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Neste trabalho granulos de fosfatos de calcio contendo estréncio foram
produzidos utilizando pos sintetizados pelo método de precipitacdo Umida. Granulos
esféricos foram obtidos a partir da mistura do po sintetizado com solugéo de alginato
de sodio e sinterizados a 1150 °C. A caracterizacdo dos granulos produzidos incluiu
fluorescéncia de raios X (XRF); difracdo de Raios-X (DRX); microscopia eletrénica de
varredura (MEV) com espectroscopia por energia dispersiva de raios-X (EDS) e
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Um estudo
comparativo de bioatividade in vitro dos granulos de fosfato de célcio (CaP) e dos
fosfato de calcio contendo estrdncio (CaP-Sr) foi realizado a partir da imersédo dos
mesmos em solucdo de Ringer-Lactato e solu¢cdo de acetato de potassio por até 168
horas sob condicbes estatica e dinamica. Um biorreator foi usado para os
experimentos sob condi¢cdo dindmica. Os resultados de DRX indicaram que o Sr foi
incorporado ao fosfato de célcio. A concentracdo de calcio nas solugdes foram
medidas por absorcdo atbmica e as transformacdes de superficies foram
caracterizadas por microscopia eletronica de varredura (MEV) antes e ap0s imersao.
Ambos os granulos apresentaram morfologia esférica e rugosa e com a sinterizacéo
duas fases foram identificadas: HA e B-TCP em teores da ordem de 73 e 27%,
respectivamente, para o CaP e de 76 e 24%, respectivamente, para o CaP-Sr. A
introducdo de Sr na estrutrura da apatita possivelmente levou ao aumento da
solubilidade em relacdo a HA, o que favoreceu a precipitacdo de apatita na superficie
dos granulos CaP-Sr. Para ambos os granulos (CaP e CaP-Sr) ocorreu uma menor
precipitacdo quando imersos em solu¢cdo de acetato de potdssio em relacdo ao

Ringer-Lactato.
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In this work granules of calcium phosphates containing strontium were produced from
powders synthesized by a wet chemical route. Spherical ceramic granules were
obtained from the mixture of the powder synthesized with sodium alginate solution and
sintering at 1150°C. The characterization of the granules produced included
fluorescence X-ray (XRF), diffraction X-ray (XRD), scanning electron microscopy
(SEM) with energy dispersive spectroscopy (EDS) and Fourier transform infrared
spectroscopy analysis (FTIR). After the preparation of granules, a comparative study of
in vitro bioactivity of biphasic granules of calcium phosphate (CaP) and doped with
strontium (CaP-Sr) has been carried out by immersion in a Ringer's and acetate
potassion solutions during 168 hours under static and dynamic conditions. A specific
bioreactor was used for the experiments under dynamic conditions. The results of XRD
indicated that the Sr was incorporated into calcium phosphate. The calcium
concentration in the solutions were measured by atomic absorption and transformation
of surfaces were characterized by SEM before and after immersions. Both granules
exibted spherical and roughness morphology and, two phases were identified, HA and
B-TCP, around 73% and 27%, respectively in CaP and 76% and 24%, respectively, in
CaP-Sr. The introduction of Sr in the apatite structure possibly lead to increased
solubility compared to the HA, which favored the precipitation of apatite on the surface
of the granules CaP-Sr. For both the granules (CaP and CaP-Sr) there was less
precipitation when immersed in a solution of potassium acetate compared to Ringer's

Lactate.
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Neste trabalho granulos de fosfatos de calcio contendo estroncio foram
produzidos utilizando pés sintetizados pelo método de precipitacdo umida. Granulos
esféricos foram obtidos a partir da mistura do po sintetizado com solugéo de alginato
de sodio e sinterizados a 1150 °C. A caracterizagdo dos granulos produzidos incluiu
fluorescéncia de raios X (XRF); difracdo de Raios-X (DRX); microscopia eletrénica de
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espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Um estudo
comparativo de bioatividade in vitro dos granulos de fosfato de calcio (CaP) e dos
fosfato de calcio contendo estrdncio (CaP-Sr) foi realizado a partir da imersao dos
mesmos em solugdo de Ringer-Lactato e solugdo de acetato de potassio por até 168
horas sob condicbes estatica e dindmica. Um biorreator foi usado para os
experimentos sob condicdo dindmica. Os resultados de DRX indicaram que o Sr foi
incorporado ao fosfato de célcio. A concentragdo de célcio nas solu¢des foram
medidas por absorcdo atbmica e as transformacdes de superficies foram
caracterizadas por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) antes e ap0s imerséo.
Ambos os granulos apresentaram morfologia esférica e rugosa e com a sinterizacéo
duas fases foram identificadas: HA e B-TCP em teores da ordem de 73 e 27%,
respectivamente, para o CaP e de 76 e 24%, respectivamente, para o CaP-Sr. A
introducdo de Sr na estrutrura da apatita possivelmente levou ao aumento da
solubilidade em relagdo a HA, o que favoreceu a precipitacdo de apatita na superficie
dos granulos CaP-Sr. Para ambos os granulos (CaP e CaP-Sr) ocorreu uma menor
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In this work granules of calcium phosphates containing strontium were produced from
powders synthesized by a wet chemical route. Spherical ceramic granules were
obtained from the mixture of the powder synthesized with sodium alginate solution and
sintering at 1150°C. The characterization of the granules produced included
fluorescence X-ray (XRF), diffraction X-ray (XRD), scanning electron microscopy
(SEM) with energy dispersive spectroscopy (EDS) and Fourier transform infrared
spectroscopy analysis (FTIR). After the preparation of granules, a comparative study of
in vitro bioactivity of biphasic granules of calcium phosphate (CaP) and doped with
strontium (CaP-Sr) has been carried out by immersion in a Ringer's and acetate
potassion solutions during 168 hours under static and dynamic conditions. A specific
bioreactor was used for the experiments under dynamic conditions. The results of XRD
indicated that the Sr was incorporated into calcium phosphate. The calcium
concentration in the solutions were measured by atomic absorption and transformation
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exibted spherical and roughness morphology and, two phases were identified, HA and
B-TCP, around 73% and 27%, respectively in CaP and 76% and 24%, respectively, in
CaP-Sr. The introduction of Sr in the apatite structure possibly lead to increased
solubility compared to the HA, which favored the precipitation of apatite on the surface
of the granules CaP-Sr. For both the granules (CaP and CaP-Sr) there was less
precipitation when immersed in a solution of potassium acetate compared to Ringer's

Lactate.
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1 INTRODUCAO

Os fosfatos de célcio sintéticos e naturais sdo amplamente empregados na
medicina e na odontologia para a reparacdo de perdas de tecidos 6sseos devido a
similaridade que apresentam com a fase inorganica do osso. Dentre estes fosfatos, a
hidroxiapatita Ca;o(PO,)s(OH) > - HA possui grande importancia pois é o que apresenta
maior estabilidade termodinamica préxima da temperatura ambiente. Além disso, a
hidroxiapatita permite diversas substituicbes atbmicas durante a sua sintese, o que
pode modificar seu desempenho clinico, devido as modificagcbes quimicas e
estruturais. Assim sendo, suas diversas propriedades, tais como cristalinidade,
substituicdo atbmica (ou ibnica), tamanho de cristalitos e anisotropia, precisam ser
determinadas para que se assegure seu adequado comportamento in vivo.

Dentre os minerais presentes no tecido 6sseo, o0 estrdncio vem sendo bastante
estudado. A presenca do estroncio (Sr) no osso parece influenciar positivamente a
densidade mineral e o conteddo mineral (NIELSEN et al., 1999), o que resultou em
varias pesquisas envolvendo sintese e caracterizacdo de HA contendo Sr (LI et al.,
2007; LANDI et al., 2008; DOURADO, 2006). O estrbncio substitui os ions calcio,
formando uma solucdo soélida total na hidroxiapatita, entretanto, o excesso de Sr
parece ter efeito deletério na mineralizagdo (LANDI et al., 2008).

Em aplica¢bes clinicas, fosfatos de célcio (CaP) sédo produzidos e processados
a fim de se obter como produto final materiais granulares ou em blocos (CONZ et al.,
2005) por diversas rotas, como por exemplo, compacta¢ao de blocos porosos seguido
de cominuicao (LIMA et al., 2006) e a obten¢do de granulos homogéneos pelo método
do alginato (LIMA, 2011). Fosfatos bifasicos (HA + fosfato tricalcico — TCP) sado
também produzidos visando conjugar a estabilidade da hidroxiapatita com a
degradabilidade do TCP (KIM et al., 2004).

A obtencdo de granulos de fosfatos de calcio contendo estrdncio se justifica
como um material de futuro promissor para a engenharia 0ssea. Com o
envelhecimento populacional e o acesso crescente da populacdo a servicos
odontolégicos pelo SUS, ha um aumento de demanda para produtos de
preenchimento que também sdo empregados em ortopedia (SOARES, 2010). Assim,
0 objetivo do trabalho é produzir e caracterizar fisico-quimicamente granulos sintéticos
de fosfatos de célcio incorporados com 5 mol% estréncio (SrHA) para finalidades
médico-odontoldgicas.

Em engenharia tecidual, a cultura dindmica de células, usando biorreatores,



apresenta resultados promissores, assim investir na pesquisa de ensaios dinamicos in
vitro constitui-se uma maneira eficaz de mimetizar a condic¢ao in vivo (SILVA, 2009). A
condigdo dinamica pode promover uma tensdo aplicada pelo meio que estimula a
proliferacdo e diferenciacéo celular (BOTELHO et al., 2002; BJERE et al., 2008). Em
ensaios dindmicos, a superficie pode ser modificada pelo fluxo constante imposto ao
material, podendo afetar o comportamento celular. Dessa forma o uso de meios
dindmicos se justifica como uma previsdo mais realista da cultura de células e da
situacdo clinica.Os testes de degradacdo, na auséncia de células também podem ser
realizados em biorreatores (SILVA, 2009).

