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Resumo

A engenharia de tecidos constitui-se em uma nova e emergente tecnologia biomédica
para a qual os biomateriais sdo indispensaveis para promover um ambiente que facilite
a proliferacdo celular e a diferenciagdo para tecidos vivos no local do implante. Neste
contexto os “scafolds” assumem um papel muito interessante. A hidroxiapatita (HA) é
um material de referéncia em enxertos osseos, contudo suas baixas taxas de
degradagdo e de bioatividade (Ib) constituem-se em fatores limitantes para o seu
emprego como substituto osseo. De forma oposta, o biovidro (BG) constitui-se em um
material reabsorvivel e com propriedades osteoindutivas o qual ainda pode atuar como
fluxante para se obter compositos HA/BG. O presente estudo objetiva o
desenvolvimento de “scafolds” constituidos por tais compositos, buscando-se obter um
biomaterial de alto desempenho na enxertia dssea e que facilite o crescimento de novos
tecidos no local do implante. Neste intento utilizou-se hidroxiapatita sintética e uma
modificagdo do biovidro 4585 com 20% em massa de Oxido de cdlcio em sua
composi¢do. A propor¢do de HA/BG utilizada foi de 40/60 % em massa. Os scafolds
foram obtidos pelo método de réplica apos estudos reologicos da suspensdo, seguido de
sinteriza¢do a 1100°C por 1h. A caracterizagdo foi feita pelas técnicas de microscopia
eletronica de varredura, difra¢do de raios-X e espectometria do Infra-vermelho na
transformada de Fourier. Os resultados obtidos indicaram o uso potencial deste
material para aplicagoes tais como enxertia 0ssea e crescimento de novos tecidos no
local do implante.
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1. Introducao

As bioceramicas sao desenvolvidas visando alcangar comportamentos
fisiologicos especificos a partir da interagdo com o organismo vivo hospedeiro do
implante. A enxertia O0ssea constitui-se em exemplo tipico do uso de bioceramicas.
Neste caso, ¢ desejdvel que tais materiais sejam reabsorviveis pelo organismo
hospedeiro, atuando como um material temporario, o qual gradualmente, por acao de
processos fisioldgicos sobre o implante, poderd ser substituido por novo tecido dsseo
(1,2,3).

Utilizada nesse intento, a hidroxiapatita (HA), a qual trata-se de uma
bioceramica cuja composicao baseia-se em fosfatos de célcio, tem sido o principal
material utilizado em aplicagdes tais como enxertia e/ou reposicdo dssea por sua nao
toxidade local ou sistémica, auséncia de resposta inflamatoria e demonstrar aparente
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habilidade de integrar-se ao tecido hospedeiro. Contudo, a despeito destas interessantes
propriedades na intera¢do bioldgica com o hospedeiro, a HA apresenta baixo indice de
bioatividade (Ib) e ainda, uma baixa taxa de degradagdo que juntos constituem em
fatores limitantes deste material nas aplicacdes de substituicdo dssea (4).

De forma oposta a HA, os biovidros s3o materiais reabsorviveis, que apresentam
alto Ib e propriedade osteocondutiva, a qual viabiliza a interface intracelular-
extracelular no tecido vivo, permitindo que sua superficie seja colonizada por células
tronco quando implantado cirurgicamente.

A adequada combinagdo de ambos materiais, i.e., biovidro ¢ hidroxiapatita em
um compdsito pode desta forma, permitir a obtencdo de uma biocerdmica que reuna as
caracteristicas desejaveis observadas em cada material individualmente. Buscando obter
um compdsito que retina a propriedade osteoindutiva com a osteocondutiva, os autores
em trabalhos anteriores ), verificaram uma proporg¢do otimizada entre HA/Biovidro de
40/60 % em massa, sendo que nesta composicdo, a HA sintética apresentou vantagens
sobre a bovina, em aspectos tais como comportamento de sinterizagdo e degradacdo do
material. Em pesquisa posterior © os autores modificaram o biovidro de Hence (45S5)
com respeito ao seu teor de CaO em forma proporcional ao teor de P,Os conseguindo
deste modo para o biovidro modificado com 20% de CaO em massa, reduzir sua
temperatura de fusdo sem, contudo comprometer a bioatividade deste, obtendo-se assim
um compoésito com melhor interagdo entre a fase vitrea e a fase composta pela HA, o
qual apresentou bioatividade quando emersa em fluidos corporeos simulados (SBF).

