo pés-operatério quando necessario.

Nos primeiros dias foi feita antissepsia da ferida cirtdrgica com solucdo fisiolégica a 0,9
% até a remog¢do dos pontos de pele, realizada entre o décimo e o décimo segundo dias de
pos-operatorio. A Figura 12, 13 e 14 ilustra o fluxograma de todo o procedimento cirdrgico e

0 pds-operatorio.
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Figura 12 - Procedimento cirdrgico: (a) coelho anestesiado, (b) inciséo, (c) exposi¢do 6ssea, e (d) trepanagao.

Fonte: Prépria, 2013.

Figura 13 - Procedimento cirtrgico: (a) confeccio do defeito, (b) implantagao, (c) sutura, e (d) finalizagdo da
sutura.

Fonte: Prépria, 2013.



67

Figura 14 - Pés-operatério: (a) curativo, (b) pés-operatdrio e (c) retirada dos pontos.

Fonte: Prépria, 2013.

Durante o pds-operatério ndo ocorreu nenhuma perda de cobaias (coelhos) nos dois

grupos operados, gracas a técnica cirdrgica adequada e cuidados gerais acurados.

3.2.2.5 Protocolo de Eutandsia

Ap6s os procedimentos cirtrgicos foram sacrificados por eutandsia 9 coelhos com 30
(Grupo I) e 9 coelhos com 60 dias (Grupo II) A eutanasia foi realizada através da administracio
de anestésico em dose letal, conforme previsto pela Comissio de Etica em Pesquisa — CEP da
UFCG (ANEXO III) projeto aprovado em reunidio extraordindria n°® 2/2011 em 16 de agosto de
2011. Os animais foram submetidos a apds o procedimento cirdrgico. Inicialmente foi feita a
administracdo de xilazina (3 mg/kg, IM) e cetamina (2 mg/kg, IM). Depois de dois minutos
ap6s a inducdo anestésica foi induzida a parada cardiaca por administracdo de cloreto de
potdssio (100 mg/kg, IV).Confirmada a morte, foi removido o membro inferior direito de cada
coelho, que foram radiografadas, realizando-se em seguida remocao das tibias. O descarte dos

coelhos apds eutandsia foi feito por incinerac@o no setor de patologia do Hospital Veterindrio da

UFCG.

3.2.2.6 Remocdo das Tibias

ApOs a parada cardiorrespiratoria dos coelhos, foi desarticulado o membro inferior
direito de cada animal, e em seguida radiografado. Posteriormente as partes moles foram
dessecadas e extraindo-se as tibias, que foram avaliadas macroscopicamente, fotografando-se
os implantes. As tibias foram imersas em frascos de vidro contendo solu¢do de formalina
tamponada a 10 % e enviadas ao laboratério para andlise histolégica. A Figura 15 ilustra o

fluxograma da eutandasia e remogao das tibias.
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Figura 15 - Eutandsia e remocgfo das tibias dos coelhos: (a) anestesia, (b) exposi¢do da tibia, (c) tibias
removidas, (d) tibias no formol, (e) tibia removida e (f) acondicionamento.

Fonte: Prépria, 2013.

3.2.2.7 Colheita e Processamento do Sitio Ciriirgico Pos-Eutandsia

A preparacdo das laminas foi realizada no Laboratério da Pods-Graduagdo em
Anatomia Patolégica da Universidade Federal de Pernambuco, procedendo-se inicialmente a
descalcificagcdo para posterior inclusdo em parafina, corte em micrétomo e coloracao.

O processo de descalcificacdo das tibias foi realizado inicialmente através da imersdo
em solugdo de dcido nitrico a 10 % por seis horas, que foi trocada em seguida por 4cido
nitrico a 2 % por mais 10 horas. Procedeu-se entdo a lavagem das pecas em agua de torneira,
com posterior imersdao em carbonato de calcio por 20 minutos. Testou-se o corte do osso com
navalha de micrétomo, verificando-se sua adequagdo para o processamento histolégico.

Terminada essa etapa, os fragmentos de tibias foram colocados em dlcool a 70 % por
24 horas, em seguida dlcool a 80 % por 30 minutos, depois dlcool a 90 % mais 30 minutos e
finalmente alcool a 100 % por 30 minutos e dlcool xilol nos ultimos 30 minutos. Em seguida,
os fragmentos foram imersos em parafina liquida a 60 % por 40 minutos, incluindo-se o
material em blocos de parafina para corte posterior em micrétomo.

Posteriormente, os blocos de parafina foram cortados em fatias sagitais de cinco

micrometros de espessura, obtendo-se de cada bloco de parafina pelo menos duas laminas



69

N

submetidas a técnica de coloracdo com hematoxilina-eosina. A coloragdo nuclear
(hematoxilina) é progressiva, enquanto a coloracio citoplasmética (eosina) € regressiva, sendo
a técnica de coloragdo mais utilizada universalmente (RIBEIRO e LIMA, 2000). Seu
protocolo segue os seguintes passos: desparafinizacio e hidratacdo; solucdo de hematoxilina —
dois a cinco minutos; lavagem em dgua corrente — um a cinco minutos; solucdo de eosina —
um minuto; lavagem em dgua corrente — trés banhos; dlcoois gradativos: 70 %, 80 %, 90 % e
100 % - cinco banhos, cada; xilol para clarificacdo; montagem em laminula e ENTELAN.

Resultado: nicleos em azul e citoplasma em rosa laranja.

3.2.2.8 Caracterizag¢do Apds Implante

Avaliacdo Radiologica — RX

As radiografias foram realizadas na posi¢do média lateral (ML) do membro operado,
com 30 e 60 dias de pos-operatorio, visando acompanhar o processo de reparacdo Ossea em
torno do implante. Foi utilizado o equipamento de raios X Chemetron Universal X Ray
Easymatic Super 325 da Clinica Radiolégica Dr. Saturnino Nébrega de Campina Grande, com
auxilio da Prof®. Dr". Denise Nobrega Diniz, chefe do setor de radiologia. O aparelho para
emissdo de raios X perpendicularmente mantinha a distancia foco filme padronizada de 30
cm.

Cada uma das 18 radiografias foi analisada separadamente e em conjunto com o seu
referido grupo, onde foram avaliados a neoformagdo dssea, reabsorcdo Ossea e fratura dssea

em torno do implante, de acordo com os parametros descritos na Tabela 6.

Tabela 6 - Escala gradual para avaliacdo do grau de radiopacidade da lesdo dssea produzida experimentalmente
na tibia de coelhos.

Graus de Radiopacidade Valores atribuidos Descricio da reacio dssea
Radiopacidade ausente 0 Auséncia de reagdo periosteal
Radiopacidade discreta 1 Reacdo periosteal apenas nas

bordas da lesdo éssea

Radiopacidade moderada 2 Reacdo periosteal nas bordas

da lesdo com radiopacidade
evoluindo concentricamente
sem consolidacdo completa da
lesdo 6ssea
Radiopacidade acentuada 3 Consolidag@o completa da
lesdo Ossea

Fonte: Azevedo, 2011.
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Na avalia¢do radiogréfica para os 18 coelhos nos dois grupos se tomaram como padrao
para referéncia da radiopacidade, a regido correspondente ao 0sso cortical remanescente (0Sso
original) da tibia dos coelhos. Entdo, de acordo com Azevedo (2011) a auséncia de
radiopacidade (grau 0), indica que em torno do implante existe uma drea radiolicida, que serd
reconhecida por um elo (anel) preto em volta do implante. Grau de radiopacidade discreta o
escore apresenta grau 1, indicando que houve uma discreta reagdo periostal em torno do
implante, sendo visualizado por um elo preto difuso em torno do implante.

Para a radiopacidade de escore grau 2, indica que existe uma atividade osteobldstica
em torno do implante, sendo reconhecido por um elo com cor préxima a da radiopacidade
apresentada pelo osso cortical remanescente (branco). Para a radiopacidade acentuada, com
escore de grau 3, indica que ocorreu a completa reparagdo do osso, de forma que ndo se
observa diferenca entre o osso cortical remanescente e a area do implante ou do local do

orificio controle.

Avaliacdo Histolégica por Microscopia Optica — MO

A andlise histoldgica foi realizada através de microscopico Optico de luz nas lentes
com aumento de 10x e 40x NIKONECLIPSE E200 do Laboratério de Patologia Bucal da
Faculdade de Odontologia de Pernambuco (FOP) da Universidade de Pernambuco (UPE).
Utilizou-se um composito de captura e analise de imagem por um conjunto de pixels —Image-
Pro Plus®. A andlise histoldgica foi realizada pelo Prof. Emanuel Sdvio de Souza Andrade,
avaliando-se a interface osso-implante através dos seguintes parametros:

e Infiltrado e reacdo Inflamatoria.
e Atividade osteobléstica

e Neoformacao Ossea

e Area de fibrose

e (Caracteristicas do implante

Andlise Estatistica para Analise Radiogrdfica

A andlise estatistica dos resultados do experimento in vivo foi realizada utilizando-se o
Medcalc software bvba, versao 12.7 (MEDCALC®, 2013). Para descri¢do de idade e peso dos

coelhos, foram utilizados as médias e seus respectivos desvios-padrao.
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Para comparacio do grau de radiopacidade de acordo com o tipo de compdsito em
relagcdo ao orificio controle, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (ALVES,
2013), o qual € usado para a comparacdo de dois grupos independentes. Neste trabalho, se
comparou inicialmente os escores dos implantes 10C e 30C e em seguida cada um desses com
o orificio controle. Também foram comparados os mesmos parametros de acordo com o
tempo de eutandsia (30 versus 60 dias).

Foram descritas a variacdo, a mediana e o intervalo interquartil (€ aquele que tem por
extremo inferior o primeiro quartil e, por extremo superior, o terceiro quartil e abrange
metade dos elementos do conjunto) para cada grupo e se adotou a margem de erro U (p) nas
decisdes dos testes estatisticos de 5 %, sendo o percentual de credibilidade significativamente

maior, uma vez que p < 0,05. O valor p indica que hé diferenca entre os grupos comparados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdes apresentados nesta tese foram descrito em trés etapas, para
maior clareza e entendimento da mesma. A primeira etapa consistiu na discussdo sobre os
resultados da caracterizacdo da Al,O3; comercial (AC) e do fosfato de célcio (CaPs)
sintetizado. A segunda etapa, enfatizamos a discussdo dos resultados de caracterizacdo dos
compositos de Al,O3/CaPs e por fim, na terceira etapa foi discutido os resultados referentes ao

estudo in vitro e in vivo dos compdsitos visando a aplica¢do na odontologia bucomaxilofacial.

4.1 ETAPA I - Caracterizacdo da Al,O; Comercial e do Fosfato de Calcio (CaPs)

4.1.1 Difragdo de Raios X

Na Figura 16 encontram-se os difratogramas de raios X para amostra de o — alumina

comercial (AC) e da amostra de fosfato de calcio (CaPs) sintetizado e calcinado a 900 °C.