O objetivo deste trabalho é avaliar a degradacéo in vitro da hidroxiapatita
contendo estrdncio sob condi¢cbes estatica e dindmica utilizando como fluido solucdo

de acetato de potassio e solucdo de Ringer Lactato.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fosfatos de calcio

Os fosfatos de calcio mais utilizados sdo B-TCP (Cas(PO,), B), hidroxiapatita
(Cayp(P0O4)s(OH),) ou uma mistura bifasica de B-TCP e HA em uma proporcéo variavel
de acordo com as propriedades desejadas (LEGEROS, 1993; HENCH, 1998). A
solubilidade dos fosfatos de calcio aumenta & medida que a razdo Ca/P diminui. Desta
forma, a hidroxiapatita estequiométrica, razdo molar Ca/P igual a 1,67, é pouco solluvel
em meios biol6gicos. Mesmo que a composi¢cdo quimica de alguns fosfatos de calcio
se aproxime das apatitas biolégicas, a bioatividade desses materiais artificiais fica
relativamente limitada (HENCH, 1998). Uma maneira de melhorar suas propriedades
biol6gicas seria ajustar sua composicdo proxima a dos 0ssos, via substituicdo na
estrutura da apatita (VALLET-REGI & ARCOS, 2005).

Existem diferentes classes de fosfatos de calcio que podem ser absorviveis e
ndo-absorviveis. Muitas formas desses materiais podem ser usadas na engenharia de
tecidos, com drogas que atuam como agente de ligacdo e transporte de genes nao-
virais, revestimentos protéticos (confeccdo de protese dentéria) e compdsitos. Todas
essas aplicacdes dos fosfatos de célcio tém como interesse a reconstrucdo do tecido
0sseo, a correcdo de defeitos da estrutura éssea, podendo também ser empregados
no preenchimento 6sseo, no transporte de drogas e como revestimento de préteses
metdlicas.

Tais caracteristicas positivas ao reparo 0sseo podem ser explicadas pela
natureza quimica destes materiais, os ions calcio e fosfato, constituintes também do
tecido 6sseo, proporcionam um equilibrio ibnico entre o fluido biolégico e a ceramica
(BEST et al., 2008). Na tabela 2.1 estdo relacionadas a composi¢cdo dos diferentes

ions encontrados na parte inorganica do corpo humano.



Tabela 2.1: Composicéo ibnica da parte inorgénica de alguns tecidos do corpo
humano (E. BOANINI et al., 2009)

Ca (wt.%)

P (wt.%)

CO2 (wt.%)

Na (wt.%)

K (wt.%)

Mg (wt.%)

Sr (wt.%)

Cl (wt.%)

F (wt.%)

Zn (ppm)

Ba (ppm)

Fe (ppm)

Al (ppm)

Ag (ppm)

Cr (ppm)

Co (ppm)

Sb (ppm)

Mn (ppm)

Au (ppm)

Br (ppm)

Si (ppm)

Ca/P

ESMALTE

37.6

18.3

3.0

0.70

0.05

0.2

0.03

0.4

0.01

263

125

118

86

0.1

107

0.6

0.1

34

1.59

DENTINA

40.3

18.6

4.8

0.1

0.07

11

0.04

0.27

0.07

173

129

93

69

0.6

0.6

0.07

114

1.67

0SSO

36.6

17.1

4.8

1.0

0.07

0.6

0.05

0.1

0.1

39°

0.33

<0.025

0.17

500

1.65



Uma forma conveniente de classificar os fosfatos de célcio é através da razao

molar entre os atomos de calcio e fésforo (razdo Ca/P), a qual varia de 0,5 a 2,0,

conforme mostra a Tabela 2.2.

Tabela 2.2- Principais fosfatos de calcio (modificado de BOHNER, 2000)

Nome

Dihidrogeno fosfato
de célcio
monohidratado

Monohidrogeno fosfato
de célcio

Monohidrogeno fosfato
de célcio dihidratado

Fosfato octacalcico

Hidroxiapatita
Deficiente

Fosfato de calcio amorfo
n = 3-4.5; 15-20% H20

Dihidrogeno fosfato de

célcio monohidaratado

a-Fosfato tricalcico

B-Fosfato tricalcico

Hidroxiapatita
sinterizada (800 °C)

Oxiapatita

Fosfato tetracélcico

Férmula

Ca(H.PO.),

CaHPO,

CaHPO4.2H0

Cast(PO4)6.5H20

Cayo.

(HPO4)x(PO4)s.

x(OH)Z

Cay(PO4),.nH,01

Ca(H2P04)2H200

0-Caz(PO4).

B-Cas(PO.).

Cas(PO4)3OH

Cam(F’O4)SO

Cay(P0O,),0

Ca/P

0.5

1.0

1.33

1.33

1.50-1.67

15

15

15

15

1.67

1.67

2.0

Mineral

Monetita

Brushita

Hidroxiapatita

Hilgentockita

Simbolo

MCP

DCP

DCPD

OCP

CD-HA

ACP

MCPM

a-TCP

B-TCP

HA

OXA

TetCP



Embora as ceramicas inorganicas ndo possuam capacidade osteoindutiva, ou
seja, ndo sdo capazes de induzir a formacdo Ossea, elas certamente possuem
capacidade osteocondutiva, ou seja, servem de arcabouco para formagdo Ossea,
assim como uma extraordinaria capacidade de se ligar diretamente ao osso (BURG et
al., 2000).

2.2 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita (HA) foi identificada como sendo componente mineral do 0sso
pela primeira vez em 1926. Dejong realizou o primeiro estudo de Difracdo de Raios-X
(DRX) do osso e reconheceu que sua fase inorganica assemelha-se as estruturas
minerais conhecidas como apatitas (CHAI e BEN-NISSAN, 1999).

A HA é um composto de composicao, estequiometria (Cao(PO4)s(OH), ) €
cristalografia definida. Pertence ao sistema hexagonal, com um grupo espacial P 63/m
e parametros de rede a=b=0.942 nm e ¢=0.688 nm (POSNER, 1958). A hidroxiapatita
pura é um sal duplo de fosfato tricalcico e hidréxido de calcio.

A célula unitaria da HA é formada por 10 fons de Ca®', 6 ions de fosfatos
(PO4)* e 2 jons de hidroxila OH ". Os fons de Ca”*" estdo dispostos em dois sitios,
sendo 4 ions no sitio | e 6 ions no sitio II; a existéncia de dois sitios de ions calcio traz
consequéncias importantes para as hidroxiapatitas que contém substituicdes
catidnicas, pois suas propriedades estruturais podem ser afetadas dependendo do
sitio ocupado pelo cétion da impureza. Os 24 ions de oxigénio ocupam 3 sitios na
estrutura da HA, os 6 ions de fosfatos e o grupo OH- ocupam apenas um sitio, cada
um.

A hidroxiapatita (HA) € umas das principais ceramicas usadas em aplicacbes
clinicas visando a regeneracdo Ossea e dentaria. Ela possui composicdo quimica
similar & fase mineral dos tecidos calcificados e pode ser sintetizada com relativa
facilidade em laboratério. Apresenta excelente biocompatibilidade e bioatividade com
tecido 6sseo. A HA €, ainda, osteocondutiva, ou seja, conduz o 0sso neo-formado por
entre seus poros (VALLET-REGUI, 2005).

As apatitas bioldgicas diferem da HA pura em composi¢ao, tamanho do cristal,
morfologia e estequiometria. A razdo Ca/P da HA pura é de 1,67, mas em geral, as
apatitas biolégicas sdo nao-estequiométricas (1,59 para o esmalte, 1,67 para a dentina

e 1,65 para o 0ss0). A deficiéncia em calcio nas apatitas é refletida pela formacgéo de



fosfato tricalcico do tipo B- (B-TCP) apds calcinacédo a partir de 700 °C (LEGEROS,
1994).

Devido a sua composigdo quimica semelhante & fase mineral do tecido 6sseo,
a HA favorece o crescimento 6sseo nos locais onde se encontra, fendmeno chamado
de osteoconducéo, estabelecendo ligacdes de natureza quimica com o tecido dsseo,
sendo que as células néo distinguem entre a hidroxiapatita e a superficie 6ssea.
(ASCHAR et al. ,2003; AOKI, 1991; HENCH,1997 ;SAERIA et al., 2003).

Embora seja um material que possua uma microestrutura adequada, a HA
como outras ceramicas, ndo apresenta um alto desempenho mecéanico. As
deficiéncias de carater mecéanico, normalmente estdo associadas a porosidade do
material. Varias propriedades mecéanicas (dureza, tenacidade, resisténcia a flexdo e a
compressao, etc.) demonstram uma redugcdo com o aumento da microporosidade
(RIBEIRO, 2003).

2.3 SubstituicBes na hidroxiapatita

A solubilidade dos fosfatos de célcio aumenta a medida que a razdo Ca/P
diminui. Desta forma, a hidroxiapatita estequiométrica, razdo molar Ca/P igual a 1,67 &
pouco soluvel em meios biolégicos. Mesmo que a composi¢cdo quimica de alguns
fosfatos de calcio se aproxime das apatitas biolégicas, a bioatividade desses materiais
artificiais fica relativamente limitada (HENCH, 1998). Uma maneira de melhorar suas
propriedades biolégicas seria ajustar sua composicdo proxima a dos 0ssos, via
substituicdo na estrutura da apatita (VALLET-REGI e ARCOS, 2005)

A estrutura da hidroxiapatita € conhecida por sua propriedade hospedeira,
permitindo substituicbes de inUmeros ions apresentado na Tabela 2.3. Substituicdes
dos ions Ca, (PO,4) ou (OH) na rede cristalina resultam em variactes nas propriedades
fisico-quimicas e morfolégicas geralmente sem variagdo na simetria hexagonal
(LeGeros e LeGeros, 1993). A substituicdio parcial dos ions PO,> e OH pelo fon CO5*
resulta na contracdo dos eixos a e expansao do eixo ¢ da célula unitaria, aumento da
solubilidade, variacédo nas posi¢cdes atdbmicas, mudanca na morfologia dos cristalitos e

diminuic&o da cristalinidade.



Tabela 2.3 — Exemplos de substituicbes na estrutura da apatita (LeGeros e

LeGeros, 1993).

