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RESUMO

Nas ultimas duas décadas intensificaram-se os estudos para desenvolvimento de novas terapéuticas para apli-
cacOes em doencas degenerativas do tecido 6sseo, bem como formas menos invasivas de tratamentos de
traumas de acidentes viarios. Neste cenario, biocimentos de fosfato de calcio (CFCs) de cura rapida para
aplicagdes injetaveis e/ou moldaveis, permitem o uso através de técnicas cirirgicas minimamente invasivas.
Matrizes de CFCs tém atraido grande interesse para uso em ortopedia e odontologia como substitutos para
partes danificadas do sistema osteocondral, permitindo sua utilizacdo na reparacdo ou preenchimento 6sseo.
Neste trabalho foram processados CFCs constituidos por dois diferentes fosfatos de célcio bifasicos (BCP),
um com distribuicdo micrométrica e outro com distribui¢do nanométrica, fosfato de sddio e carboximetilcelu-
lose, visando a utilizacdo deste material em procedimentos cirlrgicos. As matérias primas foram caracteriza-
das fisico-quimicamente por difracdo de raio X, microscopia eletrénica de varredura acoplada com espectros-
copia de energia dispersiva de raios X. O tempo de pega do material foi avaliado pelo ensaio de Vicat e a
resisténcia mecanica do CFC foi avaliada através dos ensaios de Flexdo (resisténcia mecénica a tracdo) e Ul-
tramicrodureza (médulo de elasticidade). As propriedades biolégicas foram avaliadas através dos ensaios in
vitro de degradacéo em solugdo Tris-HCL e citotoxicidade em cultura de bactérias e ensaio in vivo pelo mé-
todo de HET-CAM. Os resultados mostraram um melhor desempenho do BCP nanométrico, tendo tempo de
pega final baixo, 22 minutos, e resisténcia mecanica da ordem de 4 MPa, compativel com a expectativa espe-
rada para 0sso esponjoso. Os ensaios hioldgicos confirmaram a resposta bioldgica satisfatéria destes nano-
compdsitos. 1sso demonstra que o material tem potencial para aplicacdo clinica em substituicdo ao cimento
acrilico hoje largamente utilizado.

Palavras-chave: Cimento ésseo, Fosfato de calcio bifasico, tempo de pega, resisténcia mecanica.

ABSTRACT

Over the past two decades, the development of new therapies for applications in degenerative bone tissue
diseases has intensified, as well as less invasive forms of road accident trauma treatment. In this scenario, fast
setting time calcium phosphate bone cement (CFCs) for injectable and/or moldable applications allows for
use through minimally invasive surgical techniques. CFC arrays have attracted great interest for use in ortho-
pedics and dentistry as substitutes for damaged parts of the osteochondral system, allowing their use in bone
repair or filling. In this work, CFCs consisting of two different biphasic calcium phosphates (BCP) were pro-
cessed, one with micrometric distribution and the other with nanometric distribution, sodium phosphate and
carboxymethylcellulose, aiming at the use of this material in surgical procedures. The raw materials were
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physically and chemically characterized by X-ray diffraction, scanning electron microscopy coupled with X-
ray dispersive energy spectroscopy. The setting time of the material was evaluated by Vicat tests and the me-
chanical strength of the CFC was evaluated through the flexural tests (tensile strength), ultramicrohardness
(modulus of elasticity). Biological properties were evaluated by in vitro Tris-HCL degradation assay, cyto-
toxicity assay by bacterial culture and in vivo assay by the HET-CAM method. The results showed a better
performance of the nanometer CFC, having a low final setting time, 22 minutes, and mechanical strength of 4
MPa, compatible with the expected expectation for cancellous bone. Biological assays confirmed the satis-
factory biological response of these nanocomposites. This demonstrates that the material has potential for
clinical application in place of the widely used acrylic cement.

Keywords: Bone cement, Biphasic calcium phosphate, Setting time, Mechanical strength.

1. INTRODUCAO

Os compostos ceramicos de fosfato de calcio sdo estudados ha cerca de um século como materiais de substi-
tuicdo Gssea. Porém, a partir do inicio dos anos 80, com o desenvolvimento dos cimentos de fosfato de célcio
(CFQC), o seu potencial clinico aumentou [1]. O crescente interesse pelos CFCs aconteceu devido a sua seme-
Ihanga quimica com a matriz 6ssea dos mamiferos e se ampliou por serem materiais que podem ser moldados
e apresentarem capacidade de endurecimento in situ, proporcionando estabilidade [2]. Além disso, os CFCs
apresentam elevada biocompatibilidade, além de suas razoaveis propriedades bioativas e osteocondutoras -
sdo potencialmente reabsorviveis — promovendo uma remodelacdo da matriz dssea natural. As principais
caracteristicas ou vantagens dos CFCs devem-se ao fato de apresentarem boa molhabilidade, elevado poten-
cial de hidratagéo, capacidade de endurecimento quando aplicados em meios bioldgicos, além disso, podem
ser usados como carreadores medicamentosos [3, 4].

