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RESUMO

Bioceramicas porosas tem aplicacdes biomédicas importantes como preenchimento de defeitos
osseos e scaffolds na engenharia de tecidos. A hidroxiapatita (HA, Ca;o(PO4)s(OH),) que apresenta
semelhanca quimica e estrutural com a fase mineral dos ossos e dos dentes, é biocompativel e
osteocondutiva, e tem excelente afinidade quimica e biologica com os tecidos Osseos. Este trabalho teve
como objetivo desenvolver bioceramicas porosas HA para utilizagdo como scaffold para regeneragdo ossea
empregando-se a técnica de réplica da esponja polimérica. A pasta bioceramica de HA foi obtida por via
umida utilizando hidroxido de calcio [Ca(OH),] e acido fosforico (H;PO,4) e impregnada em esponjas de
poliuretano com diferentes densidades. Tratamento térmico a 600°C por 1h foi realizado para eliminagdo da
esponja seguido da sinterizacdo a 1100°C por 2 horas. Os scaffolds apresentaram a HA como fase
majoritaria, elevada porosidade (> 70%) e poros com tamanhos variando na ordem de macro (>100um) e
microporosidade (1-20pm), sendo estes fatores adequados para a aplicagdo como scaffolds para regeneragio
oOssea.
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Development of hydroxiapatite porous bioceramics for use as scaffolds
for bone regeneration

ABSTRACT

Porous bioceramics have important biomedical applications such as bone defect fillers and tissue
engineering scaffolds. The hydroxyapatite (HA, Ca;y (Pos)s(OH),) shows resemblance to the mineral phase
of bone and teeth, it is biocompatible and osteoconductive, and has excellent chemical and biological affinity
to bone tissue. The aim of this work is to develop HA porous bioceramics for bone regeneration using the
replica of the polymeric sponge technique. The HA slurry bioceramic was obtained by wet method using by
the calcium hydroxide [Ca (OH) 2] and phosphoric acid (H3PO4) and impregnated polyurethane sponges
with different densities. Heat treatment at 600 ° C for 1h was accomplished to eliminate the sponge followed
by sintering at 1100 ° C for 2 hours. The scaffolds showed HA as major phase, high porosity (> 70%) and
pores with sizes ranging in the order of macro (> 100pum) and microporosity (1-20um), and these factors are
suitable for application as scaffolds for bone regeneration.

Keywords: bioceramics, calcium phosphate, bone regeneration.

1 INTRODUCAO

A estratégia usual para tratamento de defeitos Osseos resultantes de traumas e patologias é o
preenchimento com osso autdlogo. Porém, essa técnica tem sido restringida devido a disponibilidade limitada
de material, as complicagdes cirirgicas ¢ de prejuizo do sitio de colheita [1, 2]. Uma alternativa para o
enxerto 0sseo € a substitui¢do por materiais sintéticos. Na engenharia de tecido dsseo, o scaffold poroso é um
dos componentes essenciais para regeneragdo 0ssea, servindo como carreador ou suporte para interagdes
celulares e matriz extracelular 6ssea fornecendo um suporte estrutural para o tecido recém formado [3, 4].
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A composicdo e a arquitetura do scaffold desempenham papéis cruciais na capacidade de
colonizagdo das células. O material deve ser biocompativel, bioreabsorvivel cujos produtos da dissolugdo
sejam metabolizados pelo organismo, osteocondutor e, de preferéncia osteoindutor [5]. Quanto a arquitetura,
um scaffold deve ser tridimensional e altamente poroso com uma rede de poros interconectados para
crescimento celular/tecidual e transporte de nutrientes e residuos metaboélicos [6]. A porosidade aumenta a
area superficial disponivel para a justaposicdo osso-implante ¢ a osseointegracdo, consequentemente, o
periodo de ligagdo interfacial entre o implante e o osso ¢ reduzido [7, 8].

A Hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH),] é uma das ceramicas mais biocompativeis devido a semelhanca
com os constituintes minerais dos ossos e dentes humanos. Esse material tem sido sintetizado e utilizado para
fabricagdo de diversas formas de implantes, tais como, blocos, granulos ou recobrimentos, igualmente densos
ou porosos [9]. Essa ceramica ¢ termodinamicamente estavel em pH fisiologico e participa ativamente das
ligagdes Osseas, formando forte ligagdo quimica com o tecido 6sseo [10, 11]. Visto que a HA porosa ¢ mais
reabsorvivel e mais osteocondutiva do que a HA, ha um grande interesse no desenvolvimento de materiais
para reposi¢do 0ssea de HA porosa sintética para preenchimento de defeitos 6sseos [12].