Substituices Férmulas quimicas teéricas
Sitio Ca?"
Mg?* Ca0.4Mgx(PO4)s(OH),
Zn?' Cauo-xZny(PO4)s(OH).
Sr2 Cay0xSr«(PO4)s(OH),
Ag” Cau0-xAgx(PO4)s(OH),

Sitio B (PO,%)

COs? Ca10-x(PO4)sx(CO3)x(OH)zx
Sio,* Cauo(PO4)s+(Si04)x(OH)2
HPO,Z Ca0.(PO4)s-x(HPO4)x(OH)2
Sitio A (OH)
E Cauo(PO4)s(OH)z-2xFax
cr Cag(PO4)s(OH)2 2:Clax
COs? Cayo(PO4)s(OH)2-2<(CO3)x

Um dos substituintes mais estudado é o magnésio, sendo o quarto cation mais
abundante no osso humano (0,44 — 1,23% massa). E essencial para a fixac&o correta
do célcio no organismo, sua caréncia pode causar descalcificacdo nos 0ssos
(osteoporose). A presenca do Mg? na estruturada HA afeta sensivelmente a sua
cristalizacdo, desestabilizando sua estrutura e favorecendo a formacido de B-TCP
(CACCIOTTI et al.; 2009).

A substituicdo de grupamentos fosfatos por grupamentos ions SiO4; na HA
aumenta a bioatividade dos materias. As ceramicas dopadas com Si desenvolvem

uma camada de apatita biolégica na superficie em contato com os fluidos fisiol6gicos



mais rapidamente que HA pura (BOTELHO et al.,2002; PORTER et al.,2004).

O zinco (Zn*") esté presente nos 0ssos humanos em baixas quantidades (entre
126-276 ug/g). O Zn** estimula o crescimento e a mineralizagédo 6ssea (HASHIZUME
& YAMAGUCHI, 1993), sua presenca na apatita nos sitios do calcio diminui a reagéo
de inflamac&o induzida pela fagocitose dos pés de HA ( GRANDJEAN-LAQUERREIRE
et al.; 2006).

O fldor pode ser incorporado na HA substituindo os grupos OH’, tornando a
estrutura hexagonal mais estavel e menos solavel que a hidroxiapatita
estequiométrica. O fluor pode ainda aumentar a formacéo 6ssea (KANNAN et al.,
2007).

Os grupos carbonatos alteram a cristalinidade da hidroxiapatita, acelerando os
processos de dissolugdo da estrutura, o que é verificado nas caries dentérias e nos
processos de reabsor¢cdo 6ssea (MAVROPOULQOS; 1999). Landi e colaboradores,
através de testes in vivo, demonstraram que HA carbonatada apresenta uma boa
compatibilidade, boa osteointegracdo e uma bioressorcdo mais rapida comparada com
a HA estequiométrica (LANDI et al.; 2003).

2.4 Hidroxiapatita com estréncio

O estrdncio esta naturalmente presente no 0sso, por isso muitos estudos
procuram observar seus efeitos em animais e humanos. O Sr** tem grande
importancia em aplicacdes bioldgicas, pois promove a formacdo éssea, diminui a
reabsorcao, além de reduzir o risco de fraturas vertebrais devido a osteoporose no
periodo pés-menopausa (MARIE et al., 2001). .

A substituicdo de ions de calcio por ions estréncio é observada devido ao fato
de ambos serem metais alcalinos terrosos. A estrutura da HA permite uma substituicdo
de até 100% dos fons de Ca®" por fons de Sr?* (LI, 2007), contudo esta substituic&o
deve ser controlada visto que estudos in vivo mostraram que os efeitos do metal séo
dependentes da dose usada (MARIE et al., 2001). Quando usados em baixas doses
(4mmol Sr/kg/dia), o estroncio reduz a reabsorcdo éssea e aumenta a formagéo
0ssea, resultando num aumento da massa 6ssea em ratos (GRYNPAS e MARIE,
1990). A presenca de Sr** aumenta o nimero de osteoblastos, células responsaveis
pela producéo da parte organica da matriz 6ssea, e diminui 0 nimero e a atividade dos
osteoclastos, responséaveis pela destruicdo 6ssea, levando assim a uma diminui¢cdo da
reabsorcao 6ssea (CANALIS et al., 1996).



A incorporacdo de Sr** nos o0ssos leva a uma mudanca nos parametros de
rede, no tamanho de cristal, e na cristalinidade pois a distancia da ligagdo Sr-OH sera
maior do que a Ca-OH, consequentemente, a energia de ligacdo diminui (coesdo é
inversamente proporcional a distancia) o que leva a uma diminuicdo do modulo de
elasticidade.

A dopagem do fosfato de célcio com ions de estroncio revelou a presenca de
duas fases cristalinas distintas: hidroxiapatita e fosfato tricalcico (B-TCP). A insercéo
do Sr** em ambas as fases foi total quando baixos niveis de Sr** foram incorporados,
contudo incompleta quando altos niveis foram associados (RENAUDIN et al.; 2009).

Um estudo realizado por Boivin e colaboradores, onde macacos foram tratados
com doses de ranelato de estroncio por 13 semanas, mostrou que a adsorcdo de Sr?*
pela fase dssea inorganica se da pela troca ibnica na superficie dos cristais e, em
menor extensdo, por troca ibnica dentro do reticulo cristalino. Neste caso, foi
constatado que apenas um entre dez fons Ca®*" é substituido pelo ion Sr**. A
substituicdio por Sr** ndo produziu alteracées significativas nos parametros do reticulo
cristalino da fase 6ssea, apesar do Sr** apresentar raio ibnico maior (Sr** = 1,13 A)
que do Ca® (0,99 A), e também nao foram constatadas alteracbes nas propriedades
coesivas dos cristais dos minerais.

Outro estudo do tratamento com ranelato de estroncio em ratos, a longo prazo
(dois anos), mostrou aumento de massa 6ssea e de resisténcia mecéanica 6ssea, como
uma resposta ao aumento da superficie 6ssea ocupada por células ostedides e
osteoblastos, revelando um aumento no numero de sitios de formacdo Ossea
(AMMANN et al., 1996).

O comportamento clinico desses produtos depende fundamentalmente do
processo de degradacdo que ocorre quando em contato com os fluidos corpéreos. A
taxa de degradacao resulta na liberagdo de ions que podem estimular o processo de

formacdo 6ssea ou, se em excesso, provocar a morte celular.

2.5 Producao de granulos

Para aplicacdes clinicas, os pos de fosfatos de calcio sdo produzidos e
processados a fim de se obter como produto final materiais granulares ou blocos
(CONZ et al., 2005) por diversas rotas como, por exemplo, compactacdo de blocos
porosos seguido de cominuicdo (LIMA et al., 2006) e a obtencdo de granulos

homogéneos pelo método do alginato (LIMA, 2011).
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2.5.1 Alginato de sédio

Os alginatos séo polissacarideos naturais, biodegradaveis, biocompativeis e
atoxicos. E um sal organico derivado de carboidratos do tipo fibra. Extraido de algas
marrons (macrocytis, Fucus, Laminaria ascophilum), é encontrado em mares e
oceanos frios. Apds a extracdo, o alginato de s6dio é seco, separado, lavado, fervido e
transformado em gel que é prensado, seco e moido. Sua formula quimica é NaCgH-Os.
Tem aplicacé@o na gelificag@o. Para gelificar, o alginato de s6dio reage com ions calcio
(ou com outros elementos similares ao célcio) e formar um gel termo irreversivel (ndo
retorna ao estado liquido com o calor) que constitui a pelicula que reveste as esferas
resultantes da esferificacdo, em uma das técnicas de gelificacdo externa. Essa técnica
consiste em aprisionar um liquido qualquer em uma esfera perfeita, (esferas
preparadas com gel). Na esferificacdo basica trabalha-se com proporcdes de 0,4% a
0,7% de alginato de s6dio no produto.

Estes polissacarideos séo polimeros lineares do acido (1-4) b —D- Manurdnico
(unidade M) e acido a-L-Gulurbnico (unidade G) que apresentam variagdo na
proporcdo e distribuicdo sequliencial ao longo da cadeia polimérica (figura 2.2). As
propiedades fisicas destes polimeros sao determinadas por sua composi¢cao, extensao
das sequencias lineares e por seu peso molecular (BOONTHEEKUL et al.,2005;
PAULA,2008).

A adicéo de cations divalentes (Ca*?, Ba*,Sr*, Zn*%) ao alginato em solugdes
aguosas, permite estabelecer ligacbes cruzadas e formar hidrogéis, para forma pontes
entre as cadeias poliméricas adjacentes e uma rede tridimensional com o objetivo de
estabilizar,permanentemente os polimeros. Este modelo de rede tridimensional,
denominado de “egg-box”, é baseado nas propriedades fisico-quimicas dos hidrogéis
de alginato e nas propriedades de adesdo dos cations. Esta rede é, frequentemente,
formada a partir do gotejamento de solugcdo de alginato de sédio ou potassio, em
solucdo aquosa de ions de calcio, normalmente composta por cloreto de calcio
(PAULA, 2008).

AL-M M-G

P e A\

HO/ Y o 1N

R
0o0C HO

Figura 2.1: Estrutura polimérica do alginato. Ligac6es do tipo 1-4.
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A mistura de pés de fosfato de célcio com solucdo de alginato permite a produgéo de
granulos esféricos que podem ser sinterizados para eliminag&o do alginato e aumento

da resisténcia mecanica.

2.6 Teste de degradagao de ceramicas

O estudo de mecanismaos fisico-quimicos como diluicdo, precipitacdo, adsorcéo
e caracteristicas de superficie da interface soélido-solucdo sdo importantes fatores
utilizados para a explicacdo da degradacdo (RODENAS e PALACIOS, 2005; LIMA,
2006)

O objetivo do teste de degradacdo é identificar e quantificar o potencial de
degradacdo do produto testado em soluc@es fisiolégicas. Para isso, € necessario o
conhecimento prévio das propriedades quimicas, fisicas e a morfologia da superficie
do material (ISO 10993-5).

Um biomaterial ndo deve levar ao hospedeiro a obter uma resposta indesejada,
ou seja, 0 material e o organismo devem coexistir sem nenhum efeito téxico (NATH et
al., 2008; THAMARAISELVI et al.,, 2004). Uma parte importante da pesquisa para
desenvolver novos materiais biocompativeis € o estudo das propriedades de
dissolucéo in vitro de biomateriais em condi¢des cientificamente controladas.