Segundo GINEBRA e MONTUFAR [5] o principal uso dos CFCs esta nas aplicacBes de regeneracdo
0ssea, como reconstru¢do maxilofacial e craniofacial, tratamento de ossos fraturados, preenchimento de de-
feitos Gsseos criados cirurgicamente ou traumaticamente e para o tratamento de fraturas vertebrais e verte-
broplastias. Além disso, h& estudos com a utilizacdo do CFC em sistemas de liberacdo de medicamentos,
scaffolds e pastas moldaveis em aplicagcdes médicas e odontoldgicas [6, 7]. Apesar disso, 0 seu uso é ligado a
locais com baixa solicitagdo mecénica, visto que o alto médulo de elasticidade, baixa tenacidade a fratura
com um comportamento fragil dos biocimentos de fosfato de calcio sdo as principais desvantagens deste tipo
de material [8].

O tempo de pega dos CFCs é um indice importante para avaliar o desempenho do CPC. O tempo de
pega apropriado ndo apenas ajuda a operacdo clinica do médico, mas também alivia a dor dos pacientes [9].
Esse tempo deve ser lento o suficiente para permitir que o cirurgido processe a pasta cimenticia e faga o im-
plante, porém rapido o bastante para evitar atrasos na operagao, pois deformagfes durante o tempo de cura
podem levar a rachaduras no cimento implantado [7].

Os CFCs idealmente precisam apresentar propriedades mecanicas semelhantes as do tecido 6sseo on-
de o CFC sera usado como material de reparacdo [10] e tempo de pega entre 8 e 15 minutos [11]. O presente
estudo teve como objetivo de processar um cimento 6sseo de fosfato de célcio bifasico com tempo de cura,
propriedades mecénicas e bioldgicas adequadas ao uso biomédico.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Os dois diferentes fosfatos de calcio bifasico (BCP), um com distribuicdo de tamanho de particulas micromé-
trico (entre 1-75pum, P50 — 37um) e outro nanométrico abaixo de 250 nm (ou seja, entre 15-250 nm), foram
ambos fornecidos pela empresa Phosther Tecnologia de Aglomeragdes Ltda. O material € composto majorita-
riamente de duas fases, uma cristalina e outra amorfa — contendo a hidroxiapatita (HA) com cerca de 69% e o
Fosfato de Calcio Amorfo (ACP) com cerca de 31% m/m. A carboximetilcelulose (CMC), empregada como
ligante, foi fornecida pela empresa DENVER — Cotia/SP, para formulagdo do composito na forma de pd; suas
caracteristicas fisico quimicas sdo: grau de pureza de 99,84%, grau de substitui¢do 0,8, teor de umidade de
6,1 (in natura), pH 7,0 e viscosidade de 430 cP, sendo estas caracteristicas avaliadas segundo procedimentos
da norma ASTM D 1439 e método de Brookfield. O Fosfato de Sddio (FS) usado no estudo foi o fosfato de
sodio bibasico heptahidratado - Na,HPO,4.7H,0 - grau P.A. fornecido pela empresa Dinamica Quimica Con-
temporénea LTDA, esse componente foi usado na forma de solugéo aquosa aceleradora de cura do (CFC).
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2.2 Métodos

2.2.1 Processamento do cimento de fosfato de célcio

O processamento do CFC foi conduzido através das misturas entre fosfato de calcio bifasico (BCP), na forma
micrométrica ou nanométrica, e carboximetilcelulose (CMC) na proporcao de 3,2% m/m. Os p6s foram mis-
turados manualmente por 3 min em béquer de vidro com uso de um bastdo de vidro, em bateladas de 10g.

2.2.2 Solucéo aceleradora

A solucdo aceleradora de cura formulada consistiu numa dilui¢do de fosfato de sddio (FS) [12]. Neste estudo
foi utilizada a concentracéo de 5% de FS, preparada através da diluicdo de 10g de Na,HPO,.7H,0 em 100mL
de agua destilada. Estes calculos estequiométricos levaram em consideracdo a presenca da agua ligada ao FS.

2.2.3 Processamento da pasta de cimento 6sseo e corpos de prova

O processamento da pasta cimenticia seguiu o fluxograma da Figura 1. Foram processados 2 grupos de mate-
rial, um BCP com distribuicdo de tamanho de particulas micrométrico e outro nanomeétrico.