Figura 16 - Difratogramas de raios X: (a) AC e (b) CaPs.
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Fonte: Prépria, 2013.

Observa-se na Figura 16a, a presenca da fase cristalina majoritdria romboédrica da
alumina (Al,O3) (ficha JCPDS 75 — 0783) sob a forma do mineral corindon. Estes resultados
confirmam a caracteristica do material fornecido pela empresa Sumitomo Co. Japan. A fase
corindon € conhecida como a fase mais estdvel da alumina, que € encontrada em temperaturas
acima de 1290 °C (BAGWELL et al., 2001).

De acordo com o difratograma de raios X apresentado na Figura 16b, observa-se a

formacdo da fase tetragonal do pirofosfato de calcio (B-Ca,P,07) (ficha padrio JCPDS 09-



73

0346) como fase majoritdria, além da presenca da hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH),] (ficha
JCPDS 86-0740) e do fosfato tetracalcio [CasO(POy),] (ficha JCPDS 25-1137) como fases
secunddrias. A presenga da fase pirofosfato de cédlcio como fase majoritaria possivelmente foi
consequéncia em virtude de excesso de dcido fosférico, pois durante a preparagao o H3;POy,
(60 mL) deve ser adicionado lentamente a solug¢do de hidréxido de célcio (Ca(OH);) (100 mL)
para atingir a relacdo Ca/P = 1,67.

Se durante a adi¢do do H3PO4 ocorre um excesso desta quantidade a relacdo Ca/P
reduz favorecendo a formacdo de outra fase de fosfato de célcio, no caso deste trabalho foi o
pirofosfato de célcio cuja relagado tedrica de Ca/P = 1,0. Entdo mesmo apds a calcinagdo a 900
°C, a fase do pirofosfato de cdlcio manteve-se presente, havendo inicio de transformagdo de
fase para as fases secunddria da hidroxiapatita e do fosfato tetracalcio.

Este mesmo comportamento foi observado por Rigo et al. (2007) quando estudaram a
obtencdo de hidroxiapatita, visando o uso como bioceramicas na formacdo de cimentos
dsseos. Os autores indicaram que o excesso de 4cido fosférico na sintese por precipitacio leva
ao surgimento de outros sistemas de fosfatos de calcio.

Fook (2005), por sua vez, obteve a HAp como fase majoritaria, usando o método de
precipitacdo e calcinando as amostras a 700 °C, e mostrou que como a adi¢do do dcido
fosférico foi feita com precisdo na quantidade prevista nos célculos estequiométrico foi
possivel obter fosfato de cdlcio na relagcdo Ca/P = 1,67. Fook (2008), também relatou a
sintese da HAp por precipitagdo e calcinacdo posterior a 1100°C. O autor reportou a presenca
da HAp, e tracos de fosfato tricdlcio (TPC). O autor indicou que neste processo possivelmente
houve excesso de 4dcido fosfoérico durante a sintese.

Outros autores como Cunha et al. (2006) e Nair et al. (2009) estudaram também a
sintese de fosfatos de célcio por precipitacdo e também reportaram presenga de outras fases de
fosfatos de calcio além da HAp. Teixeira (2013) sintetizou a HAp por precipitacdo para uso
como material de preenchimento facial. Os resultados mostraram que tanto como sintetizado
como apds sinteriza¢do a 900 °C por 2 h houve apenas a formacio da fase inica da HAp, sem
presenca de nenhum outro sistema de fosfato de célcio. Barros, (2012) também usou o método
de precipitacdo para obtencao de HAP para obtengdo de cimentos endodonticos. Os resultados
indicaram que a HAP sinterizada a 1300 °C por 2 h favoreceu apenas a fase dinica da HAp.

Todos estes trabalhos permitem concluir que o método de precipitacdo € simples,
répido, e eficiente para obter uma grande variedade de fosfatos de célcio. Porém para obter a

z

estequiometria da fase com exatiddo apds a sintese € necessdrio um controle rigoroso da
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forma e quantidade de como o é4cido fosférico € adicionado a solucdo de hidréxido de célcio
(COSTA et al., 2009).

4.1.2 Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios X (EDX)

Por meio da fluorescéncia de raios X foi possivel obter dados semi-quantitativos da
composi¢ao elementar da alumina comercial e do CaPs (Tabela 7). Observa-se que, os valores
encontrados por meio da andlise de EDX para a amostra alumina comercial foram préximos

aos valores tedricos calculados para o 6xido Al;Os, cujos célculos estdo contidos no
APENDICE A.

Tabela 7 - Fluorescéncia de raios X da alumina comercial e do CaPs calcinado a 900 °C/120 min.

Oxidos % Téorica % Experimental

ALO; 100 99,852
BaO - 0,106
ALO; SO; - 0,015
Fe,0; - 0,013
NiO - 0,005
Zn0O - 0,009

P,0s 42,38 56,713

CaO 55,83 38,120

H,O 1,79 n.d.

CaPs Si0, - 3,886
Al,O3 - 0,985

K,O - 0,153

SrO - 0,094

Fe,0; - 0,049

Fonte: Prépria, 2013.

Observa-se que os valores encontrados por meio da andlise de EDX para CaPs
sintetizado e calcinado a 900 °C por 120 min foram distintos dos valores tedricos calculados
para a hidroxiapatita (Ca);o(PO4)s(OH),, cujo calculos estdo contidos no APENDICE B. A
quantidade de o6xido de fosforo (P,Os) experimental foi 25,27 % superior ao valor tedrico,
enquanto que o percentual experimental de 6xido de célcio (CaO) foi 31,12 % inferior ao
estimado teoricamente.

Deste modo, como a percentagem experimental de 6xido de fésforo foi maior quando
comparado com o 6xido de cdlcio experimental, mostra que a fase da HAp nao foi alcangada.
Para obter HAp experimentalmente a percentagem de CaO deve ser superior a percentagem

de P,0s, por isso que a fase obtida reportada nos difratogramas de raios X da Figura 16b foi o
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pirofosfato de célcio, cuja a quantidade de foi maior de que a quantidade de CaO relatada na
andlise de EDX.

Os demais 6xidos observados experimentalmente e que nao constam na composicao
tedrica do CaPs provavelmente sdo proveniente das impurezas. A presenga destas impurezas
também foi reportada por Barros et al. (2012) e Teixeira (2013) quando estudaram a sintese
da HAp por precipitacdo usando os mesmos reagentes quimicos. A descricdo das impurezas

contidas nos reagentes utilizados encontra-se no ANEXO 1.

4.1.3 Espectroscopia na regidao do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Na Figura 17 encontram-se os espectros vibracionais na regido do infravermelho na
faixa de 4000 — 400 cm™' da alumina e do fosfato de célcio (CaPs) sintetizado. Observa-se no
espectro da Figura 17a, uma larga banda de absorcdo em torno de 3500 cm™ correspondente
as vibracdes de estiramento do grupo O-H devido a dgua fisicamente adsorvida e as hidroxilas
superficiais, e bandas de vibragdo de deformacao do grupo O-H em torno de 1630 cm’ e 654
cm™. Estas bandas também foram reportadas por Li et al., (2006); Hassanzadeh-Tabrizi e
Taheri-Nassaj, (2009) quando analisaram p6s ultrafinos de alumina pelo método sol-gel e co-
precipitacdo, respectivamente.

O aparecimento de uma sobreposicdo de picos na regido de baixa frequéncia (1000 —
400 Cm'l), com trés maximos distintos a 842, 492 e 448 cm'l, correspondem as vibracdes de
estiramento do grupo Al-O devido a existéncia de a-Al,Os.

A Figura 17b apresenta o espectro vibracional na regido do infravermelho, na faixa de
4000 — 400 cm™, do fosfato de cdlcio (CaPs) obtido por via umida. As bandas de energia
situadas a 450 e 523 cm™ estdo relacionadas as vibragdes de estiramento P-OH (v7) do grupo
HPO,”, enquanto que a banda situada a 610 cm’! corresponde a vibracdo de deformacdo O-P-
O (v4) do grupo PO,* ou do grupo HPO,”. A banda por volta de 962 cm™' esté relacionada 2s
vibracdes de estiramento simétrico do grupo PO,> (v;). A banda a 1080 cm™ indica vibracdes
de estiramento assimétrico do grupo PO,> (vi). Em 842 cm’' situa-se uma banda
correspondente as vibragdes de estiramento antissimétrico do grupo COs™ (v,). Em 1466 cm’™
estd uma banda de estiramento simétrico do grupo COs> (v)).

As bandas em torno de 2925 cm™ e na faixa de 715 a 750 cm™ estdo relacionadas s
vibragdes de estiramento do grupo C-H, a banda por volta de 1735 cm™ as vibragdes do grupo
C = O, e as bandas situadas a 1165, 1257 e 1377 cm™ estdo relacionadas a vibragdes do grupo

C - O. A banda larga em torno de 3440 cm™ corresponde as vibragdes dos grupos y(O-H), dos
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grupos hidroxilas livres ou ligados a hidrogénio, resultante da dgua fisicamente adsorvida, a
qual ocorre como resultado do uso de KBr higroscépico durante a preparagdo das amostra

para a andlise de infravermelho.

Figura 17 - Espectro vibracional na regido do infravermelho: (a) AC e (b) CaPs.

(a) (b)

Absorbancia (%)
Absorbancia (%)

4000 35I00 30IOO 25I00 20IOO 15I00 10IOO 5(I)0 4000 35'00 30'00 25'00 20'00 15'00 10IOO S(IJO

Comprimento de onda (cm™) Comprimento de onda (cm™)

Fonte: Prépria, 2013.

As bandas que ocorrem nas regides de 1500-1400 cm™ e em 875 cm™ foram atribuidas
ao estiramento assimétrico e deformacdo fora do plano, respectivamente da ligacao C-O, dos
grupos COs %, incorporados a rede cristalina do fosfato. A banda em 875 cm™ também pode
ser resultado da incorporagdo de ions HPO,”. Outras bandas observadas em 1090, 1030 e 963
cm’! correspondem a deformagdo assimétrica do grupo PO,”. A banda visualizada proxima a
605 cm™ corresponde a deformacio assimétrica da ligacdo P-O do grupo PO, e as bandas em
566 ¢ 478 cm’' foram atribuida 4 deformacfo assimétrica P-O(H) do grupo HPO4>".