A grande maioria das ceramicas de fosfato de célcio séo reabsorviveis e
dissolve quando expostas a ambientes fisiolégicos. Contudo a hidroxiapatita é
termodinamicamente estavel em pH fisiologico e participa ativamente na ligacdo
Ossea, formando ligacdes quimicas fortes com 0s 0ssos circunvizinhos, o que tem sido
explorado para recuperacéo 0ssea rapida ap0s traumas mais significativos ou cirurgia
(KRIEGER, 2003).

No osso podemos encontrar fosfatos de calcio tanto na forma cristalina quanto
na forma amorfa. A presenca da fase amorfa causa um aumento na taxa de dissolucao
em razao de sua maior solubilidade (DOROZHKIN & EPPLE, 2002).

O processo de biodegradacdo das HA tem sido estudado mostrando uma
dependéncia de vérios fatores, como composi¢cao quimica (associada a razdo molar
Ca/P), e microestrutura do material, bem como pH no meio fisioldgico e fatores
biolégicos (compostos sintetizados pelo préprio organismo que podem interferir no seu
funcionamento). A razdo molar Ca/P é um parametro para se avaliar o comportamento
biodegradavel de um material em fluidos fisiolégicos, pois a degradacéo é em fungéo
da estequiometria; quando a razao molar Ca/P for diferente do valor estequiométrico

de 1,67 o material degrada e € absorvido pelo corpo (LACERDA et al.; 2009).
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Segundo AOKI (1994) e LEGEROS (1994), a baixa cristalinidade e tamanho
reduzido dos cristais estdo relacionados com a presenca de defeitos na rede das
apatitas biolégicas. A solubilidade do fosfato também é associada a baixa
cristalinidade. Segundo LEGEROS (1994) e ELLIOT (1994) a extensdo da dissolucéo
sera funcdo da composicdo, tamanho da particula, porosidade (micro e
macroporosidade), area superficial especifica e cristalinidade (tamanho e perfeicdo do
cristal).

A biodegradacdo é uma das caracteristicas desejadas para torna-lo ideal. A
taxa de biodegradacdo da cer&mica deve ser controlada para permitir a continua
reconstrucdo do tecido. Além disso, um material substituto ideal para defeitos 6sseos,
associado por exemplo a cirurgia ortopédica reconstrutiva, deve conter poros de
tamanhos adequados para manutencdo da forma e funcdo celular, ser inicialmente
flexivel e facilmente moldavel, mas que tenha uma presa rapida uma vez implantado
(BURG et al., 2000; SHEU et al., 2001; NOAH et al., 2002).

Normalmente se acompanha o processo de degradacdo analisando
guimicamente as solucbes antes e apés testes. Os tempos utilizados variam de
minutos a horas e se a solucao contiver ions de célcio e fosfato, como a solucao
simuladora de fluidos corpéreos (SBF, “simulated body fluid”), poderd ocorrer
precipitacao de fosfato na superficie do material (MONTEIRO et al., 2003).

Porter e colaboradores (1993) demonstraram que a adicdo de silicio na
hidroxiapatita levou a maior bioatividade sobre hidroxiapatita pura. Isto foi atribuido ao
efeito de ions de silicato acelerar a dissolu¢éo tanto in vitro quanto in vivo.

Kohri et al (1993) em estudo envolvendo cerémicas bifasicas de fosfato de
calcio (B-TCP e HA) observou que a fase pura de B-TCP e a mistura B-TCP/HA foram
gradualmente convertidas em HA quando imersas em agua destilada ou solucao
Ringer.

Estudo recente realizado por Pan e colaboradores (2010) demonstrou que a
substituicdo de calcio por estréncio desestabiliza a estrutura cristalina devido ao maior
tamanho do ion estroncio, aumentando assim a solubilidade. Nath e colaboradores
afrmam em seu trabalho que toda decomposicdo de hidroxiapatita resulta na
combinagédo de HA e dissociagdo em B-TCP (NATH et al., 2008).

Ashok e colaboradores (2010) relataram o comportamento da dissolugdo da
hidroxiapatita pura e compositos de hidroxiapatita com 20-30% em peso de mulita em
fluidos fisiolégicos simulados (SBF). Os experimentos de dissolucdo in vitro foram
realizados para diferentes tempo de duracdo a partir de 7 dias até 28 dias, resultados
de DRX e MEV mostram quase nenhuma dissolucdo de hidroxiapatita pura e HA

composto com 30% em peso de mulita. No entanto, HA-20% em peso de mulita
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apresenta dissolugcdo consideravel depois de 7 dias. A fase a-TCP foi a principal

responsavel pelo processo de dissolugcédo (ASHOK et al.,2010).

2.6.1 Estudo dadissolucéo

O estudo dos mecanismos de dissolucdo de apatitas tem contribuido na
prevencdo e simulacdo de processos, como: producdo de fertilizantes, formacgéo de
caries dentarias, osteoporose, biodegradacdo de materiais in vivo e in vitro e avaliagdo
da bioatividade de materiais de interesse (DOROZHKIN, 2002).

Um dos parametros mais importantes envolvidos na propriedade de dissolucdo
de sdlidos é a constante termodindmica de solubilidade (Kps). Diferentemente da
dissolucdo, a solubilidade é determinada em condicBes de equilibrio, enquanto a
dissolucdo s6 ocorre em condigbes adversas, sendo influenciada por indmeras
variaveis, incluindo a constante de solubilidade do sélido.

O corpo humano é constituido principalmente por 4gua, sendo assim todas as
reacdes que acontecem no organismo sao influenciadas diretamente pela sua
presenca. Diante disso, a solubilidade do fosfato em agua € de grande importancia
guando este é utilizado como um biomaterial. Valores do logaritmo da constante do
produto de solubilidade sdo apresentados na Tabela 2.4, sendo quanto maior o valor
menor a solubilidade do material.

Ainda que todos os parametros, exceto a composicdo, permanecam
constantes, essa ordem apresentada na Tabela 2.4 ndo é sempre observada
experimentalmente. Isto ocorre porque a superficie do fosfato de calcio, altamente
soluvel, é reativa e pode formar uma camada de um fosfato de calcio pouco sollvel,
assim reduzindo a taxa de degradagédo (BOHNER, 2000).

A natureza dos fosfatos de calcio precipitados € determinada essencialmente
pelo grau de sobressaturacdo do meio de mineralizacdo. A sobressaturacdo acontece
por aumento das concentragdes de calcio e fosfato e/ou do pH. Além disso, 0 aumento
da temperatura também contribui para o aumento da sobressaturacao da solugdo uma
vez que os sais de fosfato de calcio apresentam solubilidade inversa. (AOBA et al.,
1998).
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Tabela 2.4 — Logaritmo da constante do produto de solubilidade de véarios
fosfatos de célcio (modificado de DOROZHKIN & EPPLE, 2002). Solubilidade é
relacionada com o logaritmo da constante do produto de solubilidade para dado
composto (excluindo-se a agua de hidratagdo), com concentracées em mol.L-1; [a]
N&o pode ser medido precisamente. Entretanto, encontram-se 0s seguintes valores na
literatura: 25,7 (pH 7,40), 29,9 (pH 6,00) e 32,7 (pH 5,28).

Nome log(KPS) a25C log(KPS) a 37°C

Dihidrogeno fosfato
de célcio 1.14 -
monohidratado

Monohidrogeno fosfato 6.90 7.02
de calcio
Monohidrogeno fosfato 6.59 6.63

de célcio dihidratado

38-44 37-42
Fosfato octacalcico
Hidroxiapatita = 85,1 = 85,1
Deficiente
Fosfato de célcio amorfo [a] [a]
n = 3-4.5; 15-20% H20
Dihidrogeno fosfato de 1.14 -
célcio anidro
25.5 25.5
a-Fosfato tricalcico
o 28.9 29.5
B-Fosfato tricalcico
Hidroxiapatita 116.8 117.2
sinterizada (800 °C)
Fosfato tetracélcico 38.44 37.42
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A tendéncia para uma determinada fase de fosfato de calcio precipitar pode ser
determinada a partir de diagramas de solubilidade de fases como o representado na
Figura 2.3.

A estabilidade dos fosfatos de calcio esta associada a diferentes valores de
pH, De forma geral, quanto maior a razdo Ca/P, menor serd a solubilidade.
Observando-se as isotermas de solubilidade de sete fosfatos de calcio, Figura 2.3,
nota-se a inclinacdo negativa nas regiées neutras e acidas do diagrama de fases. Isso
reflete o fato de que todos os compostos sao mais sollveis conforme o pH diminui. Na
regido alcalina, a concentracdo de calcio aumenta a partir do pH.10 Dessa forma, em
pH fisiolégico, a solubilidade dos fosfatos de calcio e, consequentemente, sua
degradacéo in vivo, € dada pela seguinte ordem: MCPM > a-TCP > DCPD > DCP >
OCP > 3-TCP > HA (GUASTALDI e APARECIDA, 2010).

4 ‘ 6 s 10 12
pH
Figura 2.2: Diagrama de solubilidade para o sistema ternario Ca(OH),-HzPO,
H,O a 37 °C: isoterma de solubilidade mostrando log[Ca] e pH de solu¢des em
equilibrio com vérios sais. (GUASTALDI e APARECIDA, 2010)

Assim como existem também diferentes parametros que podem afetar na taxa
de dissolucdo e na precipitacdo de uma fase de fosfato de célcio, os quais estdo
descritos na Tabela 2.5.
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Tabela 2.5- Varidveis envolvidas na descricdo dos mecanismos de dissolugcéo

Solucgéo Solido Superficie
pH composicédo defeitos
composicao cristalinidade adsorcao de ions
propiedades ) transformacéo de
) o porosidade
hidrodinamicas fases

Na avaliacdo da dissolucdo de uma bioceramica fatores como a composicdo
da solucdo, microestrutura da amostra, condicdes de ensaio (temperatura, tempo,
sistema estatico ou dinamico), relacdo area da superficie do sélido/volume da solugéo
sdo decisivos, podendo alterar resultados da analise a medida que sao definidas
condicbes de ensaio diferentes. (LEGEROS, 1991).