Solucéo
aceleradora

Pasta Homogeneizag&o
Cimenticia Manual Moldagem

P6 de CFC

Corpos deé  |«————— Desmoldagem Estufa
prova

Figura 1: Fluxograma do processamento do CFC.

Apos a formagdo dos pds de CFC, procedeu-se com a incorporacao da solucao aceleradora, na propor-
¢do de 0,8 mL/g de pé de CFC e homogeneiza¢do manual por 3 minutos com auxilio de uma espéatula de me-
tal para formacdo da pasta de CFC; em seguida, a pasta foi depositada nos moldes que seguiram para a estufa
a (37 = 3) °C por 24 horas [13, 14]. Depois de retirados da estufa os corpos de prova foram desmoldados e
encaminhados para 0s ensaios e caracterizagdes.

2.2.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV) e a espectrometria de energia dispersiva de raios X
(EDS)

As andlises foram realizadas em um microscdpio MEV acoplado com EDS marca Shimadzu, modelo Supers-
can SSX — 550 e outro MEV de maior resolugdo lateral (da ordem de 0,5 nm), com emissdo por efeito de
campo (FEG-MEV), modelo SIGMA VP, fabricado pela Carl Zeiss Microscopy com coluna GEMINI® com
EDS modelo XFlash 410-M - Bruker Nano GmbH. Em ambas microscopias as amostras foram aspergidas
sobre fitas de carbono e em seguida metalizadas com ouro. As amostras foram observadas com detector de
elétrons secundarios (SE), operados com tensdo entre 5 a 15kV. A microscopia eletrdnica de varredura
(MEV) e a espectrometria de energia dispersiva de raios X (EDS) foram utilizadas com a finalidade de visua-
lizacdo da topografia (microestrutura) e a realizacdo da analise quimica elementar semi qualitativa dos pés de
CFC.

2.2.5 Difragcdo de Raios X (DRX)

A caracterizacdo de DRX foi realizada em difratbmetro de raios-X automatico, marca Rigaku, modelo
DMAX, com goniémetro 6-6 , gerador de raios-X de 3kW de alta frequéncia e cAmara de alta temperatura. O
ensaio foi realizado a temperatura ambiente. As difracGes obtidas foram comparadas com a base de dados
ICDD (International Center for Diffration Data) para identificacdo das fases. A Difratometria de Raio X
(DRX) foi utilizada na caracterizacdo dos pds de CFC com o objetivo de se determinar as estruturas cristali-
nas nas amostras.
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2.2.6 Ensaio de tempo de pega

Os ensaios para determinacéo dos tempos de pega inicial e final das pastas de CFC foram realizados com o
uso do aparelho de Vicat e tendo como base os trabalhos de JIA et. al [15], BAUDIN et. al [16] e da norma
ABNT NBR 12128. Os corpos de prova foram preparados em moldes poliméricos de dimensdes @ 15mm x
10mm, como apresentado na Figura 2, onde a pasta cimenticia foi depositada e depois levada a estufa a tem-
peratura de 38°C.

Figura 2: a) Aspecto corpo de prova para tempo de pega, b) Molde utilizado preparacdo dos CPs.

A cada 5 minutos uma amostra foi retirada da estufa e submetida ao ensaio. O tempo inicial corres-
pondeu ao tempo, em minutos, decorrido desde a introducdo dos corpos de prova na estufa até 0 momento em
que a pasta cimenticia apresentou resisténcia evidente a penetracdo da agulha. O tempo final foi determinado
quando a agulha ndo conseguiu penetrar o material. O valor médio do tempo inicial e final de pega para cada
grupo amostral foi calculado e os resultados representados pela media mais desvio padrdo. O grupo amostral
com menor tempo de pega foi submetido a ensaios mecanicos e bioldgicos.

2.2.7 Ensaios de Flexao a trés pontos

Os ensaios de flexdo a trés pontos, com objetivo de avaliar a resisténcia do material a tracdo na flexdo, foram
realizados na maquina universal de ensaios SHIMADZU, modelo AG-X, com célula de carga 10kN e sistema
de controle e aquisicdo de Trapezium Lite X. A méquina foi preparada com distancia de 30mm entre os dois
apoios cilindricos utilizados e a carga foi aplicada verticalmente no centro do corpo de prova a velocidade de
descida de 1 mm/min [9]. Os corpos de prova foram confeccionados com 6,00 x 6,00 x 40,00 mm (largura x
espessura X comprimento) e, antes de serem usados no ensaio, passaram por uma inspecao visual a fim de
evitar o uso de corpos de prova com rachaduras aparentes.