As bandas observadas para o CAPs calcinado a 900 °C por 2 h foram semelhantes as
bandas reportadas por Fernandes (2007), quando sintetizou fosfatos de calcio puros, partindo
das razdes molares Ca/P de 0,5; 1,0; 1,3 e 1,5 e modificou quimicamente a superficie por
meio de reacdo de silanizacio com o agente silante 3- mercaptopropiltrimetoxissilano,
visando aplicéd-lo na adsorcdo de Cu”* em solugd@o. O autor observou as seguintes bandas: em
3570 cm™ atribuida a vibragdo de estiramento de grupos (OH), tanto da 4gua adsorvida,
quanto dos grupos (OH-) dos fosfatos, e sua deformacdo apareceu em 1637 cm™; entre 3700 e
2600 cm™, a qual foi atribuida 2 dgua fisicamente adsorvida; em 2916 cm™ apareceu uma

banda correspondente ao estiramento do grupo P-O(H).
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Rigo et al., (2007) quando estudaram a obten¢do da HAp por precipitacdo reportaram
estas mesmas bandas sendo nas faixas de: 491 cm'l, 563 cm'l, 603 cm'l, 1043 cm™ € 1088 cm’
' tem-se os picos referentes ao grupamento PO4* cm'l, 636 cm’! e 3574 cm'l, referentes ao
grupamento OH'. A banda em 871 cm’ representa vibracdes moleculares do grupo CO; * 0
que indica a presenca deste grupo na fase, sendo, portanto, hidroxiapatita carbonatada, devido
a substituicdo idnica do carbonato, na estrutura da HA.

Todas as bandas encontradas nas amostras estdo de acordo com as observadas por
Barros et al. (2012) e Teixeira (2013), quando estudaram a sintese de hidroxiapatita
nanocristalina pelo método da precipitacdo. Também as bandas encontradas nas amostras

estdo de acordo com a literatura especializada de caracterizacdo de materiais por FTIR
(SILVERSTEIN et al., 2007).

4.1.4 Distribui¢cdo Granulométrica

Na Figura 18 se encontra os resultados de distribuicdo granulométrica da alumina e
fosfatos de cdlcio, respectivamente. Observou-se que a alumina comercial (Figura 18a)
apresenta uma distribui¢do estreita bimodal com tamanho mediano de aglomerados de 12,48
um. Enquanto que os CaPs (Figura 18b) apresenta uma distribuicdo monomodal, um pouco
mais larga, e com tamanho mediano de aglomerados de 6,14 pm. A alumina comercial

apresentou tamanho mediano de aglomerados duas vezes maior quando comparado com o
CaPs.

Figura 18 - Distribuicio de tamanho de aglomerados: a) alumina comercial e, b) CaPs.
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Este formato da distribuicao de particulas monodal e tamanho de aglomerado de 6,14
um do CaPs obtido neste trabalho foi diferenciado do formato e tamanho de aglomerados
mediano reportado por Teixeira (2013) para as amostras de HAp sintetizadas por precipitacao
e calcinada a 900°C por 2h, cuja distribui¢do foi bimodal, com tamanho de aglomerado
mediano de 10 um. Isto mostra que o tipo de fase obtida alterou a morfologia e tamanho de
aglomerados formados. Porém, estes valores de tamanho de aglomerado foram semelhantes
aos valores reportados por Leeke et al. (2012), quando estudaram o efeito das condi¢des de
processamento na obtencdo de nanoparticulas de hidroxiapatita pelo método sol-gel e

obtiveram aglomerados de 5 um.

4.1.5 Adsorc¢do de Nitrogénio (BET)

Na Figura 19 se encontra representado pela isoterma de adsor¢do/dessor¢cdao de Nj o
resultado da caracterizacdo textural da alumina pura e do fosfato de cédlcio. De acordo com a
classificacdo da IUPAC (GREGG e SING, 1982), observa-se para a alumina (Figura 19a) um
perfil de isoterma do tipo IV, que € caracteristico de materiais mesoporosos (dimensao de
poros entre 2 e 50 nm), e, também, um discreto loop de histerese do tipo H3, caracteristicos de

poros em fendas originérios de agregados de particulas.

Figura 19 - Isotermas de adsor¢ao/dessor¢do de nitrogénio: (a) alumina e (b) fosfato de célcio.
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Fonte: Prépria, 2013.

Observa-se mediante a Figura 19b, um perfil de isoterma do tipo II, que ¢é
caracteristico de materiais macroporosos (dimensao de poros de 50 nm). Porém o loop de
histerese foi do tipo H3, caracteristicos de poros em fendas origindrios de agregados de

particulas, semelhante ao observado para a amostra de alumina comercial.
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Na Tabela 8 encontram-se os valores de drea superficial (Sggr), raio de poro (Rp),
volume de poro (Vp) e tamanho de particula (Dggr) referente a alumina e ao fosfato de célcio.
Observa-se que a alumina possui uma drea superficial cerca de 76,3 % maior que a area
superficial do fosfato de cdlcio, resultando em um volume de poro (Vp) e raio de poro (Rp),
também 80 e 19,52 % superior que o do fosfato de cdlcio. Consequentemente, o tamanho de
particula da alumina, cujo valor foi 99 nm, foi inferior 81,35 % que o do fosfato de célcio,

cujo valor foi 531 nm.

Tabela 8 - Valores de area superficial (Sggr), raio de poro (Rp), volume de poro (Vp) e tamanho de particula

(DBET)-
Amostras Sger (M7/g) Rp (A) Vp (cm’/g) Dggr (nm)
AC 15,25 19,41 0,020 99
CaPs 3,62 15,62 0,004 531

Fonte: Prépria, 2013.

Kikawa et al. (2009) quando obtiveram hidroxiapatita e fosfato octacélcio utilizando o
mixer de célcio e fosfato, observaram valores de drea superficial 22,84 e 86,6 mZ/g, para o
fosfato octacalcio e hidroxiapatita, respectivamente. O valor de drea superficial para o CaPs
obtido neste trabalho, foi inferior ao valor observado por Kikawa et al. (2009). Os autores
observaram um volume de poros maior quando comparado com o CaPs.

Para a amostra de alumina comercial AC verifica-se que o resultado de area superficial
foi semelhante ao valor de 13,6 m%/g reportado pelo fabricante Sumitomo Co. Japan, e por

Chinelatto et al., (2009) que foi de 12,10 m*/g.

4.1.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A Figura 20 e 21 apresenta as micrografias da alumina comercial (Al,O3) e do CaPs
sintetizado obtidas a partir da microscopia eletrnica de varredura (MEV). Mediante a
micrografia Figura 20a, pode-se observar a formacdo de aglomerados na forma de flocos
porosos ovulares, de tamanho inferior a 20 pm, com uma distribuicio de tamanho
relativamente pequeno, constituidos de particulas finas. Por meio da Figura 20b, se observa
em aumentos maiores que as particulas t€ém formatos aproximadamente esféricos e sdo
menores que 130 nm, com porosidade interparticula.

Estes valores sdo bastante préximo ao tamanho de particula reportado pelo fabricante
Sumitomo Co. Japan para a alumina AKP-53 que foi 2 pm (200 nm) e também semelhante ao

resultado reportado por Chinelatto et al., (2009) quando investigaram a influéncia do
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tratamento térmico em amostra de alumina submetida a moagem de alta energia que foi de

135 nm.

Figura 20 - Micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura da alumina: (a) escala 20 um e; (b)
escala 500 nm.
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Fonte: Prépria, 2013.

Figura 21 - Micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura do CaPs: (a) escala 20 um e; (b) escala
500 nm.
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Fonte: Prépria, 2013.

Mediante a Figura 21a, se observa a formagdo de aglomerados na forma de esponja
irregulares, e com uma larga distribuicao de tamanho e na Figura 21b, se verifica que estes
aglomerados sdo constituidos de particulas com inicio de pré-sinterizacdo e em torno de 500

nm, e com baixa porosidade interparticula.
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4.1.7 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A Figura 22 e 23 apresenta as micrografias em campo claro obtidas por microscopia
eletronica de transmissdao (MET) e o padrao de difracdo para a—Al,O3; comercial e para o
CaPs sintetizado, respectivamente. Observa-se mediante a Figura 22a e 22b, uma morfologia
homogénea, constituida de particulas com formato aproximadamente esférico com tamanho
variando de 67 a 175 nm, e tamanho médio de 128 nm. No padrao de difragdo de elétrons
observam-se anéis com orientacdo desordenada, sugerindo a presenca de particulas
nanométrica. A abertura selecionada permitiu revelar os principais anéis correspondentes a
estrutura da alumina. Esta caracteristica também foi reportada por Toniolo (2004), quando
avaliaram a sintese de pds de alumina nanocristalina por combustdo em solugao.

Chinellato et al., (2009) quando investigaram a influéncia do tratamento térmico em
amostra de alumina AKP-53 fornecida Sumitomo Co. Japan e submetida a moagem de alta
energia revelaram a presenga de pds muito fino com tamanho de particula variando de 10 —
50 nm mais também particulas largas de 120 nm. Estes resultados mostraram ser semelhantes

ao reportado neste trabalho de tese.

Figura 22 - (a) e (b) MET em campo claro, (c) padrio de difracdo da alumina comercial.

Fonte: Prépria, 2013.

Nas micrografias do CaPs (Figura 23a e 23b) observa-se particulas com formato
irregular, pré-sinterizadas (sem porosidade interparticula) e aglomerada. No padrio de
difracdo (Figura 21c) se observa anéis concéntricos, bem definidos que correspondem a
familia de planos {hkl} pertencentes a fase do CaPs, comprovando que o material € cristalino.
Segundo Toniolo (2004), quanto mais continuos os anéis do padrdao de difracdo, € de se
esperar que mais cristalino e maior o tamanho de cristalito da amostra.

As particulas dos CaPs obtido via método direto apresentaram tamanho 58,67%

inferior ao tamanho de particula reportado por Volkmer et al. (2007), quando obtiveram pos
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de a-fosfato tricdlcio por meio do método de sintese por combustdo, tendo como precursores
de reacdo o nitrato de cédlcio (Ca(NOs),) e o fosfato de amdnia bibédsico ((NH4),HPO,), que
foi de 60 nm. Desta forma, verifica-se que pelo método de via direta foi mais eficiente na

obtencao de particulas nanométricas.

Figura 23 - (a) e (b) MET, e (c) padrao de difragao para CaPs.

Ry .

Fonte: Prépria, 2013.

4.2 ETAPA II - Conformacido, Sinterizacdo e Caracterizacio dos Compdsitos
AL O3/CaPs

Nesta etapa € apresentado o resultado da caracterizacdo por medidas fisicas, DRX,

EDX, MEV e compressdo diametral dos compdsitos obtidos apds sinterizacdo a 1350°C.

4.2.1 Medidas Fisicas

Os parametros de massa Umida, massa seca e massa imersa dos compoésitos
sinterizados para determinacdo da densidade e porosidade aparente pelo método de
Arquimedes encontram-se no APENDICE H. Os cilculos da densidade tedrica para cada
compdsito obtido estdo contidos no APENDICE 1.

A Tabela 9 exibe os resultados de densidade teérica (Dy), densidade aparente (D,),
porosidade aparente (P,) e sua respectiva densidade relativa (D,/D;) para os compodsitos
Al,O3/CaPs sinterizados 1350 °C. Pode-se observar que a densidade aparente, para Al,O3 foi
95 % da densidade tedrica reportada na ficha cristalografica JCPDS 75-0783, indicando uma
boa densificagdo (sinterizagdo acompanhada por retracao do corpo-de-prova) da amostra, com
baixa presenca de porosidade intergranular, em torno de 6,2 %.