Considerando a aplicacdo do compoésito HA/Biovidro em enxertia Ossea e as
vantagens na indu¢do do crescimento de novos tecidos proporcionada pelo uso de
“scafolds”, o presente trabalho objetiva o estudo reoldgico deste material, visando
facilitar seu processamento ceramico e especialmente, produzir “scafolds” pelo método
de réplica.

2. Materiais e métodos
2.1 Obtencdo do compdosito Hidroxiapatita/biovidro
Foi utilizada uma composi¢do de biovidro 45S5 modificado contendo menor

teor de CaO, i.e, contendo 50,29% em massa de SiO;; 26,05% em massa de Na,O;
19,08% em massa de CaO e 4,58% em massa de P,Os. O biovidro foi preparado
utilizando-se reagentes de grau analitico, sendo fundido em forno vertical a 1500°C
durante 2 horas e a seguir vertido em molde de ago para obtengdo de barras com
10x10x50 mm de dimensdo. O recozimento foi realizado a 500°C durante 2horas
seguido de resfriamento natural no forno. Parte do material foi a seguir pulverizado (<
250pum).

A hidroxiapatita sintética (Cay(PO4);OH) de alta pureza (99 wt%) para uso em
implantes Osseos utilizada, foi gentilmente cedida pela empresa Critéria Ltda.

As matérias-primas foram pulverizadas (60 mesh - < 250um) e formuladas na
propor¢ao HA/Biovidro 40/60 % em massa e homogeneizadas em graal de agata.

2.2. Preparacgdo da suspensao

As suspensdes resultantes da combinagdo dos pds de hidroxiapatita e biovidro,
foram preparadas utilizando-se dgua deionizada com concentragdes de sélidos de 50%
em massa ¢ Duramax D-3005 (poliacrilato de amoénia, Rohm and Haas Co., EUA)
como dispersante, na concentracdo de 4% em massa. As suspensdes foram
homogeneizadas durante 24 horas, em moinho de bolas utilizando esferas de alumina
como elementos de moagem. Apds o preparo das suspensdes adicionou-se 2%, em
massa, de carboximetilcelulose (CMC, Synth, Brasil) de maneira a favorecer a adesao

76



20° CBECIMAT - Congresso Brasileiro de Engenharia e Ciéncia dos Materiais
04 a 08 de Novembro de 2012, Joinville, SC, Brasil

das suspensdes nas matrizes utilizadas. A reologia foi avaliada utilizando-se um
redmetro (Haake RS600, Thermo, Alemanha) operando no modo de velocidade
controlada (Control Rate - CR). Utilizou-se como sensor um rotor duplo cone o qual é
protegido por dispositivo tampa-placa para minimizar problemas de evaporacao,
correspondendo a um sistema de medicao do tipo Searle.

O comportamento reoldgico das suspensdes foi determinado pelas curvas de fluxo
executadas no modo de velocidade controlada (CR), elevando-se a velocidade de
cisalhamento de 0 a 1000 s’ em 300 segundos, mantendo-se a 1000 s for 120
segundos e retornando a 0 s em 300 segundos. A temperatura foi mantida constante a
25°C durante todos os experimentos. Todos os pardmetros reologicos, como os valores
de tixotropia e os ajustes dos modelos matematicos adequados, foram extraidos a partir
das curvas de fluxo das suspensdes produzidas utilizando-se o software Haake
RheoWin 3.61.0004.

As suspensdes preparadas e ensaiadas, adicionadas de CMC, foram conformadas
pela técnica de réplica utilizando matrizes hidrofilicas de fio de algoddo e Nylon na
forma de redes. As amostras conformadas foram secas por 48 horas em temperatura
ambiente.

2.3. Calcinacdo e sinterizacao

As redes impregnadas foram submetidas a calcinacao para eliminagdo da matéria
organica até a temperatura de 500°C, com taxa de aquecimento de 1°C/min, e patamares
de 6 horas a cada 10°C entre 200°C e 300°C.

A sinterizag¢do foi realizada sobre uma base de alumina em forno tipo mufla com
taxa de aquecimento de 10°C/min até 1100°C, com permanéncia de 2 horas, seguida de
resfriamento natural no forno.