A norma ASTM C1161 — 18 [17], bem como os trabalhos de BERTOL et. al [18] e de BOEHM et. al
[19] foram usados como referéncia na condugdo do ensaio. O calculo da tragdo na flexdo foi realizado através
da equacéo (1):

S = 3PL/2bd? (1)

Onde: S é a tragdo na flexdo em mega pascal (MPa), P é a carga aplicada em Newtons (N), L é a dis-
tancia em milimetros (mm) entre os apoios, b € altura e d é a espessura do corpo de prova, ambos em milime-
tros.

2.2.8 Ensaio de Ultramicrodureza

Os ensaios de ultra microdureza realizados em equipamentos dindmicos de ensaio de dureza sdo capazes de
fornecer o moédulo de elasticidade, além da ultramicrodureza. Isso é possivel pois o equipamento aplica pro-
gressivamente a carga escolhida e faz a sua medi¢do simultaneamente aos deslocamentos realizados pelo
penetrador. Assim, o software do equipamento constroi a curva de carga e deformacédo e fornece a ultrami-
crodureza e o médulo de elasticidade do material ensaiado [20].

Utilizou-se um ultramicrodurémetro da marca SHIMADZU, modelo DUH-211S, com carga de 3mN,
com tempo de indentacdo e de descarga de 15 segundos. Os corpos de prova foram confeccionados com 6,00
X 6,00 x 20,00 mm (largura x espessura x comprimento), sendo realizadas 3 (trés) leituras na superficie de
cada amostra.
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2.2.9 Ensaio de citotoxicidade/viabilidade

Para avaliaco da citotoxicidade/viabilidade, as amostras de biocimentos foram submetidas ao ensaio de cul-
tura de bactérias através do teste resazurina. As cepas utilizadas foram: Escherichia coli (E.coli, ATCC
11229) e Staphylococcus aureus (S. aureus, ATCC 6538). As amostras foram esterilizadas por irradiacéo
gama a 25KGy.

As massas das amostras foram mensuradas e utilizou-se 0,2 g do biocimento para cada 1 mL do sol-
vente extrator (caldo nutriente) por 24 h em estufa a 37 °C. Apds isso, 1 mL dos extratos de cada amostra
foram colocados em tubos com suspensdo microbiana, equivalente a 5 x 105 UFC/mL, obtidas do procedi-
mento de suspensao direta de colénias em agar. Os controles positivos também foram utilizados conforme o
tipo de cepa testada, além do controle negativo com salina 0.9%. As amostras e controles foram mantidos em
estufa durante 24 h a 37°C; posteriormente, 5 microlitros da solucéo de resazurina (280 pg/mL) foi adiciona-
da em cada por 3h a 37°C. A resazurina € um indicador colorimétrico com a propriedade redox em que a
forma oxidada é azul (célula ndo viavel) e a forma reduzida é résea (célula vidvel). A absorbancia foi deter-
minada por Espectrofotdmetro de Ultravioleta Visivel Varian Cary 50 em dois comprimentos de onda de 570
e 600 nm. Ensaios de citotoxicidade/viabilidade foram realizados em pelo menos quatro repeti¢6es indepen-
dentes e calculadas em comparagdo com o controle (100%).

2.2.10 Ensaio in vivo HET-CAM

A avaliagdo de biocompatibilidade do material foi realizada pelo método HET-CAM [21, 22]. O ensaio €
baseado na analise do aparecimento de rea¢des irritativas na membrana corioalantdide de ovos de galinha
fertilizados em resposta & exposicéo do biomaterial proposto. Para o procedimento, foram adquiridos ovos de
galinha White Leghorn comercialmente férteis, sem micoplasma e provenientes da Granja Tomolei, com
certificado de qualidade. Os ovos foram colocados na incubadora, que 0s mantinham em rotagéo e sob condi-
¢Oes controladas de temperatura (37,8 + 1,0)°C e umidade (50-60)%. No 9° dia de incubacdo, a rotacdo foi
suspensa e os ovos foram colocados na posicédo vertical, com a bolsa de ar na parte superior. No 10° dia de
incubacdo, os ovos foram retirados, colocados no ovoscopio para verificar a formacéao e viabilidade do em-
brido.