Por outro lado, observa-se que a medida que se aumentou a percentagem do CaPs na

matriz da Al,O3, houve uma reducio de 6,7 % na densidade aparente e consequentemente um
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aumento de 76 % na porosidade aparente, quando comparamos alumina pura (AC) com o
compdsito com maior concentragdo de CaPs (30C ou seja, 30 % de CaPs). A menor densidade

aparente de 2,36 g/cm3 e maior porosidade aparente de 26,0 % foram para o compdsito 30C.

Tabela 9 - Resultados de densidade aparente (D,), densidade relativa (D,/D,) e porosidade aparente (P,) para os
compositos Al,O3/CaPs sinterizados 1350 °C.

Amostras D, D, D./D, P,

(e/em’) (g/cm?) (%) (%)
AC 4,01 3,81 95 6,2
5C 3,96 3,66 92 9,4
10C 3,92 3,05 77 15,8
15C 3,87 2,79 72 16,2
20C 3,82 2,56 67 14,5
30C 3,74 2,36 63 26,0

Dt = densidade teérica de cada compésito encontra-se detalhado no APENDICE I.
Fonte: Prépria, 2013.

A reducdo na densidade aparente dos compoésitos com o aumento da concentracdo do
CaPs na Al,Os3 € justificado principalmente pela morfologia do CaPs sintetizado. Na Tabela 8,
observa-se que o tamanho de particula do CaPs foi 531 nm, o que corresponde a
aproximadamente 5 vezes superior ao valor do tamanho de particula da Al,O3 (99 nm). Estes
valores também estdo em concordancia com os valores de tamanho de particula calculado
pelo MET, onde se observa que as particulas do CaPs estdo aglomeradas e formada por
particulas de tamanho superior ao da Al,Os.

Esta diferenca na morfologia do CaPs em relacdo a Al,Os, proporciona maior
dificuldade para densificacdo dos compdsitos durante a sinterizacdo, visto que os aglomerados
do CaPs por serem grandes possuem baixa energia superficial, € podem se alojar entre graos
de Al,O3; impedindo o crescimento de graos e eliminag¢do da porosidade intergranular. Desta
forma, a introducdo do CaPs na matriz da Al,O3; proporcionou uma reducdo na densidade
aparente, por consequéncia da presenca de poros ndo eliminados na microestrutura durante a

sinterizagcdo

4.2.2 Difragdo de Raios X

Na Figura 24 encontra-se ilustrado os difratogramas de raios X dos compdsitos
Al,O3/CaPs sinterizados a 1350°C. Observa-se na Figura 24a, a presenga da fase cristalina
romboédrica da a-Al,Osidentificada pela ficha cristalografica JCPDS 75 — 0783, sob a forma

do mineral corindon.
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Figura 24 - Difratogramas de raios X dos compdsitos sinterizados a 1350°C: (a) AC, (b) 5C, (c) 10C, (d) 15C,
(e) 20C e (f) 30C.
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Fonte: Prépria, 2013.

Para as Figuras 24b a 24f, compdésitos com adicdo do CaPs, observou-se a presenca da
fase a-Al,Os e presenca da fase B-Ca,P,07 identificado de acordo com a ficha JCPDS 09 -
0346. Importante ressaltar que o CaPs identificado pela fase f-Ca,P,0O7 foi a fase majoritaria
presente na amostra de CaPs sintetizada reportado na Figura 16b, indicando que a sinterizacao

a 1350 °C, ndo alterou a estrutura do CaPs.
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4.2.3 Fluorescéncia de Raios X (EDX)

Na Tabela 10 encontram-se os resultados dos percentuais de 6xidos presente tedrico e
determinado por fluorescéncia de raios X (EDX) em todas as amostras de compdsitos
estudadas. Os célculos tedricos do percentual de cada 6xido presente para cada compdsito
com as diferentes concentragdes utilizadas encontram-se nos APENDICES A ao G. Os
calculos foram feitos considerando o grau de pureza dos reagentes utilizados na sintese do
fosfato de célcio 98 %, ou seja, 2 % correspondem as impurezas. No ANEXO I encontra-se a
relacdo das impurezas presentes nos reagentes quimicos utilizados.

Observa-se que, para a alumina comercial pura (sem presenca de fosfato de cdlcio) a
percentagem de 6xido experimental é bem proxima do valor tedrico. A diferenca observada
foi de apenas 0,148 %, que possivelmente pode ser atribuida devido a presenca de impurezas

contidas no equipamento durante a anélise.

Tabela 10 - Percentuais de 6xido presente tedrico e determinado por fluorescéncia de raios X (EDX) para os
compdsitos Al,O3/CaPs sinterizados a 1350 °C e para 100 % do CaPs. T — tedrico; E — experimental; D —
diferenca entre o percentual tedrico e experimental; e [ — percentagem total de impurezas detectadas por EDX.

<. H,0*
Oxidos AL, O3 CaO P,0s5
Propor¢do Impurezas
ALOs:CaPs | T E D T E D T E D T
AC 100 99,852 0,148 0 0 0 0 0 0 0 0,148
CaPs 0 0 0 55,83 38,12 17,71 | 42,38 56,71 14,33 | 1,79 5,17
5C 95 93,66 1,34 2,80 2,36 0,44 2,12 3,17 -1.05 | 0,090 0,81
10C 90 87,26 2,74 5,59 3,82 1,77 4,24 7,11 -2,87 | 0,179 1,81
15C 85 81,31 3,69 8,38 7,43 0,95 6,36 10,32 -3,96 | 0,269 0,94
20C 80 8240 -240 | 11,17 5,28 5,89 848 10,95 -2,47 | 0,358 1,37
30C 70 74,15 -4,15 | 16,75 8,84 791 | 12,772 14,83 -2,11 | 0,537 2,18

I — impurezas detectadas no FRX: NiO, Fe,0;, Sm,0;, ZnO, K,0, Cr,0;, SiO,, C0,0;

* - O célculo tedrico experimental para H,O ndo foi determinado.

Fonte: Prépria, 2013.

Para os demais compdsitos, no qual foi avaliada a introdugdo do fosfato de célcio,
observou-se que, a percentagem experimental de 6xido de fésforo foi maior quando
comparado com o 6xido de cdlcio. Para os célculos teéricos da hidroxiapatita, observa-se que
a percentagem de 6xido de cdlcio é maior em relagdo ao fosfato, para obter a relacdo Ca/P
igual a 1,67. E para obter a relacdo Ca/P igual a 1,67 seria necessario que a percentagem de

célcio fosse maior em relacdo a percentagem de fésforo. Isso mostra que, ions de fésforo
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reagiram mais em relacdo a fons de célcio. Estes resultados estdo compativel com os
resultados reportados na Tabela 7 para o CaPs como sintetizado e a Al,O3 (AC).

Observou-se para o compdsito 20C, com 20 % de fosfato de célcio, que a percentagem
experimental de 6xido de alumina que era pra ser em torno de 80 %, apresentou um aumento
2,39 %. O mesmo ocorreu com o compodsito 30C, com 30 % de fosfato de cdlcio, a
percentagem experimental de 6xido de alumina que era pra ser em torno de 70 %, apresentou
um aumento 4,15 %.

Os demais 6xidos observados experimentalmente e que ndo constam na composi¢do
tedrica do CaPs provavelmente sdo proveniente das impurezas contidas nos reagentes para
obtencdo do fosfato de célcio. A descri¢do das impurezas contidas nos reagentes utilizados

encontra-se no ANEXO I.
4.2.4 Microscopia Eletronica de Varredura

As Figuras 25 a 30 exibem as micrografias obtidas por microscopia eletronica de
varredura (MEV) da superficie fraturada para a amostra de alumina (AC) e para os
compositos SC, 10C, 15¢, 20C e 30C, respectivamente, sinterizados a 1350 °C.

Na Figura 25 observa-se uma microestrutura homogénea com particulas de formato
aproximadamente hexagonais com tamanho variando de 0,5 a 0,19 um e tamanho médio de

0,34 um. Pela Figura 25b, observa-se presenga de poros de formato esférico intergranular.

Figura 25 - Micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura da alumina AC; (a) escala 5 um
e; (b) escala 1 pm.
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Fonte: Prépria, 2013.
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Na Figura 26a observa-se uma microestrutura heterogénea com duas regides distintas,
uma regido com grdos maiores e outra de grdos menores, com graos de formato
aproximadamente hexagonais com tamanho variando de 0,3 a 0,8 um e tamanho médio de
0,53 um. Na Figura 26b, observa-se ainda a presenca de poros de formato esférico

intergranular.

Figura 26 - Micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura do compésito

5C; (a) escala S um e; (b) escala 1 pm.
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Fonte: Prépria, 2013.

Na Figura 27a observa-se uma microestrutura heterogénea com particulas de formato
aproximadamente hexagonais com tamanho variando de 0,28 a 0,77 um e tamanho médio de
0,57 um. Na Figura 27b, observa-se ainda a presenca de poros de formato esférico

intergranular.

Figura 27 - Micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura do compdsito 10C; (a) escala 5 um e;
(b) escala 1 um.
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Fonte: Prépria, 2013.
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Na Figura 28a, observa-se uma microestrutura heterogénea com particulas de formato
aproximadamente hexagonais com tamanho variando de 0,4 a 0,76 um e tamanho médio de
0,59 um e presenca de poros de formato esférico intergranular. Observa-se ainda que, o

aumento de CaPs na matriz Al,O3, causou um aumento do crescimento de graos e poros.

Figura 28 - Micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura do compésito 15C; (a) escala S um e;
(b) escala 1 um.
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Fonte: Prépria, 2013.

Na Figura 29a, observa-se uma microestrutura heterogénea com particulas de formato
aproximadamente hexagonais com tamanho variando de 0,23 a 1,04 um e tamanho médio de
0,73 um e presenga de poros de formato esférico intergranular e presenca de poros também
intragranular. Observa-se ainda que, o aumento de CaPs na matriz Al,O3;, causou um

aumento irregular no crescimento de graos e poros.

Figura 29 - Micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura do compdsito 20C; (a) escala 5 um e;
(b) escala 1 um.
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Fonte: Prépria, 2013.
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Na Figura 30a, observa-se uma microestrutura heterogénea com particulas de formato
aproximadamente hexagonais com tamanho variando de 0,41 a 1,43 pum e tamanho médio de
0,85 um e presenca de poros de formato esférico intergranular e intragranular. Observa-se
ainda que, o aumento de CaPs na matriz Al,Os, causou um aumento irregular no crescimento

de graos e poros.

Figura 30 - Micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura do compésito 30C; (a) escala 5 um e;
(b) escala 1 um.
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Fonte: Prépria, 2013.