A macro e microporosidade aceleram a biodegradacdo do material por
aumentar a area da superficie em contato com os fluidos corporais, permitindo uma
ampla vascularizacdo do implante, aumentando o potencial osteoindutivo, adsorcéo de
proteinas e fatores de crescimento, aumentando ainda a agdo de osteoblastos e
osteoclastos durante a fase de neoformacdo e remodelacdo 6ssea, além de permitir
uma melhor osteointegracéo (HING et al., 1999; HABIOVIC et al., 2008).

2.7 Biorreatores

Devido ao aumento do numero de materiais cerdmicos utilizados como
biomateriais e os diversos aspectos envolvidos na interacdo com o0s tecidos vivos,
procura-se uma forma de estudar esta relacéo in vitro. Os biorreatores surgem como
uma proposta de se definir um conjunto de condi¢cdes favoraveis necessérias a
proliferacdo celular in vitro diante da possibilidade de cultivo de células em larga
escala para a producdo de uma gama crescente de produtos para saude humana
desde o final da década de 70 e para fins tecnologicos (MORAES et al.; 2008).

O uso dos biorreatores, na cultura dindmica de células, em engenharia de
tecidos possibilita resultados promissores. A condicdo dindmica promove uma tenséo

aplicada pelo meio, estimulando a proliferacao e diferenciacdo celular. Além disso, o
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sistema enriquece o transporte de massa, assegurando uma nutricdo continua das
células e constante renovacdo do meio (BEJERE et al.; 2008).Biorreatores também
podem ser empregados na avaliacdo da degradacdo de materiais na auséncia de

células.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Atualmente a degradacédo in vitro é regida pela norma ISO 10993 parte 14,
contudo o processo bioldgico é muito complexo e este teste serve apenas para
comparar diferentes materiais. E importante que nos estudos de degradacdo sejam
investigados meios mais proximos aos biolégicos e que os materiais sejam testados
dindmicamente para melhor simular o ambiente fisiologico.

Neste trabalho pretende-se avancar na metodologia de teste in vitro (em
auséncia de células) para avaliar a degradacgéo/dissolucdo de granulos bifasicos de
fosfato de célcio com 5%mol de Sr em substituicdo ao calcio em meio estatico e
dindmico, utilizando duas solugbes diferentes (Ringer e solugdo de acetato) por

tempos de até 168 horas.

3.2 Especificos

» Sintese de CaP e CaP-5%Sr, por precipitacdo via Umida, utilizando nitrato de
célcio, nitrato de estréncio e hidrogenofosfato de potassio como precursores.

» Caracterizacdo do p6 formado por técnicas como difracdo de Raios-X e

espectroscopia ho infravermelho.

» Confeccdo de granulos a partir dos pés sintetizados misturados a uma solucao
com alginato de sédio, seguido de sinterizacao.

» Caracterizacdo dos granulos por técnicas como difracdo de Raios-X,
espectroscopia no infravermelho e microscopia eletrénica de varredura.

» Exposicdo dos granulos em dois diferentes meios (solugéo de Ringer e solugéo
de acetato com pH 5) em sistema estatico e dinamico. Acompanhamento do
processo de degradacdo pela teor de calcio existente na solugéo.

» Andlise dos granulos apdés exposicdo aos meios, em alguns tempos

selecionados, por DRX (fases cristalinas), FTIR (grupamentos funcionais) e

morfologia (MEV).
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho consite no estudo da degradacao in vitro sob condicGes
estaticas e dindmicas de duas hidroxiapatitas calcio deficientes, denominadas por HA
(pura) e Sr-HA (contendo estréncio), as quais foram obtidas via precipitacdo Umida

para posterior produgéo de granulos, assim como esquematizado na Figura 4.1.

Sintese de HA e Sr-HA

*Precipitagéo => Ca(NO,), + KH,PO,+ Sr(NO,),
*Lavagem
*Secagem

Produgéo dos granulos

*Ha, Sr-HA + alginato de sédio

Tratamento térmico dos granulos

+500°C/2h (30°C/min)
+1150°C/2h (10°C/min)

T
*MEV
*FTIR
*DRX
*EFRX

. Testes de degradagéo in vitro estatico e
dinamico

*Solugéo de Ringer Lactato
*Solucédo acida de acetato de potassio

— Caracterizacao

+dosagem de célcio no meio - EAA

*MEV das superficies dos granulos apos testes de
degradacédo

Figura 4.1 - Diagrama esquematico do procedimento experimental.
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4.1 Sintese dos p06s de hidroxiapatitas pura e contendo estréncio

Por precipitacdo em meio aquoso foram produzidas hidroxiapatitas calcio
deficientes, pura e dopada com estroncio, objetivando razdes Ca/P e (Ca+Sr)/P iguais
alb.

Como fontes de célcio e fosforo foram utilizados nitrato de calcio [Ca(NO3),]
(MERCK, 99% puro) e dihidrogeno fosfato de potassio (KH,PO,, MERK). Para a
sintese Sr-HA adicionou-se nitrato de estréncio [Sr(NO3z),, MERK), como fonte de ions
dopante Sr** substituindo ions de Ca®*, sendo 5% a raz&o molar de [Sr / (Ca + Sr)]
utilizada.

As sinteses foram realizadas a uma temperatura proxima de 40°C com
agitacdo constante, o pH foi mantido a 11 com a adicdo de hidroxido de aménia
durante todo o processo de obtencéo da ceramica (LANDI et al., 2007; Sanosh et al.
2009) .

O produto da reacao foi deixado em suspensdo sob as mesmas condicbes da
sintese por um tempo de maturacao de 2 horas, para permitir que todo reagente fosse
transformado no produto final desejado. O precipitado foi filtrado e lavado com agua
deionizada até pH em torno de 6 (pH aproximado da agua destilada e deionizada), em
seguida foi seco em estufa por 48 horas a 37°C. O material resultante foi cominuido

manualmente e peneirado.

4.2 Producao dos granulos

Para produzir granulos de HA triturou-se o p6 obtido em grau de agata e em
seguida peneirou-se a 125um. Separadamente, pesou-se 3,75g deste p6 e 0,25g de
alginato de sodio (NaCgH;Og, Sigma-Aldrich ).

Em bécheres diferentes, onde um continha alginato de sddio e o outro, o p6 de
HA peneirado, adicionou-se, lentamente e sob constante agitacdo, 20mL de agua
destilada ao primeiro e 5mL de agua destilada ao ultimo.

A solucdo de HA adicionou-se a solugéo de alginato de sédio, juntamente com
mais 25mL de agua, resultanto em um material viscoso, o qual foi peneirado a 75 pm.

A mistura foi finalmente extruida com o auxilio de bomba peristaltica a

velocidade de 47,9 rpm e agulha hipodérmica com calibre de 0,55 mm, a uma
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distancia constante de 2cm de uma solugéo de CacCl, (0,15M) sob agitacdo magnética.
A Figura 4.2 apresenta o arranjo experimental utilizado no processo da producéo dos
granulos de HA e Sr-HA.

Deixou-se as esferas obtidas em contato com a solucdo de CacCl, (0,15M) por,
pelo menos, 24 horas para garantir que houvesse completa troca catidnica de Na* pelo
Ca?, sendo em seguida lavadas com agua 3 vezes. Posteriomente, secaram-se as
esferas a 37°C, separando-as a cada 10 minutos para evitar formacdo de
aglomerados.

Figura 4.2 Arranjo experimental da producéo dos granulos de HA e -Sr-HA,;

(1)agitador eletromagnético, (2)bomba peristaltica, (3) peneira e (4)bécher.

22



As esferas foram tratadas termicamente utilizando-se duas rampas de
aquecimento, a 550°C por 2 horas (30°C/min), para total eliminacdo do alginato de
sédio, e a 1150°C por 2 horas (10°C/min), para sinterizacdo dos granulos. Ressalta-se
gque a primeira rampa foi lenta visando que todo o alginato fosse liberado sem danificar
a estrutura das esferas.

AplOs o tratamento térmico, peneiraram-se 0s granulos para separa-los por
tamanho, visando obter uma faixa granulométrica na ordem de 250-600 um. Sendo a

mesma rota foi utilizada para producédo dos granulos de Sr-HA.

4.3 Caracterizacdo dos granulos

Os elementos célcio, fosforo e estrbncio foram quantificados por
espectroscopia de fluorescéncia de raio-X (EFRX) modelo Rigaku RIX 3100/ Tubo de
Rédio (4KW). As fases presentes foram analisadas por difracdo de raios-X em um
difratbmetro SHIMADZU vertical, configuragdo theta-2theta, modelo XRD 6000,
geometria Bragg-Brentano, com raio goniométrico de 185 mm. O alvo utilizado € de
cobre (Radiagdo Cu ka) 30kV/30mA. A faixa angular foi 5-70°, com uma velocidade
de 1/s e passo 0,05° para identificacdo dos picos caracteristicos do material. Os
granulos foram triturados para analise.

A morfologia dos granulos foi observada com auxilio de microscopia eletrbnica
de varredura (JEOL JSM 6460-LV), e os elementos quimicos presentes identificados
por meio de espectroscopia por energia dispersiva (EDS).

A analise FTIR (Perkin Elmer, Spectrum 100) foi realizada em pastilhas com
brometo de potassio (KBr) na seguinte proporcdo: 0,001g de granulo (triturado na
forma de p6) para 0,015g de KBr. Os espectros foram obtidos com resolucdo 4 cm™,
ganho 1, regidio espectral 4000 a 400 cm™ e 16 varreduras. A andlise das bandas
referentes aos revestimentos obtidos foi baseada em dados da literatura, que estédo

resumidos na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1- Frequéncias de vibracdo ativa em infravermelho dos fosfatos de
célcio(SLlosarczyk et al., 2005; Stoch et al., 2000; Marques, 2003; Markovic et al.,
2004).