Os ovos foram abertos perto da cdmera de ar com tesoura cirdrgica, revelando a membrana corioalan-
toide altamente vascularizada (CAM). Os implantes foram adicionados sobre a membrana, avaliados visual-
mente, a olho nu, e fotografias foram capturadas com uma camera fotogréfica. A superficie da CAM foi ava-
liada quanto ao tempo do surgimento de hiperemia, hemorragia, lise e/ou coagulagdo, sendo: Hiperemia: sur-
gimento de capilares e/ou a dilatacdo dos vasos visiveis; Hemorragia: perda de sangue dos vasos para 0 meio;
Coagulacdo: aglutinacdo e precipitacdo. Essa avaliacdo aconteceu em 3 periodos, 30, 120 e 300 segundos de
contato entre material e a CAM. O controle irritante positivo (C+) foi solucdo de hidréxido de sédio 0,1N e
para o controle negativo (C-) usou-se cloreto de sodio a 0,9% (solucdo salina) e para cada amostra foram
utilizados 3 ovos galados. A Figura 3 ilustra o contato direto do biomaterial com a CAM do ovo embrionado
de galinha.

Biomaterial t» ]

Controle Negativo -5

Figura 3: Imagem ilustrativa do ensaio referente ao contato direto do biomaterial com a membrana corioalantéide do ovo
embrionado de galinha.

As alteracdes na membrana corioalantéide, conforme o tempo decorrido de contato com o biomaterial,
receberam escores de acordo com a tabela 1. A classificacdo final dos materiais testados, em relagdo ao seu
potencial de irritabilidade segue a escala descrita na tabela 2. A média do somatdrio dos escores dos ovos foi
utilizada para determinar a classificacdo final dos biomateriais.
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Tabela 1: Tempo e escores para alteragdes na membrana corioalantdide

A TEMPO
FENOMENOS
T<30S 30S<T<120S 120S<T<300S
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacdo 9 7 5

Tabela 2: Escala para classificagdo final quanto ao seu potencial de irritabilidade no HET-CAM

MEDIA DA PONTUAGAO CLASSIFICAGAO

0a0,9 Na&o irritante (NI)
lad9 Irritante leve (IL)
5a8,9 Irritante moderado (IM)
10a21 Irritante severo (1S)

2.2.11 Ensaio de degradacgao

O ensaio de degradacéo foi realizado no Laboratdrio de Biomateriais e no laboratério de Quimica Orgénica
do CEFET/MG. A degradacdo do material foi avaliada a partir da diferenca de massa das amostras apos 1, 3
e 7 dias de imersdo em solucéo tris(hidroximetil)aminometano (Tris-HCI), conforme 1SO 10993-14 [23] e
estudos de SOLONENKO et al. [24], DING et al. [25] e WANG et al. [26]. Além disso, foi monitorado a
mudanca de pH e dosagem colorimétrica do célcio da solugdo apds a imersao.

Inicialmente foi preparada uma solucdo de Tris-HCI, onde 13,25g de tris-HCI foram diluidos em 500
mL de agua deionizada e foi realizado o ajuste de pH para 7,4 = 0.1. Os corpos de prova foram pesados, alo-
cados em tubos de ensaio com a solucdo Tris-HCI, tampados e colocados em estufa a 37°C. Apds cada perio-
do estabelecido de ensaio, foram retiradas da estufa 3 amostras de cada grupo e secas em estufa a 68°C por
48h. Posteriormente, as amostras foram novamente pesadas e a perda de massa foi calculada através da
Equagéo 2.

W = [(Wi-WF)/Wi]x100 )

Sendo: W = diferenca percentual de massa (%), Wi = massa inicial em gramas (g) e Wf = massa final
em gramas (g). Essa equacgéo possibilita a verificagdo da diferenga percentual entra a massa inicial e final do
material ensaiado.

A concentracdo de célcio foi avaliada através da medigdo fotométrica de célcio. Foi usado o sistema
para a determinagdo do célcio por reacdo de ponto final em amostras da empresa Labtest (CALCIO Liqui-
form ref.90-2/60 LABTEST) para detecgdo de absorbancia de 570nm.

A determinacdo do pH foi realizada com o pHmetro digital. As medidas da concentragdo de calcio fo-
ram realizadas utilizando kits de CALCIO Liquiform (Labtest®, Lagoa Santa, Brasil) de acordo com as ins-
trucdes do fabricante.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Microscopia eletrdonica de varredura (MEV) e a espectrometria de energia dispersiva de raios X
(EDS)

Os resultados do MEV para as amostras de BCPs micrométricas e nanométricas utilizadas no processamento
dos cimentos 6sseos sdo apresentados na Figura4 ae b.
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Figura 4: a) BCP micrométrico e b) BCP nanométrico