Analisando conjuntamente as Figuras de 25 a 30 observa-se que a introdugdo do
fosfato na matriz alumina causou um aumento no tamanho de grio e na porosidade, e
observa-se que nos compésitos 20C (Figura 29) e 30C (Figura 30) existe a presenca de
porosidade intergranular e intergranular. As micrografias dos compdsitos Al,Os/CaPs
confirmam o aumento da porosidade aparente reportado na Tabela 9. O crescimento irregular
dos poros causou um decréscimo na resisténcia mecanica do compdsito, ou seja, com 0
aumento da concentracdo do CaPs na matriz alumina, observou-se maior crescimento dos
poros e isso possivelmente afetou a resisténcia mecéanica do compdsito.

De modo geral, a introdu¢do do fosfato de cdlcio na alumina proporcionou um
aumento no tamanho de grdo e da porosidade, além de se observar um aumento na
heterogeneidade da microestrutura. As formagdes dos poros sdo benéficas no aspecto de
aplicacdes biotecnoldgicas, visto que os poros permitem a circulagdo do fluido fisioldgico
quando € usado na superficie de um biomaterial.

Zhang e Zhang (2002) quando estudaram compositos de fosfatos de calcio com
quitosana, observaram que a macroporosidade presente nas amostras promovia caminhos de
acesso para o crescimento do tecido &sseo, que facilmente penetrava pelos poros,

estabelecendo o processo de osteoconducdo. E que o preenchimento dos poros pelo novo
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tecido 6sseo pode promover um forte entrelacamento osso-implante, conferindo um aumento
da resisténcia mecanica do implante.

A fracdo de poros pequenos detectada nos compdsitos pode contribuir para o efeito de
rugosidade superficial que influencia de maneira positiva na dindmica de adsorcdo celular e
resposta celular osteogénica. Poros com dimensoes préoximas de 5 um, ainda podem facilitar a
difusdo i6nica que ocorre inicialmente entre a superficie do implante e o plasma sanguineo,
estabelecendo a formagdo de cargas que definirdo o tipo de interface formada (MEREDITH et
al., 2007).

As Figuras 31 a 35 ilustram o mapeamento dos ions presentes na estrutura dos
compositos Al,O3/CaPs nas concentracdes de CaPs de 5, 10, 15, 20 e 30 % em peso
sinterizado a 1350 °C. Para todos os compositos avaliados, observou-se a presenga dos ions
de Al, O, P, e Ca presentes na composi¢do dos compositos contendo CaPs.

Para o compésito 5C, observa-se que os fons de Al, O, e P (Figura 31b, 31c e 31d)
estdo bem distribuidos. Porém para o ion Ca (Figura 31e), o qual foi observado em menor
concentracdo verificam-se regides com formacao de clauters (aglomerados) destes ions.

Para todos os demais compositos (10C, 15C, 20C e 30C, Figuras 32, 33, 34 e 35)
verificou-se um comportamento semelhante, ou seja, a distribui¢do dos fons de Al, O e P bem
uniformes mostrando uma boa dissolu¢do do CaPs na Al,O; para formar o compdsito,
enquanto que para o ion de Ca observou-se a formacao de clausters (aglomerados). Apenas o
composito 20C, com 20 % de CaPs, Figura 34, mostrou um comportamento diferenciado dos
demais. Isto €, para este compdsito os fons de Al mostraram uma distribui¢cao ndo uniforme, o
que ocasionou também uma nao uniformidade da distribui¢ao dos ions de O.

Para os ions de fosforo (P) observou-se uma boa uniformidade, enquanto que o célcio
(Ca) foi observado a formacao de clauters (aglomerados) mostrando uma nao uniformidade
na distribuicdo. Este comportamento diferenciado dos demais compdsitos pode ter sido
causado durante o processo de mistura e compactacdo das amostras. O que pode ter levado, a
diferengas na microestrutura e na densidade e porosidade final das amostras, assim, como
alterar o comportamento mecanico. De forma geral, verificou-se que o aumento do CaPs

levou a um aumento na formacao de clauters de ions de célcio.
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Figura 31 - Mapeamento dos {ons presentes no compdsito 5C: (a) micrografia da regido da amostra onde foi
realizado o mapeamento; (b) fons de oxigénio (O); (c) ions de aluminio (Al); (d) fons de fésforo (P); (e) ions de
célcio (Ca).

Fonte: Prépria, 2013.
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Figura 32 - Mapeamento dos fons presentes no compdsitol0C: (a) regido da amostra onde foi realizado o

mapeamento; (b) fons de oxigénio (O); (c) fons de aluminio (Al); (d) fons de fésforo (P); (e) ions de cdlcio (Ca).
- e - .._':' . : E

Fonte: Prépria, 2013.
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Figura 33 - Mapeamento dos fons presentes no compdsitol5C: (a) Regido da amostra onde foi realizado o
mapeamento; (b) fons de oxigénio (O); (c) fons de aluminio (Al); (d) fons de fésforo (P); (e) fons de célcio (Ca).

Fonte: Prépria, 2013.
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Figura 34 - Mapeamento dos fons presentes no comp6sito20C: (a) Regido da amostra onde foi realizado o
mapeamento; (b) fons de oxigénio (O); (c) fons de aluminio (Al); (d) fons de fésforo (P); (e) fons de célcio (Ca).

o — . 2 T, ™ 4 7

Fonte: Prépria, 2013.
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Figura 35 - Mapeamento dos fons presentes no compdsito30C: (a) Regido da amostra onde foi realizado o

mapeamento; (b) fons de oxigénio (O); (c) fons de aluminio (Al); (d) fons de fésforo (P); (e) fons de calcio (Ca).

Fonte: Prépria, 2013.

4.2.5 Compressao Diametral

A Figura 36 ilustra os valores de resisténcia 4 compressao da alumina comercial (AC)
e dos compésitos (5C, 10C, 15C, 20C e 30C) Al,O3/CaPs sinterizados a 1350°C. Observa-se
que a alumina, amostra designada AC, apresentou compressao diametral de 114,92 + 16,5
MPa, e que a introdu¢@o do CaPs na matriz alumina proporcionou uma redugdo nos valores da
compressao diametral para 97,19 £+ 20,99; 42,12 + 6,24; 29,08 + 12,39; 25,85 £2,.8 ¢ 21,86 +
8,8 MPa, respectivamente. Comparando-se os valores de compressdo diametral da amostra

AC com os demais compdsitos, ou seja, quando da introdugdo do CaPs, verificou-se uma
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queda na compressdo diametral 15; 63; 75; 77 e 81 %, para os compésitos SC, 10C, 15C, 20C

e 30C, respectivamente.

N

Figura 36 - Valores experimentais médios da resisténcia mecénica a compressdo referente aos compdsitos
A1203/CaPs.
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Fonte: Prépria, 2013.

Esta reducdo acentuada, observada na compressdo diametral com a introdugdo do
CaPs, pode ser explicada pelo aumento da porosidade, assim como pelo aumento no tamanho
de grao e heterogeneidade na microestrutura com o aumento do CaPs na matriz de alumina.
Os resultados de medidas fisicas comprovam e colaboram com os resultados morfolégicos e
mecanicos.

O compdsito com maior concentracdo de CaPs, 30C, apresentou menor valor de
compressao diametral de 21,86 + 8,8 MPa, essa redugdo era esperada devido a caracteristica
morfolégica do CaPs que foi muito diferente da morfologia da alumina. Porém, mesmo com
esta reducdo o valor de resisténcia mecanica a compressao obtido para o compdsito 30C foi
adequado para uso em aplicagdo para implantes em drea densas onde necessita da propriedade
do CaPs associado a uma boa resisténcia mecanica do material. Essa redugdo pode ter se dado
em virtude da presenga de poros presentes nos compoésitos Al,O3/CaPs.

Comparando o valor de resisténcia a compressdao dos compdsitos verifica-se que se
encontra dentro da faixa de valores reportados para bioceramica HAp porosa (2-100 MPa)
reportado por Suchanek e Yoshimura, (1998). Estes valores também se encontram dentro da

faixa de valores de resisténcia a compressao reportados por Stok et al., (2011), quando
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estudaram substitutos 6sseos registrado na Holanda para uso no trauma e cirurgia ortopédica.
Os valores reportados pelos autores foram na faixa de 1 — 55 MPa dependendo do tipo de
fosfato de cdlcio no material comercial.

Avaliando em termos de resisténcia mecanica a compressao do osso humano
trabecular, pode-se dizer que os valores encontrados neste trabalho para os compdésitos 15C,
20C e 30C em estudo estdo dentro da faixa de valores de resisténcia a compressao por
cisalhamento reportada por Sanyal et al., 2012 que foi de 1 — 30 MPa. Os demais compdsitos
5C e 10C apresentaram valor superior de resisténcia a compressao comparado com do 0sso
humano.

Os valores encontrados neste estudo para os compositos de Al,O3/HAp com menores
teores de HAp (AC, 5C e 10C) estdo também compativeis com os valores de resisténcia a
compressio encontrados para o osso cortical de criancas e adultos reportados por Ohman et
al., (2011) que foram entre 50 e 180 MPa para criangas, e na faixa de 120 a 250 MPa para os
adultos.

Com base nestes estudos pode-se dizer que os compdsitos em estudo sdo todos
promissores para aplicacdo na traumatologia bucomaxilofacial, visto terem apresentada
resisténcia mecanica compativel com a resisténcia mecanica a compressiao apresentado pelo

0sso humano.

4.3 ETAPA III - Procedimento In Vitro e In Vivo para Implante dos Compositos
AlL,O3z/CaPs

4.3.1 Procedimento In Vitro — Citotoxicidade

Na Figura 37 ilustra a andlise MTT dos compositos, controle negativo e controle
positivo para citotoxicidade. Os dados foram normalizados de acordo com a equacdo 7 citada
no item 3.2.2.2 da metodologia .

Mediante a Figura 37 percebe-se que os grupos contendo compdsito 0C
(correspondente a Al,O3 pura sem adicdo de CaPs) ou com os respectivas adi¢cdo de CaPs,
compositos 5C, 10C, 15C, 20C e 30C ndo apresentam citotoxicidade se comparados ao
controle negativo (papel de filtro). No entanto, para validar o teste MTT, verifica-se
claramente que o controle positivo para a citotoxicidade (luva de latex) apresentou
citotoxicidade, ocorrendo morte celular. Apds 24 horas de incubag¢do o controle positivo,

ocorreu um decréscimo de 47 % no numero de células vidveis, valor este que aumentou para
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62 % apds 48 horas. Estes valores se comparados ao controle negativo, observa-se uma

diferenca estatistica extremamente significante (p < 0,001).

Figura 37 - Viabilidade celular apresentada para os compdsitos. Como controle positivo para a citotoxicidade -
luva de latex. Para o controle negativo para a citotoxicidade - papel de filtro. Amostras coletadas com o n = 5. *
p <0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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Fonte: Prépria, 2013.