2.4. Caracterizacio dos compositos

Os compdsitos foram caracterizados utilizando-se as técnicas de difracao de raios-
X (DRX) para amostras pulverizadas (Bruker AXS D8 Advance, USA). As medidas do
espectro infravermelho na transformada de Fourier (FTIR) foram realizadas utilizando-
se amostras pulverizadas (Thermo Nicolet - Nexus 870 FT-IR spectrometer). A
microscopia eletronica de varredura foi realizada utilizando-se o equipamento Hitachi
T3000. Os compositos também foram submetido ao teste de fluidos corporais
simulados (SBF - Simulated Body Fluid) durante 72 horas a 38°C.

3. Resultados e discussio

Os difratogramas do compdsito HA/biovidro das amostras a verde e sinterizada
sao mostrados na Fig.01. Nestes difratogramas € possivel observar picos caracteristicos
de materiais cristalinos, os quais indicam que a temperatura e tempo de sinterizag@o
(1100°C/1h) foram suficientes para a evolugdo de fases cristalinas. Tais fases cristalinas
observadas apds o tratamento térmico indicam que houve a decomposi¢do da
hidroxiapatita com a formagdo de B-TCP, ¢ também um possivel inicio de devitrificagdo
do biovidro. Tal fato é de interesse, pois o B-TCP vem adquirindo destaque entre os
biomateriais devido ao seu comportamento reabsorvivel quando implantado. O uso de
B-TCP combinado com HA tem sido uma alternativa viavel para acelerar a assimilagdo
de implantes .

Os espectros obtidos pela técnica de FTIR do compédsito HA/biovidro das
amostras a verde e sinterizada sdo mostrados na Fig.02. As mudangas estruturais
verificadas na difracdo de raios-X nao puderam ser comprovadas por esta técnica, a
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qual, aparentemente ndo indica rearranjos estruturais com o tratamento térmico, com
exce¢do da eliminagdo da 4gua estrutural.
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Figura 01 - Difratogramas do composito HA/biovidro a verde e apds sinterizacao.
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Figura 02 - Espectros obtidos pela técnica FTIR do composito HA/biovidro a verde e
apos sinterizacao.

Na Fig.03 sdo apresentadas as curvas de fluxo das suspensdes da mistura de
hidroxiapatita ¢ biovidro ¢ da mesma suspensao adicionada do CMC. Nestas curvas
podemos observar um comportamento marcadamente linear da suspensdo sem o CMC,
sem significativas diferengas entres as curvas de subida e descida, ou seja, com
tixotropia praticamente desprezivel, por outro lado a curva obtida para a suspensao
contendo CMC, apresenta uma grande diferenca entre as curvas de subida e descida.
Esta curva pdde ser ajustada pelo modelo de Cross, que fornece informagdes
importantes em diversas condigdes de processamento desde o repouso até alto
cisalhamento (7, 8). Neste caso, os parametros importantes extraidos foram: ny=1962,0
mPa.s e 1n,=85,2 mPa.s, ou seja, as viscosidades proximas ao repouso € em alto
cisalhamento (limite), respectivamente.
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Figura 03 - Curvas de fluxo para suspensoes da mistura a verde HA/biovidro com e sem
CMC, obtidas no modo CR.

Observando-se a curva contendo CMC ¢ possivel observar uma grande diferenca
na resisténcia ao fluxo em relagdo a suspensdao sem CMC. Este comportamento ¢ fruto
da propriedade espessante do aditivo, o qual também contribui para a inser¢ao de um
ponto de fluidez (ou limite de escoamento), ou seja, para que a suspensao inicie a fluir,
¢ necessario superar determinado valor de tensdao, neste caso ~50Pa, observado
diretamente na curva obtida. A curva contendo CMC pdde ser ajustada de acordo com o
modelo Windhab cujos parametros importantes extraidos foram: 1y=74,3 Pa e n.=154,0
mPa.s, respectivamente ponto de fluidez ¢ viscosidade limite. O ponto de fluidez,
apresentou um diferenga do observado na curva, pois trata-se de um ajuste matematico,
porém em nada interfere no processo. Neste caso confirma-se sua existéncia.

Figura 04 - Matriz impregnada com a solu¢do HA/Biovidro/CMC
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O valor da tixotropia encontrado na suspensdo contendo CMC (80.320 Pa.s™),
associado com a compatibilidade superficial entre suspensdo ¢ matriz, ¢ adequado a
conformacao de réplicas, uma vez que permite uma boa retencao da camada depositada
(9). Desta maneira, as suspensoes foram impregnadas nas matrizes e secas (Fig.04).