As imagens mostram aspectos morfoldgicos com alguns sitios de coalescéncia (agregacéo) dos cristais
de fosfato de calcio bifasico (BCP) na forma micrométrica e nanométrica. A distribuicdo de tamanhos medi-
do por difragdo a laser do BCP mostrou que o material particulado micrométrico possui uma faixa de entre 1-
75 um com Psy de 37um. J& o BCP, constituido por particulados nanométricos, mostrou aspecto morfoldgico
de fibras (razéo de aspecto maior que 5) constatado através de medicdes com o MEV, apresentando a seguin-
tes faixa de tamanhos: 40% das particulas apresentam maior dimensao abaixo de 0,1 pm (100 nm), 73% das
particulas estdo abaixo de 0,15 pm (150 nm), 95% das particulas apresentam tamanhos abaixo de 0,2 pm
(200 nm) e 100% das particulas sdo menores na sua maior dimensio a 0,25 um (250 nm).

Foi realizada uma varredura com espectrometria de energia dispersiva no cimento 6sseo para verifica-
¢do da proporgdo de calcio e fosforo no material processado. Os resultados da caracterizagdo confirmaram a
presenca de calcio, fosforo com razdes Ca/P compativeis com hidroxiapatita, uma vez que a proporgao entre
calcio e fosforo do material esta préxima 1,67 [27, 28].

3.2 Difracdo de Raios X (DRX)

O resultado da caracterizagdo DRX dos corpos de prova processados de ambos os CFCs estdo representados
na Figura 5.

- Nanométrico

Intensidade (u.a.)

Micrométrico

2Teta
Figura 5: DRX dos CFCs processados

Os resultados do difratograma apresentaram perfil de picos identificados pelas fichas do JCPDS 9.432
(hidroxiapatita) e a fase amorfa — ACP, conforme também encontrado na literatura [29, 30]. Isso indica que
ndo houve formacéo de outras fases de fosfato de calcio ou decomposi¢édo durante o processamento do mate-
rial. O percentual de CMC e FS estdo ambos abaixo do limite de deteccdo da técnica.
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3.3 Ensaio de tempo de pega

Durante os ensaios de tempo de pega, notou-se que o material apresentou trés comportamentos evidentes,
sendo eles: auséncia total de resisténcia a penetracdo da agulha de Vicat, resisténcia parcial a penetracdo da
agulha (a agulha penetrou o material, porém com menos vigor), ou resisténcia total a penetracdo da agulha.
Devido a esse comportamento, o tempo inicial foi definido no tempo em que a pasta cimenticia apresentou
resisténcia evidente a penetracéo da agulha e o tempo final foi marcado quando a agulha ndo conseguiu pene-
trar o material. O resultado dos ensaios de pega pode ser visto Figura 6.

Tempo de Pega (Micro) Tempo de Pega (Nano)

45,00 45,00

40,00 36,00 40,00

35,00 35,00
= 30,00 — 30,00
50_25'00 e Inicial %25,00 2208 —
g O Final S O Final
= 15,00 = 15,00 473

10,00 10,00

5,00 5,00

0,00 0,00

Micro Nano

Figura 6: Tempo de pega inicial e final para 0 CFC micrométrico e nanométrico

O tempo de 7 minutos é o tempo médio relatado pela literatura médica para implantacdo de um cimen-
to ésseo [27]. JANSEN et al. [11] detalha que um tempo inicial de cura entre 3 e 8 minutos e final de até 15
sdo adequados para diversos procedimentos cirlrgicos. Neste estudo, o tempo inicial de pega do CFC nano-
métrico foi 33,6% menor que do CFC micrométrico, sendo da ordem de 19 minutos para CFC micrométrico
e 12 minutos para o cimento nanométrico. Mesmo com essa reducédo, os tempos ficaram acima do adequado
para a aplicacdo clinica. Houve também uma reducéo de 38,7% no tempo final de pega, sendo por volta de 36
minutos para 0 CFC micrométrico e 22 minutos para 0 CFC nanométrico. Como o grupo amostral processado
com material nanométrico apresentou menor tempo de pega, ele foi submetido aos ensaios mecanicos e bio-
légicos.

3.4 Ensaios mecéanicos

O grupo amostral composto pelo cimento nanométrico apresentou melhor desempenho no tempo de pega.
Esse grupo foi caracterizado mecanicamente a fim de verificar sua resisténcia a tracdo na flexdo (através do
ensaio de flexdo por 3 apoios) e seu mddulo de elasticidade (através do ensaio de ultramicrodureza), confor-
me apresentado na Tabela 3.