A amostra correspondente a Al,O3; pura sem adicdo de CaPs, assim como os
compositos com adi¢do de CaPs, ndo apresentaram diferencas estatisticas significantes em
relacdo ao controle apos 24 horas de exposi¢dao, mesmo verificando que os compdsitos 5C,
15C e 20C apresentaram viabilidade celular acima do controle negativo. No entanto, ap6s 48
horas de incubagdo, verificaram-se diferencas estatisticas significantes para todos os grupos
analisados, sendo mais significativa (p < 0,01) para a amostra AC e os compositos 5C, e 10C.
Para os compositos 15C, 20C e 30C a viabilidade foi superior mais proxima a viabilidade
celular apresentada pelo controle negativo. Todos os compodsitos, de forma geral,
apresentaram valores maiores de viabilidade celular em rela¢do ao controle negativo, podendo
ser sugerido que os compdsitos em estudo possam estar estimulando a proliferacdo celular.

A Tabela 11 mostra os valores de viabilidade celular determinados para os compdsitos
usando como controle positivo para a citotoxicidade a luva de latex e para o controle negativo
para a citotoxicidade o papel de filtro para periodo de incubacdo de 24 e 48 horas. Pode-se

verificar que para o tempo de incubagdo de 24 horas todos os compdsitos apresentaram
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viabilidade celular, visto que estatisticamente foram préximos ao valor de viabilidade celular
do controle negativo. Ressaltando um aumento de 4,0; 6,0 e 4,0 % para os compdsitos 5C,

15C e 20C, comparando ao controle negativo.

Tabela 11 - Valores de viabilidade celular (VC) para os compdsitos, controle positivo (CP)e controle negativo
(CN) para periodo de incubagdo de 24 e 48 horas.

Compdsitos VC - periodo de 24 horas VC- periodo de 48 % VC em relacao ao % VC em

(%) horas (%) CN- periodo de 24 relagdo ao CN
horas - periodo de
48 horas
AC 97 +8,33 143 +1,39 -3,0 30,0
5C 104 + 1,81 123 +1,87 4,0 19,0
10C 97 £2,02 146 £2,02 -3,0 32,0
15C 107 £ 1,88 109 £ 0,55 6,0 8,0
20C 100 +2,88 104 + 1,00 4,0 4,0
30C 95 £2,54 109 £2,99 -5,0 8,0
Controle 100 £ 1,05 100 £ 0,97 0,0 0,0
negativo
Controle 53+1,51 38+2,29 47,0 -62,0
positivo

Fonte: Prépria, 2013.

Analisando o tempo de incubagdo de 48 horas, verifica-se que todos compdsitos
apresentaram viabilidade celular superior ao controle negativo, destacando-se a amostra AC e
os compositos SC e 10C com percentual de aumento de viabilidade celular em relagdo ao
controle negativo de 30; 19 e 32 %, respectivamente.

Os estudos de viabilidade celular realizada na amostra de alumina (AC) e nos
compositos foram semelhante aos resultados reportados por Afzal et al., 2012, quando
avaliaram a viabilidade celular de biocompdsitos de HAp-Al203-YSZ sinterizados por spark
plasma, avaliada utilizando fibroblasto de células 1.929 e também semelhantes aos resultados .

Estes resultados nos mostram também que a Al,O3 é um material nao citot6xico assim
como a mistura dos fosfatos sintetizadas (CaPs), com predominéncia da fase pirofosfato de
célcio utilizadas para obten¢do dos compdsitos Al,O3/CaPs.

Com base nos resultado de viabilidade celular mediante o ensaio de citotoxicidade in
vitro que mostrou que todos os compdsitos sdo ndo citotdxicos, escolheu-se para o estudo in
vivo o compésito 10C que apresentou maior viabilidade celular e a maior resisténcia mecanica
a compressao, com intuito de se observar que ambos estes pardmetros indiquem uma boa

biocompatibilidade e osteointegracdo do compdsito quando implantado em tibias de coelhos.
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4.3.2 Ensaios In Vivo: Aspecto Radiografico

A Figura 38 e 39 ilustram os aspectos radiograficos na metafise proximal das tibias de 9

coelhos para periodo de eutandsia 30 e 60 dias da realiza¢do do implante, respectivamente.

Figura 38 - Aspecto radiografico das tibias dos coelhos ap6s 30 dias da realizagdo do implante.

Fonte: Prépria, 2013.
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Mediante as radiografias da Figura 38, observa-se para os implantes 10C que todas as
imagens radiogréficas das tibias dos nove (9) coelhos apresentaram escore com grau 3, ou
seja, com radiopacidade semelhante a radiopacidade apresentada pelo osso cortical
remanescente. Para o implante 30C, observa-se escore com grau de radiopacidade 3 para
todos os coelhos, exceto o coelho N° 17, que apresentou escore com grau 2, indicando que a
reparagdo Ossea ainda se encontra em fase de neoformacgdo 6ssea.

Para o orificio controle, verifica-se que s6 ocorreu neoformacao dssea total, escore de
grau 3, apenas para os coelhos N° 12, 14, 16 e 18. Nos coelhos N°® 10, 11, 13e 17 foi
observado escore de grau 2, indicando que a reparacdo Ossea ainda se encontra em fase de
neoformacgdo dssea.

Apenas para o coelho N° 15 foi observado para o orificio controle escore de grau 1
(radiopacidade discreta) indicando que houve uma discreta reagdo periosteal em torno do
implante, sendo visualizado por uma regido preta difusa. A Tabela 12 mostra o resultado dos
escores apresentados pelos implantes 10C e 30C, e o orificio controle para o periodo de

eutandsia de 30 dias (grupo I).

Tabela 12 - Grau de radiopacidade da lesdo 6ssea provocada experimentalmente em tibias de coelhos preenchida
com os implantes 10C e 30C e nio preenchida (controle) com 30 dias de pds-operatorio.

Coelhos 10C 30C Controle
10 3 3 2
11 3 3 2
12 3 3 3
13 3 3 2
14 3 3 3
15 3 3 1
16 3 3 3
17 3 2 2
18 3 3 2

Mediante as radiografias da Figura 39, observa-se para os implantes 10C que todas as
imagens radiogréficas das tibias dos 9 coelhos apresentaram escore com grau 3, ou seja, com
radiopacidade semelhante a radiopacidade apresentada pelo osso cortical remanescente. Para
o implante 30C, observa-se escore com grau de radiopacidade 3 para todos os coelhos, exceto
o coelho N° 17, que apresentou escore com grau 2, indicando que a reparacdo 6ssea ainda se
encontra em fase de neoformacgdo dssea.

Para o orificio controle, verifica-se que s6 ocorreu neoformacgdo dssea total, escore de

grau 3, apenas para os coelhos N° 12, 14, 16 e 18. Nos coelhos N° 10, 11, 13 e 17 foi
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observado escore de grau 2, indicando que a reparagdo Ossea ainda se encontra em fase de
neoformagdo Gssea. Apenas para o coelho N°15 foi observado para o orificio controle escore
de grau 1 (radiopacidade discreta) indicando que houve uma discreta rea¢do periosteal em
torno do implante, sendo visualizado por uma regido preta difusa. A Tabela 13 mostra o
resultado dos escores apresentados pelos implantes 10C e 30C, e o orificio controle para o

periodo de eutanésia de 60 dias (grupo II).

Figura 39 - Aspecto radiografico das tibias dos coelhos apés 60 dias da realizagdo do implante.

Fonte: Prépria, 2013.
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Como reportado nas Tabelas 12 e 13, e Figuras 38 e 39, observou-se na incidéncia
médio lateral dos raios X para os implantes 10C, tanto no grupo I quanto o grupo II,
radiopacidade com escore grau 3, indicando a total neoformacdo dssea. Para os implante 30C
também foi observada a radiopacidade de grau 3 para os grupo I e II, exceto o coelho N° 17
com periodo de eutandsia de 30 dias que apresentou uma discreta radiopacidade com escore

de grau 2.

Tabela 13 - Grau de radiopacidade da lesdo 6ssea provocada experimentalmente em tibias de coelhos preenchida
com os implantes 10C e 30C e nio preenchida (controle) com 60 dias de pds-operatorio.

Coelhos 10C 30C Controle
01 3 3 2
02 3 3 2
03 3 3 3
04 3 3 3
05 3 3 2
06 3 3 1
07 3 3 2
08 3 2 3
09 3 3 2

Em relacdo ao orificio controle evidenciou-se uma considerdvel variagdo nos escores
desde o grau 1 ao grau 3, tanto para o grupo I quanto para o grupo II, indicando presenca de
neoformacdo Ossea. A andlise estatistica das tomadas radiogréficas das tibias dos coelhos

para o periodo de eutandsia de 30 e 60 dias encontra-se descrita nas Tabelas 14 e 15.

Tabela 14 - Avaliacdo do grau de radiopacidade da lesdo déssea provocada experimentalmente em tibias de
coelhos preenchida com os implantes 10C e 30C e ndo preenchida (controle) com 30 dias de pés-operatdrio*.

Parametro 30C 10C Controle
(n=9) (n=9) (n=9)
Variacdo 3-3 3-3 1-3
Mediana 3 3 2
Intervalo interquartil 3-3 3-3 2-3

p implante 30C e 10C = 0,47
p implante 30C com controle = 0,006
p implante 10C com controle = 0,02

* em nenhum grupo houve diferenca dos pardmetros comparando-se 30 com 60 dias de pds-operatério

Comparando os escores de radiopacidade nos coelhos submetidos a eutanasia com 30
e 60 dias, ndo se evidenciou nenhuma diferenca significativa entre esses, motivo pelo qual

ndo se apresenta a comparagao de acordo com o tempo de sacrificio. Tanto com 30 como com
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60 dias a mediana de radiopacidade foi de 3 nos orificios preenchidos com os implantes 10C e
30C e de 2 no orificio controle. Nao observamos dreas radiolicida no entorno das
implantagdes, apenas parcialmente no orificio controle, o que pode ter ocorrido em fung¢do do

posicionamento do membro no momento da incidéncia do feixe de raios X.

Tabela 15 - Avaliacdo do grau de radiopacidade da lesdo dssea provocada experimentalmente em tibias de
coelhos preenchida com os implantes 10C e 30C e ndo preenchida (controle) com 60 dias de pds-operatdrio*.

Parametro 30C 10C Controle
(n=9) (n=9) (n=9)
Variacao 3-3 2-3 1-3
Mediana 3 3 2
Intervalo interquartil 3-3 3-3 2-3

p implante 30C e 10C = 1,00
p implante 30C com controle = 0,006

p implante 10C com controle = 0,02

Comparando a radiopacidade em torno dos implantes 10C e 30C em relagdo ao grupo
controle, observou-se que a radiopacidade foi significativamente maior nos orificios
preenchidos com os implantes em relagdo ao controle (mediana de 2), p = 0,0005 e p =
0,0018, respectivamente, indicando que os valores de p experimentais foi menor que o p do
método de Mann-Whitney (p < 0,05) (ALVES, 2013). Isto mostra que os grupos foram
diferentes porque p foi menor que 0,05.

No entanto, ndo houve diferenca no grau de radiopacidade dos orificios preenchidos
com os implantes 10C e 30C, ambos com mediana de escore de 3 (p = 0,47), mostrando que o
valor de p foi muito préximo ao valor do método de Mann-Whitney (p < 0,05) (Tabela 14).
Isto indica que entre os implantes 10C e 30C a diferenca nao foi estatisticamente significante.