Durante a sinterizagcdo ocorreu forte contracdo da matriz com a eliminagdo da
matéria organica, notadamente entre 350 e 400°C, o que provocou a fragmentacdo da
peca original. Contudo os fragmentos apds sinterizacdo apresentaram interessante
porosidade para o uso como “scafold” para enxertia dssea (Fig.05). Este resultado indica
a necessidade do uso de um aditivo que forme fase liquida neste intervalo de
temperatura e assim mantenha a coeréncia da fase ceramica. Tal aditivo pode ser
eventualmente uma modificag¢ao de biovidro.

0 1 Z 3

Figura 05 - Matriz impregnada com a solu¢cdo HA/Biovidro/CMC apds a sinterizagao

Os compositos sinterizados foram submetidos a imersao em SBF durante 72 horas
a 38°C. Findado este periodo o material foi seco e observado por meio de microscopia
eletronica de varredura. Foi observada a formacao nitida de recobrimento de cristais na
superficie do material em forma de agulhas (Fig.06).

O crescimento destes cristais orientados perpendicularmente semelhante a agulhas
estd associado a formagdo da fase fosfato octacélcico (OCP) ', uma importante fase
precursora da HA. A utilizagdo de OCP como biomaterial vem crescendo
acentuadamente, pois estudos"" revelam que este composto apresenta as propriedades
de facilitador da proliferacao celular e osteocondutividade mais acentuadas que da HA.
Tais resultados comprovam a pronta bioatividade do material proposto.
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Figura 06 - Formagao cristalina na superficie do material sinterizado ap6s imersdao em
SBF (72h/38°C), possivelmente indicando bioatividade do mesmo.

4. Conclusoes

Foi demonstrada a possibilidade de producdo de "Scafolds" para uso em enxertia
ossea constituidos de compositos de hidroxiapatita e biovidro modificado (44/60 % em
massa respectivamente) pelo método de réplica a partir de suspensoes deste material. A
producdo de réplicas a partir de suspensdes combinadas de hidroxiapatita e biovidro ¢
possivel adicionando-se carboximetilcelulose na composi¢do. A degradacdo da
hidroxiapatita durante a sinteriza¢do e formag¢do de uma fase desejavel constituida por
B-TCP (reabsorvivel) foi indicada pelas analises por difracdo de raios-X, contudo
conseqiientes alteragdes na estrutura do material ndo lograram ser observadas pela
espectometria no infra-vermelho. A fragmentacdo de pecas durante a sinterizag¢ao
demonstra demanda aperfeicoamento do processo de queima e uso de aditivo. Os
ensaios em fluido corporal simulado indicaram a formagao de fosfato octacalcico (OCP)
(XXX), uma importante fase promotora da proliferacdo celular e osteocondutividade na
superficie dos "Scafolds" obtidos sdo também potencialmente reabsorvieis apos
implante cirtrgico, levando a combinacdo das propriedades osteoindutiva e
osteocondutiva de cada material empregado no composito (hidroxiapatita e biovidro).
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DISPERSED HYDROXYAPATITE IN MODIFIED 45S5 BIOGLASS
COMPOSITES: SCAFOLDS PREPARATION

Abstract

Tissue engineering is a newly emerging biomedical technology where it is
indispensable to provide a local environment that enhances cells proliferation and
differentiation for cell-based tissue. Biomaterial technology plays an important role in
the creation of this cell environment. In this issue bioactive scafolds plays very
interesting role. The hydroxyapatite (HA) bioceramics are reference materials to
employment as a bone substitute, however, their slow rate of degradation and its low
rate of bioactivity (Ib) are presented as limiting factors for application as bone graft. In
contrast, the bioglass (BG) is a resorbable and osteoinductive material and can act as
fluxing in HA/BG composites. The present work objective the development of HA/BG
(30/70 wt%) composites scafolds, seeking to obtain a biomaterial with properties
suitable for application as bone grafts. The scafolds are obtained by replica method,
after suspentions rheological studies and sintrerized at 1100°C by 1h. The composites
scafolds characterization was made employing scanning electron microscopy, Infra-
Red Spectrometry and X-ray diffraction. The test results indicate the potential use of the
materials developed for applications such as bone graft and cells proliferation.

Key words: Scafold; Composite biomaterial, Hydroxyapatite; Bioglass.
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