Bandas (cm™) Interpretacéao
3568-3574, 3550, 3536 OH (v1)
3500 H,O
2400-3200 PO-H
1635-1640 H,0O
1534-1548, 1455 COs% (va) Sitio A
1515 CO3* ' AB

1350-1540, 1498-1500, 1470-1471, 1465-
1467, 1449- 1460, 1414-1430, 1417- COs” sitio B
1419, 1410-1412, 1321

1143-1145 HPO.L* (vs)
1090-1100, 1096, 1088-1092, 1085,
1077-1081, 1052-1065, 1064, 1057-1061,

1048-1053, 1034-1046, 1041-1045, 1032- PO o
1034, 1036, 999-1004, 1095, 960-1200
1020 HPO,* (HA deficiente em Ca)
950-1000, 980-982, 959-966 PO (1)
878-883 CO3* (v2) sitio A
872-877, 870 CO3% (v2) sitio B
866-870 Vibracdo P-OH em HPO,*
629-635, 342 OH"
629-633, 614-615, 600-608, 590-592, .
580-581, 573-574, 568 PO
540-550, 520-535 HPO,*
467-472, 446-450, 431-433 P04 (v2)

4.4 Estudo de degradacéo in vitro

O estudo de degradacéo in vitro dos granulos de CaP e CaP-Sr foi realizado
sob condicdes estética e dinamica em contanto com dois fluidos diferentes, solucéo de
acetato de potassio, que simula condicBes acidas durante a reabsor¢do osteoclastica,
j& que os osteoclastos quando ativos liberam H”, levando o pH ao seu redor em torno
de 4 a 5 (Yao et al., 2009); e e soro de Ringer Lactato, que contém sédio, potassio,
calcio, magnésio, cloreto, glicose e tampdes para manter as condicdes mais proximas

as do sangue.
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Para os testes sob condi¢do estatica, os granulos foram imersos em 23 ml de
fluido contido em tubo Falcon. Enquanto que para a condi¢cdo dinamica, utilizou-se um
sistema (biorreator) que contém oito cameras com volume conhecido de 23mL, onde
0s granulos entram em contato com o fluido. Um tubo de silicone faz a conexao entre
o fluido contido em um recipiente e a camara contendo as amostras, outro tubo faz
conexao entre a camara e garrafa de recolhimento do fluido, que é utilizado para
dosagem de ions. Uma bomba peristaltica disposta antes da camara mantém o fluxo
do fluido constante de 2mL/h. As amostras ficam permanentemente em contato com o
meio, sob fluxo constante, assim como mostrado na Figura 4.3.

Ambos os testes foram realizados a uma temperatura constante de 37°C. Para
cada ensaio realizado 1+0,14g de granulos foi colocado em contanto com respectivos
fluidos. Ressalta-se que 0s apos 7, 24, 72 e 168 horas aliquotas dos fluidos foram
retiradas para andlise do calcio e as superficies das amostras analisadas. Os testes

foram realizados em ftriplicata.

2
— _..
By il
{5 4
.:Ii
4 =\
3 —\
Banho A i Banho B =

Figura 4.3 - Diagrama esquematico do sistema do bioreator sob temperatura
constante (37°C)utilizando-se 2 banhos. Mangueira de silicone (2) faz a conexao entre
0 novo fluido contido na garrafa (1), uma das 8 camaras (4) contendo as amostras (5)
e garrafa de recolhimento do fluido (6). Uma bomba peristaltica (3) com 8 canais

disposta antes da cAmara mantém o fluxo do fluido constante a 2mi/h.

Apoés os testes de degradacao, foram realizadas dosagens de calcio dos meios
por espectrocopia de absorcdo atdmica (EAA), em um equipamento Shimadzu modelo
AA6800. Apds cada tempo pré-determinado (7, 24, 72 e 168 horas) foram coletadas e

diluidas em agua deionisada, como supressor ultilizou-se solu¢do de 10% de KCI. Foi
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calculado experimentalmente o limite de deteccéo do célcio (0,04mgL™) e limite de
quantificacdo (0,37mgL™) .
Ao fim de cada tempo os gréanulos foram analisados por FTIR, DRX e MEV,

assim como descrito no item 4.3.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta dissertacdo dividem-se na caracterizagdo de fosfatos de
célcio bifasicos produzidos e no estudo de degradacéo in vitro dos fosfatos de célcio
bifasicos puro e contendo estréncio sob forma de granulos em contanto com solucéo

de Ringer Lactato e uma solucdo acida, sob condi¢cdes estatica e dinamica.

5.1 Caracterizacdo do fosfato de célcio bifasico substituido com estréncio

O fosfato de calcio sintetizado apresenta aproximadamente 4,3% de
substituicdo do Sr no sitio do Ca, conforme resultados de dosagem dos elementos de
Ca, P e Sr por fluorescéncia de raios-X, Tabela 5.1. A fim de se obter um material livre
de CaO, optou-se por produzir um fosfato de célcio substituido com estroncio
deficiente em Ca, assim a razao Ca+Sr/P obtida é da ordem de 1,45 para CaP-Sr e
1,48 para CaP. Ressalta-se que esses valores estdo muito préximos ao valor tedrico
1,5).

Tabela 5.1 — Resultados de dosagem de Ca, P e Sr por fluorescéncia de raios-

X.
Ceramica Camol)  P(mol)  Sr(mol) (€@ : SO/ sr/(Ca+Sr)*(%)
CaP 0,9628 0,649 - 1,48 -
CaP-Sr 0,89 0,64 0,04 1,45 4,3
Sr-HA teérica 0,95 0,66 0,05 15 5,00

* porcentagem referente a substituicdo do Sr no sitio do Ca.

A deficiéncia em célcio das apatitas produzidas € responsavel pela formacao
de novas fases, além da hidroxiapatia. Assim, como mostrado pela anélise de DRX
(Figura 5.1), picos caracteristicos de hidroxiapatita e de fosfato tricalcico do tipo B
estdo presentes em ambos 0s materiais produzidos, ha ordem aproximada de 76% de
HA e 24% de B-TCP para CaP-Sre 73% HA e 27% B -TCP para CaP sem estroncio. A
partir destes materiais, granulos foram produzidos, a fim de se estudar a degradacao

in vitro sem células sob condicfes estéticas e dinamicas.
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Figura 5.1 — Espectros de Raios-X de CaP e CaP-Sr sinterizados a 1150°C
(ICDD 09-0432 referente a hidroxiapatita e ICDD 09-0169 a whitlockite, B-TCP).

A Figura 5.2 apresenta os espectros de absorcdo no infravermelho para CaP
pura e substituida com estréncio sinterizadas a 1150°C por 2h. Notam-se as bandas
de fosfato (PO4*) (v3 em 1098 e 1044 cm™ e v4 em 624, 596 e 552 cm™) e de
hidroxila (OH") em 3570 cm™ caracteristicas da hidroxiapatita. Bandas de carbonato
(v3 em 1491 cm™) podem ser atribuidas ao processo de sintese, que néo foi feito sob
atmosfera inerte.

Os granulos produzidos a partir da estrusdo de uma solu¢do contendo CaP ou
CaP-Sr e alginato de sddio passam por um tratamento térmico a fim de eliminar todo o
alginato e para se obter a sitenrizacdo do material cerdmico. O didmetro aproximado
dos granulos produzidos € da ordem de 590um, assim como visto na Figura 5.3 (a). A
superficie desses granulos apresenta porosididade e graos interligados por “pescogos”
devido ao processo de sintereizacdo, Fig. 5.3 (b). Resultados de EDS, Fig. 5.3

(c),confirmam a presenca de Sr nos granulos produzidos.
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Figura 5.2 — Espectroscopia no infravermelho das amostras de CaP pura e

substituida com estréncio.
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Figura 5.3 — Micrografias das superficies dos granulos de CaP-Sr (a e b) e

EDS (c) ap6s sinterizacdo a 1150°C.
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As Figuras 5.4 e 5.5 mostram os ajustes por Rietveld dos padrbes de difracdo
das amostras de fosfato de céalcio sem e com Sr?*. Os parametros de rede obtidos pelo
refinamento de Rietveld sdo mostrados na Tabela 5.2 e tabela 5.3. Observa-se um
aumento linear dos paramentros da célula unitaria a=b e ¢ e do volume da célula
unitaria com o aumento da concentragédo de Sr** na CaP. Este comportamento indica
que o Sr?*, com maior raio iénico (r = 0.112 nm), substitui o Ca®* (r = 0.099 nm) nos
sitios (I) e (ll). A existéncia de dois sitios de ions calcio traz consequéncias
importantes para as hidroxiapatitas que contém impurezas catidnicas, pois suas
propriedades estruturais podem ser modificadas dependendo do sitio ocupado pelo
cétion da impureza. Ainda foi observada uma preferéncia pela ocupacéo do sitio Il
(Dourado, 2008). Estudos realizados com substituicdo do Ba®* ( r = 0.134 nm) e do
Pb* ( r = 0.120 nm) pelo Ca ?* mostraram o mesmo efeito da expansdo dos
parametros de rede (MOONEY, 1961), (MOHSENIKOUTCHESFEHANI,1961),
(LEGEROS, 1980). No entanto, a substituicdo por Cd*" (r =0.097 nm) e do Mn*%( r =
0.080 nm) que possuem raio ibnico menor que o célcio, reduzem os parametros de
rede da HA (MACCONNEL, 1963), (NOUNAH, 1997).

Intensidade(u.a)
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Figura 5.4: Diagrama de Rietveld da CaP ; (a) - o perfil calculado; (b)— as

diferencas existentes entre o perfil calculado e o observado). Rg =4,45e S =1,22.
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Intensidade(u.a)
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Figura 5.5: Diagrama de Rietveld do CaP-Sr; (a)- o perfil calculado; (b) — as

diferencas existentes entre o perfil calculado e o observado). Rg =4,43e S =1,6.

Tabela 5.2: Parametros de rede das amostras de CaP e CaP- 5%Sr.

Ceramica Parametro a Parametro b Volume(nm)
(10"*nm) (10"*nm)
Cap 9,417142 6,88181300 528532548
CaP-Sr 9,443081 6,90495900 53,32356
Tabela 5.3: Distribuicdo do Sr** “nos sitios do Ca **:
Ocupa%?o do Ocupa(;z?o do % Sr >no % Sr?* no
Amostra Sr Sr sitio Ca(l) sitio Ca(ll)
no sitio Ca(l) no sitio Ca(ll)
CaP-5% 0,0075 0,03188 1,518 6,376
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5.2 Estudo de degradacdo in vitro

Numa primeira fase a maioria dos estudos in vitro séo realizados em soluc¢des
inorganicas preparadas com concentracdes ibnicas proximas a do plasma humano.
Vérios autores estabeleceram que a formacdo de uma camada de fosfato de calcio na
superficie de um material imerso num fluido inorganico acelular é um indicador
decisivo da sua bioatividade, uma vez que os materiais bioativos se ligam ao 0sso in
vivo através de uma camada semelhante (LI et al.,1993; SANTOS et al., 1995)

Os testes de degradacédo dos granulos de CaP e CaP-Sr- visam um melhor
entendimento do comportamento de dissolucéo e transformacéo de superficie destas
ceramicas quando em contato com 0s meios utilizados para o presente estudo, sendo
eles solugdo de Ringer-Lactato e de acetato de potassio (pH5). Os ensaios estaticos e
dinamicos foram realizados em diferentes tempos, 7, 24, 72 e 168 horas.