Sa (2005) utilizou compdsito ceramico zircOnia-hidroxiapatita em metafise distal de
fémur de caes, evidenciando algum grau de radiopacidade na interface composito-cortical aos
30 dias e em 100% aos 120 dias. Em nosso experimento, observamos que tanto com 30 como
com 60 dias a radiopacidade foi quase absoluta, possivelmente devido ao comportamento
histofisioldgico dos coelhos. Este mesmo comportamento também foi observado no trabalho

de Filgueira (2012), que utilizou composito de quitosana-hidroxiapatita em coelhos.
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4.3.3 Ensaio In Vivo: Aspecto Histomorfoldgico

A Figura 40 ilustra a andlise histomofolégica para o compdsitolOC implantado no
orificio médio metéfise da tibia do coelho n® 9 com 60 dias (Grupo II) e grupo controle
implantado no orificio inferior da metéfise das tibias dos coelhos n° 18 e 7 com 30 e 60 dias

(grupo I e II, respectivamente).

Figura 40 - Aspecto histomorfolégico dos coelhos ap6s 30 0 dias dos implantes: (a) orificio controle, aumento
de 40x e (b) compdsito 10C aumento de 40x.

Fonte: Prépria, 2013.
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Mediante a Figura 40a, observa-se para o grupo controle (orificio sem compdsito)
presenca de neoformacdo 6ssea (NO) que se prolifera da periferia (regido 1) para o cento da
perfuracdo (—»), indicando que ocorreu regeneracdo Ossea. Observa-se cavidade circular
exibindo neoformacdo d6ssea (NO) e presenga de medula 6ssea (MO), regides brancas
circulares em formato de colmeia.

Mediante a Figura 40b, observa-se cavidade circular preenchida por osso neoformado
(NO) nas proliferando-se em torno das bordas do material exégeno (compdsito 10C),
indicando que o material com 30 dias de implante apresentou biocompatibilidade, nao
provocando reacdo inflamatdria. As regides escuras (RE) sdo referentes ao residuo das lamina
do micrétomo utilizado para os cortes dos implantes produzido pelo atrito no ato do corte.

Foi observada importante atividade osteobldstica, com formacdo de osso trabecular
(OT) nas bordas da lesdo, e area de neoformacdo dssea (NO) mais evidente no orificio
preenchido com o grupo-controle em relacdo ao compdsito. Também foi evidenciado que as
tibias dos coelhos com o implante 10C mostraram a presenga de material exdgeno
(composito), bem delimitado, com neoformacgdo Ossea e proliferacdo 6ssea em torno dos
implantes.

Nos local onde foi implantado o compdsito, no tempo de sacrificio de 30 dias, ndo foi
observado nenhum sinal de infec¢do, uma vez que ndo se observaram nenhum infiltrado
celular, nem de rejeicdo ao implante, concluindo que o compésito estudado foi biocompativel.

Este comportamento indicando a biocompatibilidade do compésito em estudo estd em
concordancia com os resultados reportados por Azevedo (2011), quando estudou o uso de
diferentes fosfatos de cdlcio na corre¢do de defeitos 6sseos na metéafise femoral de coelhos, e
avaliou que o uso da hidroxiapatita, associada ou ndo ao trifosfato de calcio, estimulou a
formacdo de osso (neoformacdo Ossea). O autor reportou que o fato de com 30 dias ja se
encontrar neoformacdo Ossea importante possivelmente decorre de o experimento ter sido
realizado com coelhos, visto que a atividade histofisiolgica dos coelhos ocorre de forma
mais acelerada em comparagdo aos caes.

Outros autores reportaram também resultados semelhantes ao estudo de
biocompatibilidade do compdsito Al,O3/CaPs, como pode ser observado nos estudos a seguir:

e Vital (2005) reportou que na presenca de hidroxiapatita a neoformacdo dssea € a
neovascularizagdo sdo muito mais evidentes, sugerindo atividade osteocondutora do

compdsito estudado.
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e C(Carlo et al. (2009) mostraram que compdsitos contendo 10% de hidroxiapatita (HAP-
91®) e 90% de polihidroxibutirato apds implantacio em defeitos dsseos em coelhos
apresentaram biocompatibilidade, osseointegracao e a reabsor¢cdo dssea.

e Cheng et al.,, (2010) reportaram que ocorreu a osteoinducdo quando estudaram
compositos de hidroxiapatita porosa /B-fosfato tricdlcico implantadas em ratos.

e Filgueira (2012), quando avaliou a hidroxiapatita associada a quitosana na reparacio

Ossea em tibias de coelhos relatou o mesmo comportamento da biocompatibilidade.
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5 CONCLUSOES

e O método de precipitagdo possibilitou a obtenc¢do de fosfatos de cdlcio com sucesso,
apresentando area superficial (3,62 m2/g), tamanho de particula médio de 24,8 nm e
tamanho de aglomerado em torno de 500 nm, sendo a fase majoritéria o pirofosfato de
célcio, e hidroxiapatita e fosfato tetracdlcio presentes como fases secundarias.

e Os resultados das caracterizagdoes para a-Al,Os estdo coerentes com os resultados
fornecidos pelo fabricante, a-Al,O3; corindon, com &area superficial 15,25 rnz/g,
tamanho de particula médio 128 nm (aproximadamente 0,13 um) e tamanho de
aglomerado de 20 um.

e Todos os compdsitos Al,O3/CaPs apresentaram fase majoritdria da alumina e segunda
fase pirofosfato de célcio.

e O aumento da concentragdo de CaPs nos na alumina favoreceu a uma redugdo na
densidade e aumento na porosidade, assim como, um aumento no tamanho de grio e
heterogeneidade na microestrutura, o que contribuiu diretamente para uma redugdo
nos valores de compressao diametral.

e O compdsito com maior concentragdo de CaPs (30 %) mesmo apresentando o menor
valor de resisténcia a compressdo diametral de 21,86 MPa em relacdo aos outros
compdsitos, indica ainda valor promissor para utilizacdo em implantes na regido
bucomaxilofacial, que sdo areas densas e que necessita de valores relativamente bons
de resisténcia mecanica para evitar a fratura do implante por impacto.

e O estudo in vitro (citotoxicidade) indicou crescimento celular para todos os implantes
avaliados, sendo o compo6sito com 10 % de CaPs o de maior viabilidade celular (32 %
em comparagao ao controle negativo).

e O estudo in vivo indicou que o implante na concentracdo de 10 % de CaPs foi
biocompativel.

e Os compoésitos estudados mostram-se vidveis para utilizacdo na traumatologia

bucomaxilofacial como substituto de perda dssea.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudo in vivo dos compdsitos em forma particulado.
Estudo histomorfométrico na forma particulada
Avaliar as amostras particuladas como carreador de farmacos

Estudar o processamento dos compdsitos como prototipagem para utilizacdo in vivo.
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APENDICE A - Calculos do percentual teérico da Alumina

1* Etapa: com base nos dados das massas molares de cada componente, calculou-se a massa

molecular total da alumina Al,Os, como descrito abaixo.
AlO3 = 1 mol (2x26,982 + 3x15,999) g/mol = 101, 961g/mol

M= 101, 961g/mol
2% Etapa:calcula-se o valor percentual do 6xido que compdem a composi¢ao da alumina.
_ Mapog _doimel
% ALO; =—2= x 100 =" = 100 %

T

%Al, 05 = percentual do composto 6xido
M = massa do composto 6xido

M, = massa total da composi¢ao
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APENDICE B - Célculos do percentual teérico do CaPs

1* Etapa: com base nos dados das massas molares de cada componente, calculou-se a massa
molecular total do CaPs que para este trabalho considerou-se a hidroxiapatita
(Ca)1p(PO4)s(OH),, como descrito abaixo.
(Ca)10(PO4)s(OH), = (Ca0),o (P20s5):H20

CaO =1 mol (40,078 + 15,999) g/mol = 56,077 x 10 = 560,77 g/mol.

P>0s =1 mol (2 x 30,9737 + 5x15,999) g/mol = 141,9424 x 3 = 425,8272 g/mol
H,0 =1 mol (2 x 1,00794 + 15,999) g/mol = 18,0148 g/mol

M, = 1004,612 g/mol

2* Etapa:
Calcula-se o valor percentual de cada 6xido que compdem a composi¢do da

hidroxiapatita.

B Xo = % x 100Temos que:

%Xo = percentual do composto 6xido
M = massa do composto 6xido

M, = massa total da composi¢ao

Logo temos os seguintes resultados:
P/ CaO - % Xo = 560,77 g/mol x 100 = 55,83%
1004,612 g/mol
P/ P,0s . %Xo=425,8272 g/molx100 = 42,38%
1004,612 g/mol
P/ H,0 - %Xo=18,0148g/mol x 100 = 1,79%
1004,612 g/mol
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APENDICE C - Célculos do percentual tedrico do compdésito 95% de Al,O3 e 5% do CaPs

1* Etapa: com base nos dados das massas molares de cada componente, calculou-se a massa
molecular total do CaPs que para este trabalho considerou-se a hidroxiapatita
(Ca)1p(PO4)s(OH),, como descrito abaixo.
(Ca)10(PO4)s(OH); — (Ca0O)0 (P205);H,0

CaO =1 mol (40,078+15,999) g/mol = 56,077x10 = 560,77 g/mol.

P>0Os =1 mol (2x30,9737 + 5x15,999) g/mol = 141,9424x3 = 425,8272 g/mol

H,0 =1 mol (2x1,00794 + 15,999) g/mol = 18,0148 g/mol

M, = 1004,612 g/mol

2% Etapa:
Calcula-se o valor percentual de cada 6xido que compdem a composi¢do da

hidroxiapatita.
20 Xo = % x 100Temos que:
%Xo = percentual do composto 6xido

M = massa do composto 6xido

M, = massa total da composi¢ao

Logo, temos os seguintes resultados.

P/ CaO - %Xo = 560,77 g/mol x 100 = 55,83%

1004,612 g/mol

P/ P05 - %Xo = 425,8272 g/molx100 = 42,38%
1004,612 g/mol

P/ H0 - %X = 18,0148 g/mol x 100 = 1,79%
1004,612 g/mol

Considerando que o compdsito 95% de alumina e 5% de hidroxiapatita, calculou-se a
percentagem de cada 6xido que compde a hidroxiapatita.
P/ CaO = 5x0,5583 =2,7915%
P/ P,05-5x0,4238 =2,119%
P/ H,O =5x0,0179 = 0,0895%
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APENDICE D - Ciélculos do percentual tedrico do comp6sito 90% de Al,Oze 10% doCaPs

1* Etapa: com base nos dados das massas molares de cada componente, calculou-se a massa
molecular total do CaPs que para este trabalho considerou-se a hidroxiapatita
(Ca)1p(PO4)s(OH),, como descrito abaixo.
(Ca)10(PO4)s(OH); — (Ca0)0 (P205);H,0

CaO =1 mol (40,078+15,999) g/mol = 56,077x10 = 560,77 g/mol.