Diversas técnicas sdo utilizadas na produgdo de scaffolds, dentre elas o0 método de incorporacdo de
particulas organicas volateis, gel-casting de espumas e a técnica de replicagdo de esponjas poliméricas [13].
Entre esses, o0 método réplica da esponja polimérica tem recebido atengdo particular por produzir scaffolds
com alta porosidade e com poros interconectados [6, 14].

Segundo Karageorgiou e Kaplan [15], o tamanho minimo necessario para o crescimento de células
osseas ¢ de 100 - 200 pm. Poros menores entre 75 - 100 um resultam no crescimento de tecido ostedide ndo
mineralizado. Poros menores ainda, entre 10 — 75 pm permitem a penetragdo apenas de tecido fibroso, o que
ajuda na fixagdo mecanica da pega. Klawiter et al. [16] ¢ Whang et al. [17], demonstraram através de
experimentos o efeito do tamanho do poro na regeneracdo de tecidos. Os poros de 5 pm permitem a
neovascularizacgdo, entre 5-15 um para crescimento de fibroblastos, 40-100 pm para crescimento da matriz
ostedide e 100-350 um para regeneragdo Ossea.

O objetivo do presente estudo foi desenvolver suportes porosos de HA para regeneracdo Ossea
utilizando a técnica réplica da esponja polimérica e avaliar a influéncia da densidade da esponja polimérica
na porosidade, tamanho de poros, distribui¢do de tamanho de poros e microestrutura dos suportes porosos

2  MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencdo da Pasta Bioceramica de Hidroxiapatita (HA)

Para a obteng@o da pasta bioceramica de Hidroxiapatita (HA) utilizou-se o processo de via imida,
ou seja, precipitacdo a partir de uma suspensio de hidréxido de célcio [Ca(OH),] e uma solugdo de acido
fosforico (H;PO,4) , ambas na concentragao de 2,0mol/L, na propor¢do Ca/P referente a HA (Ca/P = 1,67). O
aparato experimental foi desenvolvido e adaptado pelo Grupo de Biomateriais da UAEMa/UFCG. Para evitar
as contaminagoes, foi utilizada dgua deionizada para o preparo das solu¢des de Ca(OH), e H;PO,. A solucdo
de Ca(OH), foi previamente aquecida até 80°C sob agitacdo constante. Em seguida, a solu¢do de H;POy,, a
temperatura ambiente, foi adicionada lentamente, a uma razdo de SmL/min. Apds a completa adi¢do do
acido, o produto obtido permaneceu sob agitacdo a temperatura de 100°C  por um periodo de
aproximadamente 50 minutos, para obter-se uma uma consisténcia pastosa. A pasta bioceramica obtida
permaneceu em repouso até atingir a temperatura de 30°C.

2.2 Obtencao dos Scaffolds de HA - Técnica da Réplica da Esponja Polimérica

Para a obten¢ao de scaffolds porosos de HA foi utilizada a técnica da réplica da esponja polimérica.
Esse método consiste em inicialmente selecionar uma esponja polimérica de acordo com a densidade, uma
vez que esse fator apresenta relag@o direta com a estrutura final dos scaffolds.

A fim de obter estruturas porosas de fosfato de calcio com macroporosidades de célula aberta
baseado na réplica de um substrato poroso, foram adotadas como substratos esponjas poliméricas de
poliuretano com densidades variadas e cortadas em formato retangular com dimensdes de 30 x 20 x 20 mm”.
As esponjas de poliuretano foram adquiridas no comércio local e apresentaram uma eficiente habilidade de
preenchimento. Durante o processo de sinterizagdo a esponja de poliuretano foi completamente eliminada em
uma temperatura de aproximadamente 550°C [3].

Na determinagdo da densidade das esponjas utilizou-se o calculo da densidade geométrica. Os
valores das densidades das espumas utilizadas estdo apresentados na Tabela 1.

Essas esponjas foram imersas na pasta biocerdmica obtida, realizando em seguida a compressdao
manual das mesmas para eliminar o excesso da pasta, o ar e promover a total adsor¢do. A secagem dos
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corpos de prova foi realizada em estufa a 110°C por 24 horas, seguida pelo processo de sinterizagao a 1100°C
por 2 horas com isoterma a 600°C por 1 hora a uma taxa de aquecimento de 10°C/min.