Tabela 3: Resultado dos ensaios mecanicos de flexao

ENSAIO VALOR |[DP |UNIDADE
Flexdo 3 apoios 3,89 0,42 | MPa
Modulo de Elasticidade |7,30 1,20 | GPa

O desempenho mecanico do osso é determinado pelo tipo e disposi¢do de diferentes elementos estru-
turais. Os minerais duros contribuem para uma alta resisténcia e rigidez para resistir a tensées de compresséo
e fraturas, enquanto fibras de colageno complacentes proporcionam alta tenacidade e viscoelasticidade para
retardar a propagacdo da fratura sob tensdo de cisalhamento ou tracdo [31].

Segundo a literatura a resisténcia a flexdo e a rigidez do tecido 6sseo pode ter valores diferentes para
os diferentes 0ssos do corpo. Por isso, 0 0sso cortical apresenta resisténcia a flexdo entre 50 a 150MPa e mé-
dulo de elasticidade entre 7 e 30GPa, ja 0 0ss0 esponjoso tem resisténcia a flexao entre 1,2 e 20 MPa e médu-
lo de elasticidade de 0,01 a 5GPa [7, 10, 32].

Neste estudo, todos os resultados dos ensaios de resisténcia a flexdo apresentaram valores dentro da
faixa de resisténcia do o0sso esponjoso, porém o modulo de elasticidade encontrado foi 46% maior que do
0ss0 esponjoso. GARCIA et al. [33] afirma que quanto maior o médulo de elasticidade do material menor
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sera a deformacdo elastica resultante da aplicacdo de uma tensdo. Os resultados mostram que o0 modulo de
elasticidade do material foi maior que o esperado.

3.5 Ensaio de citotoxicidade/viabilidade

Neste ensaio foi utilizado o corante resazurina como indicador de viabilidade celular, a fim de avaliar a bio-
compatibilidade do biocimento. A reducdo da resazurina correlaciona-se com o nimero de organismos vivos,
pois se comporta como substrato cromogénico de enzimas desidrogenases mitocondriais, responsaveis pela
transferéncia de elétrons do NADPH para resazurina que resulta em resorufina e pico de absorcdo de com-
primento de onda de 570 nm [34]. Os resultados sdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7: Resultado do ensaio de citotoxicidade na presenca das bactérias S. aureus (A) e E.coli (B).

A Figura 7A mostra a viabilidade celular da cepa S. aureus apds 24 h em exposi¢cdo com o extrato do
CFC (99,18 * 5,8 %), observamos a manuten¢do da viabilidade celular em relagdo ao controle-salina (100,0
+ 23, p > 0,05). Esses dados corroboram com os estudos conduzidos por SHIEH et al. [35] que mostraram a
inefetividade do cimento de fosfato de calcio em cultura de S. aureus. No entanto, observamos aumento sig-
nificativo da viabilidade celular da E. coli na presenca do CFC (119,6 + 4,4 %, p < 0,01) quando comparado
com o controle-salina (100,0 + 4%), ap6s 24 h. O corante resazurina é considerado um indicador de fungdo
mitocondrial, uma vez que é metabolizado pelas enzimas celulares como as redutases presentes nas mitocon-
drias [36]. De acordo com KAMITAKAHARA et al. [37] , a hidroxiapatita favorece adesdo e aumento da
atividade metabdlica da bactéria E. coli. Assim, os resultados do presente trabalho corroboram com os dados
da literatura sobre o possivel efeito ndo citotdxico dos cimentos de fosfato de célcio estudados.

3.6 Ensaio in vivo HET-CAM

O ensaio de contato direto do biocimento & membrana cérion-alantoide (HET-CAM) é baseado no método
alternativo a experimentacdo animal para testar materiais irritantes corrosivos e/ou severos. Para o ensaio, a
solugdo fisiolégica a 0,9% foi usada como controle negativo e ao ser aplicada sobre a membrana ndo apresen-
tou resposta visual quanto as alterag@es fisioldgicas; assim, esta solugdo € classificada como ndo irritante (ver
imagens de controle positivo na figura 8a). A solucdo de NaOH 1M foi usada como controle positivo, ap6s
ser aplicada sobre a membrana observou-se uma hemorragia grave (ver imagens de controle negativo na figu-
ra 8e). O CFC foi colocado em contato com a membrana por 30, 120 e 300 segundos, imagens 8b, 8c e 8d,
respectivamente.

Controle negativo 30 segundos 120 Segundos 300 segundos Controle positivo

Figura 8: Ovos controle positivo, negativo e ap6s diferentes tempos de contato com o material avaliado.
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Os escores alcangados pelas amostras testadas e sua classificacdo quanto ao potencial de irritacdo foram re-
presentados na tabela 4.