P,0s =1 mol (2x30,9737 + 5x15,999) g/mol = 141,9424x3 = 425,8272 g/mol
H,0 =1 mol (2x1,00794 + 15,999) g/mol = 18,0148 g/mol

M; = 1004,612 g/mol

2* Etapa:
Calcula-se o valor percentual de cada 6xido que compdem a composi¢do da

hidroxiapatita.

20 Xo = % x 100Temos que:

%Xo = percentual do composto 6xido

M = massa do composto 6xido

M, = massa total da composi¢ao

Logo temos os seguintes resultados:

P/ CaO - %Xo = 560,77 g/mol x 100 = 55,83%
1004,612 g/mol

P/ P05 - %Xo = 425,8272 g/molx100 = 42,38%
1004,612 g/mol

P/ H,0 - %Xo = 18,0148 g/mol x 100 = 1,79%
1004,612 g/mol

Considerando que o compdsito 90% de alumina e 10% de CaPs, calculou-se a
percentagem de cada 6xido que compde o CaPs.
P/ CaO - 10 x 0,5583 = 5,583 %
P/ P,05.10 x 0,4238 = 4,238 %
P/ H,O - 10 x 0,0179 = 0,179 %
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APENDICE E - Calculos do percentual tedrico do compdsito 85% de Al,O3 e 15% do CaPs

1* Etapa: com base nos dados das massas molares de cada componente, calculou-se a massa
molecular total do CaPs que para este trabalho considerou-se a hidroxiapatita
(Ca)1p(PO4)s(OH),, como descrito abaixo.
(Ca)10(PO4)s(OH), — (Ca0)10 (P205)3H,0

CaO =1 mol (40,078+15,999) g/mol = 56,077x10 = 560,77 g/mol.
P,0s5 =1 mol (2x30,9737 + 5x15,999) g/mol = 141,9424x3 = 425,8272 g/mol
H,0 =1 mol (2x1,00794 + 15,999) g/mol = 18,0148 g/mol
M; = 1004,612 g/mol
2% Etapa:
Calcula-se o valor percentual de cada 6xido que compdem a composicdo da

hidroxiapatita.

20 Xo = % x 100Temos que:

%Xo = percentual do composto 6xido
M = massa do composto 6xido

M, = massa total da composi¢ao
Logo, temos os seguintes resultados.

P/ CaO - %Xo = 560.77 g/mol x 100 = 55,83%

1004,612 g/mol

P/ P05 - %X = 425,8272 g/molx100 = 42,38%
1004,612 g/mol

P/ H,0 - %Xo = 18,0148 g/mol x 100 = 1,79%
1004,612 g/mol

Considerando que o compdsito 85% de alumina e 15% de hidroxiapatita, calculou-se a
percentagem de cada 6xido que compde a hidroxiapatita.

P/ CaO - 15x0,5583 =8,3745 %

P/ P05 .15 x 0,4238 = 6,357 %

P/ H,0 -15 x 0,0179 = 0,2685 %
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APENDICE F - Célculos do percentual teérico do compésito 80% de Al,Oz e 20% do CaPs

1* Etapa: com base nos dados das massas molares de cada componente, calculou-se a massa
molecular total do CaPs que para este trabalho considerou-se a hidroxiapatita
(Ca)1p(PO4)s(OH),, como descrito abaixo.
(Ca)10(PO4)s(OH); — (Ca0)0 (P205);H,0

CaO = 1 mol (40,078+15,999) g/mol = 56,077x10 = 560,77 g/mol.
P,0s =1 mol (2x30,9737 + 5x15,999) g/mol = 141,9424x3 = 425,8272 g/mol
H,0 =1 mol (2x1,00794 + 15,999) g/mol = 18,0148 g/mol
M; = 1004,612 g/mol
2% Etapa:
Calcula-se o valor percentual de cada 6xido que compdem a composi¢do da

hidroxiapatita.
20 Xo = % x 100Temos que:
%Xo = percentual do composto 6xido

M = massa do composto 6xido

M, = massa total da composi¢ao

Logo, temos os seguintes resultados.

P/ CaO - %Xo = 560,77 g/mol x 100 = 55,83%

1004,612 g/mol

P/ P05 - %Xo = 425,8272 g/molx100 = 42,38%
1004,612 g/mol

P/ H0 - %X = 18,0148 g/mol x 100 = 1,79%
1004,612 g/mol

Considerando que o compdsito 80% de alumina e 20% de hidroxiapatita, calculou-se a
percentagem de cada 6xido que compde a hidroxiapatita.
P/ CaO - 20x 0,5583 =11,166 %
P/ P,05.20 x 0,4238 = 8,476 %
P/ H;0O - 20 x 0,0179 = 0,358 %
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APENDICE G - Ciélculos do percentual tedrico do compésito 70% de Al,O3 e 30% do CaPs.

1* Etapa: com base nos dados das massas molares de cada componente, calculou-se a massa
molecular total do CaPs que para este trabalho considerou-se a hidroxiapatita
(Ca)1p(PO4)s(OH),, como descrito abaixo.
(Ca)10(PO4)s(OH), — (Ca0)10 (P205)3H,0

CaO = 1 mol (40,078+15,999) g/mol = 56,077x10 = 560,77 g/mol.
P05 =1 mol (2x30,9737 + 5x15,999) g/mol = 141,9424x3 = 425,8272 g/mol
H,0 =1 mol (2x1,00794 + 15,999) g/mol = 18,0148 g/mol
M, = 1004,612 g/mol
2* Etapa:
Calcula-se o valor percentual de cada 6xido que compdem a composi¢do da

hidroxiapatita.
20 Xo = % x 100Temos que:
%Xo = percentual do composto 6xido

M = massa do composto 6xido

M, = massa total da composi¢ao

Logo, temos os seguintes resultados.

P/ CaO - %Xo = 560,77 g/mol x 100 = 55,83%

1004,612 g/mol

P/ P05 - %Xo = 425,8272 g/molx100 = 42,38%
1004,612 g/mol

P/ H0 - %X = 18,0148 g/mol x 100 = 1,79%
1004,612 g/mol

Considerando que o compdsito 70% de alumina e 30% de hidroxiapatita, calculou-se a
percentagem de cada 6xido que compde a hidroxiapatita.

P/ CaO - 30 x 0,5583 = 16,749 %

P/ P,05.30x 0,4238 = 12,714 %

P/ H;0O - 30 x 0,0179 = 0,537 %
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APENDICE H - Ensaio de Arquimedes para as amostras dos compdsitos com diferentes

concentracdes Al,Os/CaPssinterizadas a 1350°C.

Tabela H1- Resultados do ensaio de Arquimedes para os compdsitos Al,Os/CaPssinterizadas

1350°C.

Amostras M; M; M,
0C 1,22 0,92 1,24
5C 1,17 0,88 1,20
10C 1,16 0,84 1,22
15C 1,20 0,84 1,27
20C 1,23 0,82 1,30
30C 1,18 0,81 1,31

Onde:
Ms — Massa seca
M — Massa imersa

M, — Massa imida
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APENDICE I - Célculos da densidade tedricos calculados a partir dos valores de densidade

tedrica encontrados nas fichas cristalogréficas referente a fase majoritaria do Anexo II.

Para a Al,O5 a densidade tedrica € 4,007 g/cm3

Para o CaPs a densidade teérica é 3,121 g/em’

Para o compésito5C, temos:

0,95 x 4,007g/cm’ + 0,05 x 3,121g/cm’ = 3,96g/cm’

Para o compésito 10C, temos:

0,90 x 4,007g/cm’ + 0,10 x 3,121g/cm’= 3,91g/cm’

Para o compésito 15C, temos:

0,85 x 4,007g/cm’ + 0,15 x 3,121g/cm’= 3,87g/cm’

Para o compésito 20C, temos:

0,80 x 4,007g/cm’ + 0,20 x 3,121g/cm’= 3,82g/cm’

Para o compésito 30C, temos:

0,70 x 4,007g/cm’ + 0,30 x 3,121g/cm’= 3,82 g/cm’
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ANEXO I - Reagentes utilizados na obtencao do CaPs

i) Vetec Quimica Fina — hidroxido de calcio

Hidréxido de calcio PA — Ca(OH),

Cod 363 ONU 3262 Solido Corrosivo, Bésico, Organico, N.E.

Contéudo: 500g

Boletim de Garantia

Substancias Quantidades (%)
Ca(OH), 95,0
CaCO; 3,0
HC1 0,1
Cl 0,03
Sulfato 0,1
Ferro 0,05
Metais pesados (como Pb) 0,003
Magnésio e sais basicos (como sulfatos) 1,0
i) Vetec Quimica Fina — Acido Fosférico
Acido Fosférico PA ACS ISO — H;PO,
Cod 1529 ONU 1805 Acido Fosférico Liquido
Contéudo: 1000 mL
PM = 98,0 g/mol
1L=1,71 Kg
Boletim de garantia
Substincias Quantidades (%)
H;PO, 85
Cloreto 0,0003
Sulfato 0,005
Arsénio 0,0001
Cadmio 0,0005
Cobre 0,0005
Ferro 0,001
Chumbo 0,001
Manganés 0,0005
Niquel 0,0005
Potassio 0,005
Sédio 0,05
Zinco 0,001
Acidos volateis (m Mol H") 0,02/100
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ANEXO II - Ficha cristalogréfica dos CaPs

£2 pcPDFWIN

PDFMumber  Search Print  View Data Conversion  Window Clear  Help

£7 PDF # 090346, Wavelength = 1.5405 [A) H=1E
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ANEXO III - Ficha cristalografica da Al,O3

&4 PCPDFWIN
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ANEXO IV — Aprovacio do Comité de Etica

Universidade Federal de Campina Grande
Centro de Saade e Teenologia Rural
Comissio de Ftica em Pesquisa
Av. Sta Cecilia, s/n, Bairro Jatoba. Rodovia Patos.
CEP: 58700-970, Cx postal 64. Tel. (83) 3511-3045

Ao: Ana Cristina Figueiredo de Mello
Protocolo CEP n® 05-2011
Sréa, Mello;
CERTIDAQ

ASSUNTO: Solicitagdo de aprovacdc
do projeto de pesquisa intitulade
“Desenvolvimento de compastos AL203/fosfute

de caleio para o wuso  coo  materiad i

odoniologia bucomaxilofucial”.

Cientificamos a V.Sa. que seu projeto teve parecer
consubstanciado orientado pelo regulamento interno deste comité e
foi APROVADQ em reunido Extraordindria n® 2/2011, em 16 de
agosto, estando a luz das normas e regulamentos vigentes no pais

atendidas as especificacbes para a pesquisa cientifica.

Secretaria do Comité de ética em Pesquisa — CEP da UFCG

Patos, 17 de agosto de 2011.
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SRR
Onai‘dg Eﬁe{/d Rodrigues

Coordenador do CEP

Pedimos encaminhar resposta com a maior brevidade ao CEP