Tabela 1: Valores de densidade geométrica (g.cm™) das esponjas selecionadas.

Densidade Geométrica

Esponjas (g.cm™)
PU-20 0,0196
PU-25 0,0255
PU-28 0,0288

2.3 Técnicas de Caracterizacdo das Bioceramicas

As analises dos scaffolds foram realizadas apds o tratamento térmico utilizando-se as técnicas:
espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), difrag@o de raios-X (DRX),
microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia por energia dispersiva de raios-X (EDX) e
porosimetria de mercurio.

A analise de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi realizada nos
pos obtidos a partir da moagem dos scaffolds desenvolvidos empregando-se um espectrometro AVATAR
TM 360 ESP Nicolet com varredura de 4000 a 400 cm™.

Neste trabalho, utilizou-se um difratometro de raios X SIEMENS D5000 com varredura angular
entre 10 e 70°, na montagem de Bragg-Brentano, utilizando-se radiacao de Cu(kol) com passo de 0,05 (26),
sendo que o tempo de passo foi de 1.0 segundos para cada amostra. A analise por DRX foi realizada nos pos
obtidos a partir da moagem dos scaffolds desenvolvidos.

A caracterizag¢@o por microscopia eletronica de varredura (MEV) dos suportes porosos foi realizada
no equipamento fabricado pela JEOL-JSM, modelo T-330 A, acoplado com sistema para micro analise
quimica por Espectroscopia de Energia Dispersiva — EDX.

A avaliagdo da porosidade quanto a distribuicdo e tamanho de poros foi realizada utilizando a
técnica de porosimetria de intrusdo de merctrio no equipamento Micromeritics — Autopore 111 9410.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 1 apresenta o espectro de FTIR dos scaffolds desenvolvidos. As bandas na regido de 475,
580 ¢ 1100 cm™ correspondem as vibragdes de estiramentos e flexdes dos grupos PO,>. As bandas em torno
de 640, 3400 e 3590 cm™ sdo atribuidas ao estiramento dos grupos hidroxila, OH’, caracteristicos da HA. A
banda na regido 2100 cm™ identificado em todas as amostras pode ser atribuido ao CO, adsorvido do meio
ambiente. As bandas em torno de 880 ¢ 1435 cm™ sdo atribuidas a incorporagdo de grupos CO;”proveniente
do ar, visto que as amostras foram produzidas em atmosfera aberta e em solu¢do aquosa. A analise do DRX,
Figura 2, confirma que os scaffolds desenvolvidos sdo compostos por HA, pois todos os picos correspondem
a esta fase (JCPDS # 86-740).

As Figuras 3 a 5 apresentam os scaffolds obtidos utilizando-se as diferentes esponjas de poliuretano
de densidades variadas. Para discutir as morfologias dos scaffolds desenvolvidos é importante estabelecer
uma classificagdo quanto ao tamanho dos poros. A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada —
“International Union of Pure Applied Chemistry” (IUPAC) classificagdo do tamanho de poro proposta pela
para aplicacdo na area de catalise [18] em microporos (< 2 nm), mesoporos (2-50 nm) e macroporos (> 50
nm). Bohner et al. [19] classificaram os poros de scaffolds para substituicdo 0ssea com dimensdes de 1-20
pm como microporos € macroporos > 100 um, apesar destes terem dimensdes que vao muito além da escala
de classificacdo da [IUPAC.

Analisando-se as Figuras 3 a 5 observa-se que o aumento da densidade da espuma utilizada
provocou uma diminui¢do dos microporos (1-20um) e um aumento de poros maiores (50-150um). Os
microporos observados contribuem diretamente para formacao de interconectividade entre os poros [20].
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Figura 2: Difratograma de raios-X do p6 de HA comparado com o padrdo de referéncia (JCPDS # 86-740).
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Figura 3: MEV e EDX do suporte poroso HAPU-20 a) 500X e b)2000X.
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A Figura 6 apresenta a distribuicao diferencial do tamanho de poros dos scaffolds desenvolvidos.
Observa-se que as amostras obtidas apresentaram uma distribui¢do bimodal de poros. A primeira distribuicdo
se estendeu de 1,0 — 10,0 um e a segunda no intervalo de 60 — 250 um. Observa-se ainda uma relagdo direta
entre a densidade da espuma utilizada e a dimens@o dos poros nas amostras dos suportes. Os suportes obtidos
com a espuma de maior densidade (HAPU-28) apresentaram uma freqiiéncia maior de poros de maior
tamanho (> 60 um). Entretanto, a maior freqiiéncia de poros de tamanhos entre 1,0-2,0 um foi observada nas
amostras dos suportes (HAPU-20).