Tabela 4: Escores e classificagdo do biomaterial testado

AMOSTRA ESCORE | CLASSIFICACAO

(C+) SOLUGAO SALINA 0 NAO IRRITANTE (NI)

(C -) SOLUGAO DE HIDROXIDO DE SODIO0,1N | 9 IRRITANTE SEVERO (IS)
CFC 0 NAO IRRITANTE (NI)

De acordo com os resultados, apds o contato do CFC com a membrana ndo foram observadas reacdes
ou alteragfes nas membranas cérion-alantoide dos ovos embrionados, em todos os tempos analisados, sendo
0 escore 0 (zero) e, portanto, classificado como ndo irritante (Tabela 4). O resultado apresentado pelo bioci-
mento sugere que o material é biocompativel.

3.7 Ensaio de degradacao

Os CPCs podem ser degradados por reabsorcéo ativa ou passiva. A reabsor¢do ativa é um processo celular
mediado por osteoclastos, enquanto a reabsorcdo passiva é baseada na solubilidade quimica do material CPC.
A introducgdo de uma adequada (macro) porosidade e interconectividade dos poros no CPC favorecera o fluxo
de fluidos, bem como a penetracdo celular, e, como consequéncia, aceleraré sua degradacdo [38]. Os resulta-
dos do ensaio de degradacéo estdo representados na figura 9.
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Figura 9: Resultados de perda de massa do material

A figura 9 mostra o perfil da perda de massa do biocimento imerso em solucdo Tris-HCI (pH 7,4) por
7 dias. Apos as primeiras 24 horas, observamos maior perda de massa do biocimento com valores de 0,5%
seguido de reducédo dessa porcentagem ao longo do ensaio. O grafico mostra reducéo da porcentagem de per-
da do biocimento ap6s 3 (0,25%) e 7 (0,12%) dias de imersdo na solugdo. De acordo com SOLENENCO et
al [24] quando amostras de hidroxiapatita sdo imersas em solucdo tampdo Tris-HCI por longo periodo as
concentragdes de calcio e fosfato em solugdo apresentam um processo de dissolugdo na primeira fase seguido
de aumento do pH. SOLENENCO et al [24] descreve que ap6s um periodo do ensaio ocorre alteragbes das
concentragdes desses ions e supersaturacdo da solucéo que resulta em um processo secundario de cristaliza-
¢ao que pode direcionar o sistema a uma diminuicdo da perda de massa da fase sélida para liquida.

A perda de massa ap6s 1 dia de ensaio foi de 0,5%, ap0s trés dias de imersdo no Tris-HCI as trés
amostras apresentam reducdo no percentual de perda de massa, sendo 0,25% em 3 dias e 0,12% ap06s 7 dias.
Ao analisar todo o periodo de ensaio pode-se perceber que a medida que as amostras ficam mais tempo imer-
sas a perda de massa reduz, o que pode ser indicativo de uma reprecipitacdo de material. SOLENENCO et al.
[24] em seu estudo afirma que pode acontecer um processo secundario de precipitacdo de apatitas durante
imersdo de composto de hidroxiapatita em Tris-HCL.
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4. CONCLUSOES

Como resultado do processamento do biocimento de fosfato de célcio bifasico com 3,2%m/m de CMC (agen-
te ligante) e utilizagcdo de uma solugdo aquosa mais enriquecida de fosfato de sddio (concentragdo de 5%),
observou-se reducdo de 33,6% no tempo inicial de pega e de 38,7% no tempo final de pega do material na-
nométrico em relacdo ao micrométrico. Porém, os tempos de pega ficaram acima do adequado para aplicagdo
clinica.

Os ensaios de resisténcia a flexdo mostraram que o material nanométrico apresentou resisténcia a tra-
¢do na flexdo de 3,89Mpa, dentro da faixa de resisténcia do 0sso esponjoso. O ensaio de ultramicrodureza
mostrou que o médulo de elasticidade do material foi 46% maior que do 0sso esponjoso. Isso indica que con-
seguiu-se adequar a resisténcia a flexdo do material, porém séo necessarios mais estudos para adequar o0 mé-
dulo de elasticidade do biocimento, a fim de que seja indicado para uso clinico.

Os resultados de citotoxicidade evidenciaram que o cimento nanométrico néo interferiu significativa-
mente na viabilidade celular das bactérias testadas, o que sugere que o material ndo seja citotoxico. Apds a
avaliacdo pelo ensaio HET-CAM, o material foi classificado como ndo irritante, também sugerindo boa bio-
compatibilidade. Durante o ensaio de degradacdo a reducéo da perda de massa, aparentemente, foi causada
pelo processo secundario de precipitacdo de apatitas na superficie das amostras.
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