A dosagem de calcio nos meios apresentou resultados insatisfatorios para se
fazer uma comparacdo entre os dados obtidos a partir dos testes estaticos com
aqueles obtidos dos dinamicos. Este incoveniente pode ser devido aos diferentes
materiais de recolhimento dos meios, visto que o teste estatico era realizado em um
material polimérico, ou seja, em um tubo de Falcon, enquanto que para a condicdo
dindmica, o meio era recolhido em erlermeyer de vidro. Acredita-se que pela
bioatividade do vidro, uma certa quantidade ions de calcio precipitavam no mesmo
antes da dosagem. Resultados diferentes também foram encontrados por Marques
(2003) se realizar ensaios em recipientes diferentes, sendo identificado que a cinética
da mineralizacdo era influenciada pelo tipo de recipiente. Desta forma, optou-se por
correlacionar os resultados de dosagem ibnica em funcdo da diferenca quimica dos

granulos.

5.2.1-Ensaios dinamicos

5.2.1-1 Imersdo em solucado Ringer Lactato

A degradacao dos biomateriais envolve um processo de dissolugdo da amostra
e concomitantemente de precipitacdo dos ions liberados e/ou presentes na solugao.
Observa-se que a imersao na solugdo de Ringer Lactato dos granulos tanto de CaP
guanto de CaP-Sr em apenas 7 horas proporciona uma transformacédo das superficies
ceramicas, Figuras 5.6 e 5.7, respectivamente. A superficie da CaP-Sr ap6s imersao
sob condicdo dindmica, Figura 5.7 b, apresenta uma camada de precipitados

aparentemente maior quando comparada com a superficie da CaP, Figura 5.6 b.
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A introducédo de Sr na estrutrura da apatita possivelmente levou ao aumento da
solubilidade em relacdo a HA. Sendo assim, uma maior liberagdo idnica na solugéo
favoreceu ao aumento da concentragdo ibnica proxima a superficie favorecendo a
precipitacdo. Desta forma, acredita-se que o Sr tem papel fundamental no processo de

degradacéo destas bioceramicas, influenciando positivamente na bioatividade.

Figura 5.6 — Microscopia das superficies dos granulos de CaP antes (a) e apos

imersdo em Ringer-Lactato por 7 horas sob condicdo dinamica.
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Figura 5.7 — Microscopia das superficies dos granulos de CaP-Sr antes (a) e

apo6s imersao em Ringer-Lactato por 7 horas sob condi¢do dinamica.
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As Figuras 5.8 apresenta a variacdo da concentragdo de calcio solu¢do de
Ringer Lactato em para CaP (a) e CaP-Sr (b), respectivamente, em funcdo do tempo
de imers&o sob condicdo din&mica.

Nas primeiras 72 horas os resultados encontrados ndo sdo significativos,
contudo apoOs este tempo ocorre um aumento da concentragdo, Isto sugere um
processo de dissolucdo e re-precipitacdo, no qual prevalece um equilibrio ja que
concentragdo retorna aproximadamente a concentracdo inicial da solugdo. Ao
contrario, para amostra de CaP-Sr ha um aumento inicial da concentragdo nas
primeiras 24 horas, sugerindo um processo de dissolu¢do.Em seguida, parace haver
um equilibrio no processo dissolucdo-precipitacdo, porém a partir de 72 horas parecer
haver predominancia do processo de dissolucdo, possivelmente pela presenca do
estroncio.

120 -
110 - b
100 4

90 4

[Ca] my/l

30 -

70 - 1

60

50

r-r -~ r1 11 '+ 1 "1 ‘"1 ‘" T " 11
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Figura 5.8: Concentracao de calcio sob condi¢des dindmica para (a) CaP e (b)
CaP-Sr em Solucéo Ringer-Lactato.
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Figura 5.9: Difratograma de Raios X do granulo de CaP, B-TCP fase (*) ap0s

diferentes tempos de imersdo em Solucdo de Ringer Lactato em meio dinamico.

A andlise por DRX dos granulos apos diferentes tempos de imersdo nado
detectou a presenca de qualquer fase adicional. Entretanto foi possivel presenciar
diminuicdo da intensidade dos picos de B-TCP ao longo do tempo, até ao seu
desaparecimento. Esta observagdo permitiu detectar o tempo para o qual esta fase
comeca a se dissolver,que neste caso ocorreu a partir de 7 horas, demonstrado na
figura 5.10.
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_....___J;__\..__,J\/V\A . 168hora:
I ,M/L,_ N 72horas
B P NA_‘____A______ 24horas
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‘J\,\J\_A ~ 7horas
.—“‘————A—J\J\—_i‘/\’\kj\\—‘—_——-/\‘m
CaP-5%5r controle

T I T I 1
20 30 40

26

Intensidade(u.a)

Figura 5.10: Difratograma de Raios X do granulo de CaP-5%Sr, B3-TCP fase (*)
ap6s diferentes tempos de imersdo em Solucdo de Ringer Lactato em meio (a)
dinamico.



5.2.1-2 Imersédo em solucéo de acetato de potassio (pH5)

As figuras 5.11 e 5.12 apresentam, respectivamente, micrografias de CaP e
CaP-5%Sr antes e apés imersao em solugdo de Acetato de Potassio sob condi¢édo
dindmica. Observa-se que em ambas as figuras 5.15b e 5.16b a formacdo de
precipitado, sugerindo uma precipitacdo maior em CaP-Sr.

A figura 5.13 apresenta micrografias de CaP-Sr apés 168 horas.sugerindo que em
ambos os meio dindmico houve um processo de re-precipitacdo, ndo sendo mais

observado a presenca de precipitados.
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Figura 5.11 — Microscopia das superficies dos granulos de CaP antes (a) e
apos imersao em Acetato por 7 horas sob condi¢ao dinamica
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Figura 5.12 — Microscopia das superficies dos granulos de CaP-Sr antes (a) e

apos imersao em Acetato por 7 horas sob condicdo dinamica.

COFFE

Figura 5.13 — Microscopia das superficies dos granulos de CaP-Sr imersos na

solucdo Acetato por 7 dias sob condi¢des (a) dindmica.
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A Figura 5.14 apresentam a variagdo da concentracdo de calcio em Acetato de
Potéssio para CaP e CaP-Sr, respectivamente, em funcdo do tempo de imersédo sob
condicdo dinamica.

Observou-se um aumento na concentracdo de calcio nas primeiras horas
justificando a existéncia de um constante processo de dissolu¢cdo nas primeiras 24
horas. Pelo contrario ap6s este tempo ocorre uma diminuicdo e, em seguida, a
concentragao atinge um patamar em 76 horas. Isto sugere um processo de dissolugao
e re-precipitacdo, no qual prevalece a dissolugdo, compativel com o baixo pH da
solucdo de acetato. Comportamento semelhante foi observado por Monteiro et al
(2003) com uma maxima concentracdo do calcio, ap6s 1 hora de imersédo de granulos
de fosfatos de célcio em fluido corporal simulado (SBF). No entanto a precipitacdo é
prorrogada devido ao pH e a quantdade de calcio na solucao de SBF.

No entanto, Silva e colaboradores (2010) ndo encontraram diferencas na
concentracao de calcio quando amostras de hidroxiapatitas foram imersas em meio de
McCoy ndo completo ou médio completo (adicionado com 10% de soro fetal bovino),
sob condicdes dinamicas. Conseqlientemente, a escolha da solucdo é um papel
importante para compreender a transformacgéo in vitro na superficie da bioceramica.
Variacoes de pH, teor de Ca e a presenca de proteinas no meio parecem ser
relevantes para a biodegradabilidade desses materiais. Soon-Ho Kwon e
colaboradores (2003) ao estudar a dissolugao de HA/B-TCP e B-TCP em solucédo de
Ringer observaram que a concentracdo de calcio aumenta inicialmente e depois da
primeira 24 horas estabiliza para HA e para o composto bifasico HA/TCP a
concentracdo de calcio aumento de acordo com o passar do tempo, sendo um
resultado intermediario entre a dissolu¢do do TCP e da HA. A liberacdo mais intensa
no sistema estatico deve estar relacionado a baixa velocidade do fluxo no sistema

dinamico.
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Figura 5.14: Concentracao de calcio sob condi¢des dindmica para (a)CaP e (b)

CaP-Sr em Solucéo Acetato de Potassio.

A deficiéncia de calcio produzido CaP-Sr é responsavel pela formacao de nova
fase, além da hidroxiapatita, durante o processo de sinterizag¢ao. Por difracdo de raios
X, 2 novas fases foram identificadas : hidroxiapatita (~76%) e B-fosfato tricalcico tipo
(~ 24%), cartdo de 9-432e 9-169 cartdo, respectivamente. As figuras. 5.15 e
figuras.5.16 mostram o difratograma de granulos de CaP e CaP-5% Sr antes e apds
imersdo em condigcdo dindmica para tempos variando de 7 a 168 horas. N&o foi
identificado nenhuma fase referente ao Sr, sugerindo que todos o estrdncio esta na
solucéo solida. Apos exposicao a solucédo de pH baixo, os picos relacionados com o 3-
TCP desaparecem completamente a partir de 7 horas semelhantemente a solucéo de

ringer, contudo esta fase desaparece provavelmente devido ao baixo pH.
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Figura 5.15: Difratograma de Raios X do granulo de CaP, B-TCP fase (*) apds
diferentes tempos de imersdo em Solucdo de Acetato de Potassio em meio (a)

dinamico.
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Figura 5.16: Difratograma de Raios X do granulo de CaP-5%Sr, B-TCP fase (*)
apos diferentes tempos de imersdo em Solugdo de Acetato de Potassio em meio (a)

dinamico.
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Através da andlise no infra-vermelho por transformada de Fourier foi possivel
identificar as bandas de vibracdo dos grupamentos quimicos presentes
constantemente nas hidroxiapatitas baseadas em fosfatos de calcio. Os grupamentos
guimicos de carbonato (1086) e fosfatos (1021) foram encontrados em todas as
condi¢cbes o que confirma nossos resultados que se refere realmente a um material a
base de hidroxiapatita originada de dos fosfatos de calcio.