As diferengas entre as espumas sdo notadas em termos de volume de porosidade total dos suportes,
Tabela 2.

Tabela 2: Valores de porosidade total dos suportes obtidos pela técnica de intrusdo de mercurio.

Suportes Porosidade Total (%)
HAPU-20 70
HAPU-25 74
HAPU-28 77

Verificou-se que os suportes que utilizaram como substratos as espumas de menor densidade
(HAPU-20) foram os que apresentaram menor porosidade. Esse resultado mostra que espumas que possuem
uma massa menor para um mesmo volume, tém mais espagos vazios e entdo a pasta cerdmica encontra mais
espaco para se difundir entre os poros, diminuindo assim a porosidade total dos suportes.

A interconectividade ¢ a caracteristica principal da porosidade que tem se confirmado ao longo de
varios estudos, como sendo responsavel pela manutengdo e crescimento do tecido 6sseo, pelo transporte de
nutrientes e drenagem de liquidos intersticiais [21-23]. Poros com dimensdes proximas de 5 pm, ainda
podem facilitar a migracdo idnica que ocorre inicialmente entre a superficie do implante e o plasma
sangiiineo, influenciando de maneira positiva a dindmica de adsor¢do celular, a capilaridade e a
permeabilidade dos fluidos corporeos, que poderiam contribuir na dissolucdo desta ceramica [21, 23].

A presenca de poros com didmetros superiores a 100 um demonstra que os suportes de HA obtidos
pela técnica réplica da esponja polimérica sdo adequados a regeneragdo dOssea. Visto que um osteoblasto
ocupa uma area de 700 um® [24], consequentemente um tamanho de poro acima de 100 pm ¢ compativel com
a osteocondug@o [25]. Isso mostra que os poros dos suportes de HA sdo suficientemente extensos para
acomodar células.

As relagdes Ca/P determinadas pela analise semi-quantitativa de EDX apresentaram um desvio
estequiométrico, contudo nao houve modificagdes estruturais perceptiveis no padrao de difragdo de raios-X.
Esse comportamento pode ser atribuido a incorporagio de grupos COs* nos sitios PO,> ou OH". Como as
amostras foram obtidas em atmosfera aberta e em solugdo aquosa, o grupo carbonato pode ter sido originado
através do CO, presente no ar [26, 27].

Segundo MOREIRA et al. [28] a estrutura da hidroxiapatita, Ca;o(PO4)s(OH), por ser aberta e
hospedeira permite a substitui¢do de todos os seus ions, Ca”>", PO,> e OH", mantendo a eletroneutralidade. A
presenca dos fons COs”> nos sitios do PO,> (sitio B) e OH™ (sitio A) pelo fon provoca a contragio do eixo a e
b e expansio do eixo ¢ com conseqiiente diminuigdo do volume da célula unitaria; diminuicdo da
cristalinidade; aumento da solubilidade; variacdo nas posi¢Oes atomicas ¢ mudanga na morfologia dos
cristalitos. E no presente caso foi feita alguma analise? Pois pode influir na utilizagdo desejada.

4  CONCLUSOES

As condicdes operacionais de obten¢do da pasta bioceramica e os respectivos tratamentos térmicos,
foram eficientes para a obtengdo de scaffolds de HA.

A variagdo da densidade das esponjas ndo provocou a formagdo de morfologias diferentes. Contudo,
houve uma relagdo direta entre a distribuicdo e tamanho dos poros e a densidade da espuma.

As andlises por MEV revelaram scaffolds com poros interconectados com tamanhos variados na
ordem de macro (>100pum) e microporosidade (1-20pum) em menor ou maior grau dependendo da densidade
da esponja utilizada na producdo das amostras, resultados estes que foram comprovados pela analise de
porosimetria por intrusdo de merctrio. Os suportes porosos HAPU-28 destacaram-se por apresentar maior
porosidade total em comparagdo com os suportes produzidos com esponja de menor densidade (HAPU-20 e
HAPU-25).
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Os suportes porosos de HA desenvolvidos nesse estudo apresentaram uma combinagao de fatores
essenciais para a aplicacdo desses materiais como substitutos dsseos, tais como alta porosidade (>70%),
composicdo quimica, interconectividade e tamanhos dos poros adequados a regeneragdo Ossea.
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