Desta maneira, na figura 5.17, partindo-se dos granulos de CaP-Sr e dos
tempos experimentais subsequentes fica evidente que as bandas de fosfato e
carbonato aparecem no espectro. Interessante é que conforme o experimento parte
dos granulos in natura sinterizados a 1150°C, sendo amostras secas e a medida em
gue entram em contato com a solucédo de acetato nos tempos experimentais maiores
houve uma evidéncia maior do aparecimento de dgua no espectro sugerindo que pode
ter havido a formacdo de uma camada de solvatacdo e com isso a sugestdo de

formacédo de precipitados que foram observados no MEV.
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Figura 5.17’: Espectros de infa-vermelho por transformada de Fourier (FTIR) obtidos

dos ensaios dindmico em Biorreator em solucdo de acetato
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5.3.1-Ensaios estaticos

5.3.1-1 Imersdo em solucdo Ringer Lactato

Nas primeiras horas ndo foi observado mudanca significativa através das
imagens obtidas por MEV na condicdo estatica, como mostrado na figura 5.18.
Enquanto que na figura 5.19 existe uma imagem sugestiva deum possivel inicio de
processo de precipitacdo representado pelo circulo.

COFFE

Figura 5.18 — Microscopia das superficies dos granulos de CaP antes (a) e (b)

apos imersao em Ringer-Lactato por 7 horas sob condigcéo estatica.

44



Figura 5.19 — Microscopia das superficies dos granulos de CaP-Sr antes (a) e

apo6s imersao em Ringer-Lactato por 7 horas sob condi¢cado estatica.
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A analise por DRX dos granulos ap6s diferentes tempos de imersdo em meio estatico
conforme o meio din&dmico n&o detectou a presenca de qualquer fase adicional. Sendo
possivel também presenciar diminuicdo da intensidade dos picos de B-TCP ao longo
do tempo , até ao seu desaparecimento. Esta observacao permitiu detectar o tempo
para o qual esta fase comeca a se dissolver,que neste caso ocorreu a partir de 7
horas, demonstrado na figura 5.10. Esta semelhanca ente os resultados sugere que a

velocidade utilizada no biorreator pode ser muito baixa, tendendo a estatica.

(a)
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Figura 5.20: Difratograma de Raios X do granulo de CaP-5%Sr, B-TCP fase (*) apos

diferentes tempos de imersdo em Solug&o de Ringer Lactato em meio (a) estético

5.3.1-2 Imersé&o em solucao de acetato de potassio (pHb5)

As superficies de CaP e CaP-Sr apresentam morfologia caracteristicas do processo de
precipitacdo/dissolucdo, contudo nota-se que ndo houve um significativo processo,
nao se observando mudancas na morfologia nas primeiras 7 hot

para amostras imersas sob condi¢éo dindmica, provavelmente devido a constante
renovacéo do fluido. Ressalta-se a formacgéao de precipitados em forma de flores sobre
superficies de SiHA sob condicdo dindmica apés 1 e 3 dias de imersao, Figura V.13.
Acredita-se gque esse fato seja ligado aos ions de Si dissolvidos no meio de cultura, no
entanto ndo foram encontrados dados na literatura que relatasse tal morfologia de

precipitados.
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Figura 5.21 — Microscopia das superficies dos granulos de CaP antes (a) e

apo6s imersao em Acetato por 7 horas sob condi¢cdo estatica.
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Figura 5.22 — Microscopia das superficies dos granulos de CaP-Sr antes (a) e
apos imersao em Acetato por 7 horas sob condicao estética.
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Figura 5.23 — Microscopia das superficies dos granulos de CaP-Sr imersos na
solucdo Acetato por 7 dias sob condi¢fes (a) estatica
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Figura 5.24: Concentracao de calcio sob condi¢do estatica para (a)CaP e (b)
CaP-Sr em Solugéo Acetato de Potéssio
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5.4 Estudo das solucdes utilizadas

Os mecanismos de formac¢do de uma camada de fosfatos de cdlcio entre o implante
bioativo e o tecido dsseo tém sido objeto de estudo. Dois modelos complementares e nado
antagonicos, sdo atualmente propostos: o primeiro leva em considera¢do a solubilidade dos
fosfatos de calcio e sua semelhanca estrutural com o osso mineral. A solubilidade pode levar a
alteragbes microestruturais na superficie do implante e a semelhanca das redes cristalinas
proporcionar crescimento epitaxial. O crescimento epitaxial € um processo controlado
termodinamicamente, no qual os cristais hospedeiros (neste caso, os cristais do 0sso) utilizam
uma superficie cristalina, o substrato, (por exemplo, a hidroxiapatita) como local de nucleagdo
e padrdo para a deposicdo e crescimento da sua prdpria fase. Os cristais hospedeiros crescem
em orientacdes cristalograficas bem definidas, embora possam aparecer conjuntos de
cristalitos com orientacGes cristalograficas diferentes. Quando o cristal hospedeiro e o
substrato pertencem ao mesmo material, o cristal hospedeiro é uma continuagdo exata da
rede cristalina do substrato. Deste modo, dissolugdo, reprecipitacdo e epitaxia serdo processos
favoraveis ao estabelecimento de uma ligacdo ceramico — implante. Contudo nas situagdes in
vivo os implantes estdo sujeitos a condi¢es bioldgicas muito complexas e neste caso, o papel
da epitaxia ndo é facil de definir.( MANN, 1989; BAGAMBISA, 1993)

Por outro lado, o outro modelo deriva-se de uma sequéncia de eventos iniciada
por uma descida de pH produzida imediatamente apds implantacéo e resultante de um
processo inflamatério. As condicdes acidas favorecem a dissolucdo parcial da
ceramica de fosfato de célcio provocando uma sobressaturacdo local. Esta
sobressaturacdo acompanhada de uma posterior reposi¢cdo do pH do meio, origina a
formacdo de uma camada de apatite carbonatada. A composicdo desta camada, a
cinética da sua formacao e posterior amadurecimento sera dependente da solubilidade
da cerdmica e da composicdo dos fluidos utilizados.( LEGEROS, 1991; DHERT et
al,1998; SHI et al, 2002)

Os testes de degradacdo dos granulos de CaP-Sr visam um melhor
entendimento do comportamento de dissolucdo e transformacgéo de superficie destas
ceramicas quando em contato com meio, para isso foram selecionadas duas solucdes.
Uma, solucdo de Ringer-Lactato, procurando mimetizar situacao fisiologica normal ja
gue sua concentracdo ibnica é muito semelhante a do plasma sanguineo; Outra,
solucdo de Acetato de potassio, que dado ao baixo pH simula a atuagdo dos

osteoclastos, no processo de reabsorgao 6ssea.
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A figura 5.19 faz uma comparacédo entre as superficies de CaP-Sr em ambas
as solugdes estudadas, sugerindo que na fig 5.19(a) h4 uma maior formacdo da
camada de precipitado possivelmente devido a constante renovacao do fluido rico em
ions calcio e fosforo enquanto que na fig 5.19(b), sendo uma solugdo acida,nao
havendo esta renovacgao constante ocorre uma menor formacéo de precipitado. Pois o
baixo valor pH da solucdo de acetato, o qual tem dependéncia elevada em relacéo a
sobressaturagdo, resultando na diminuicdo da tendéncia da solucdo para a
precipitacdo de HA. Os autores afirmam que ambos os efeitos atuam no mesmo
sentido, como por exemplo no aumento da intensidade de lixiviagdo. Contudo este
fenbmeno pode traduzir-se na diminuicdo da possibilidade de cristalizacdo de HA,
havendo deste modo um aumento da concentracdo total de ions calcio e fosfato em
solugdo(MARQUES,2003).
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Figura 5.25: — Microscopia das superficies dos granulos de CaP-Sr imersos
em solugBes (a) Ringer Lactato e (b)Acetato de potassio por 7 horas sob condigéo

dinamica.
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6 CONCLUSOES

i) O fosfato de calcio sintetizado teve razdo (Ca+Sr)/P da ordem de 1,45 para
CaP-Sr e 1,48 para CaP, sendo esses valores proximos ao valor teérico (1,5). Obteve-

se 4,3 moles % de Sr em substituicdo aos ions calcio.

ii) A deficiéncia em calcio das apatitas produzidas é responsavel pela formagéo
de novas fases, além da HA, nos granulos sinterizados. Pela andlise de DRX, picos
caracteristicos de HA e de B -TCP estédo presentes em ambos os materiais produzidos,
na ordem aproximada de 76% de HA e 24% de B-TCP para CaP-Sr e 73% HA e 27%
B -TCP para CaP sem estréncio. Resultados de EDS confirmaram a presenca do Sr,

provavelmente, em solugdo sélida na hidroxiapatita

iii) A introdugdo de Sr na estrutrura da apatita possivelmente levou ao aumento
da solubilidade em relacao a HA. Sendo assim, uma maior liberacao i6nica na solugéo
favoreceu ao aumento da concentracao ibnica proxima a superficie resultando numa

maior precipitacdo de fases contendo Ca e P na superficie dos granulos.

iv) Para ambas as amostras (CaP e CaP-Sr) ocorreu uma menor precipitacao
em solucdo de acetato de potassio em relacdo ao Ringer-Lactato, isto porque o baixo
valor pH da solucdo de acetato resulta na diminuicdo da tendéncia da solug¢éo para a

precipitacdo de hidroxiapatita.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Acompanhamento do processo de degradacgéo pelo teor de fosforo e estroncio
presentes nas solucdes estudadas nos diferentes tempos.

» Analise em perfilometria das amostras antes e ap0és os testes

» Medicdo do angulo de contato.

> Avaliacdo da citotoxicidade in vitro.
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