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RESUMO

A pratica comum dos profissionais da saude em situagdes de regeneragao de defeitos
0sseos contidas ou fixagao de préteses, consistem em recorrer aos cimentos designados
por acrilicos. Os referidos cimentos possuem inumeras limitagdes, para o doente e para a
equipa médica, porém nao existem cimentos alternativos com capacidades de
preenchimento e de fixagdo simultanea. O objectivo deste trabalho consistiu no
desenvolvimento de cimentos 0sseos com propriedades semelhantes aos cimentos
acrilicos porém ultrapassando as limitagbes que existem para os mesmos. Com isto, foram
desenvolvidas trés tipos de cimentos 6sseos, os cimentos a base de brushite, os cimentos
com uma composicdo bifasica de brushite e B-fosfato tricalcico e cimentos de sulfato de
calcio. Os cimentos 6sseos a base de brushite tradicionais sdo bastante limitados no que
diz respeito a aplicacao clinica, uma vez que possuem tempos de cura muito curtos e sédo
fracamente injectaveis. Com o intuito de melhorar este tipo de cimentos e tendo sempre o
foco a aplicagao clinica, foram desenvolvidos quatro tipos cimentos de fosfato de calcio a
base de brushite. No primeiro caso, foi produzido um cimento de brushite; no segundo
caso, foi produzido um cimento de brushite com aditivo de sulfato de calcio; no terceiro
caso, o cimento tinha uma composicao bifasica de brushite e B-fosfato tricalcio; no quarto
caso o cimento tinha a mesma composicao bifasica porém com a adicdo de um aditivo de
sulfato de calcio. Os ultimos cimentos estudados tinham na sua composicao sulfato de
calcio, um com aditivo de B-fosfato tricalcio e outra composicdo sem o referido aditivo. Os
cimentos a base de brushite foram preparados através da mistura de dois racios diferentes
de B-fosfato tricalcio e fosfato de monocalcio monohidratado juntamente com uma solugao
de citrato de trisédio a diferentes concentrag¢des, usado como retardador do setting time.
Os cimentos a base de sulfato de calcio foram preparados com sulfato de calcio
hemidratado e agua. Todos os cimentos foram caracterizados relativamente ao setting
time, injectabilidade, resisténcia mecénica, bem como a sua citocompatibilidade em
ambiente bioldgico. Os resultados obtidos neste trabalho mostram que os cimentos
apresentam bons tempos de cura e alguns tém uma excelente injectabilidade, o que
viabiliza a sua utilizacdo no preenchimento de defeitos dsseos. Ja na resisténcia a
compressao, os cimentos desenvolvidos possuem valores de resisténcia a compressao
que estdo de acordo com os valores do osso trabecular, no entanto, serao realizados mais
estudos de modo a avaliar a biocompatibilidade e o seu papel na fixagao de préteses

destes cimentos.

Palavras-chave: cimentos de fosfato de calcio, brushite, cimentos de sulfato de calcio, -

fosfato tricalcico, setting time, injectabilidade, resisténcia mecanica, testes in vitro.



ABSTRACT

Nowadays, acrylic ciments are used by health professionals in the repair of bone defects or
prosthesis fixation. These cements have countless limitations for the patient and for the
medical team, but there are no alternative cements with simultaneous filling and fixation
capabilities. The aim of this work was to develop new bone cements with properties similar
to acrylic cements but that overcome their limitations. During this research project, three
kinds of bone cement were developed, the cement-based brushite, cements with a biphasic
composition of brushite/B-tricalcium phosphate and calcium sulfate cemente. The bone
cements based on traditional brushite are quite limited for clinical application, since they
have very short settings times and they are weakly injectable. Aiming to improve this type
of cement and always keeping the focus on clinical application, we developed four types of
calcium phosphate cements. The first type by brushite; in the second case was composed
by brushite-based additive with calcium sulfate; in the third case, a biphasic composition of
brushite and B-tricalcium phosphate was studied; in the fourth, the same biphasic
composition but with the addition of an additive of calcium sulfate was studied. Finally, we
studied the calcium sulfate cements, with additive B-tricalcium phosphate and other
composition without this additive. Cements based on brushite were prepared by mixing
different ratios of two B-tricalcium phosphate and monocalcium phosphate monohydrate
with a solution of trisodium citrate, at different concentrations, used as the setting time
retarder. Cements based on calcium sulfate were prepared with calcium sulfate and water
hemi-hydrated. The setting times, injectability, mechanical strength, the cytotoxic profiles
were determined for all cements. The results of this study showed that the developed
cements have good setting times and excellent injectability, which is fundamental for its use
in filling bone defects. Regarding the compressive strength, the cements posses values of
compression resistance that are similar to that of the trabecular bone. Further studies need
to be performed in order to evaluate the biocompatibility and fixation of prostheses

capacities of the developed cements.

Keywords: calcium phosphate cement, brushite, calcium sulphate cement, B-tricalcium

phosphate, setting time, injectability, mechanical strength, in vitro assays
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|. INTRODUCAO

Durante o ultimo século, novos materiais € novas técnicas cirurgicas tém mudado
drasticamente a vida de milhées de pacientes. Os biomateriais ttm uma importante
contribuicdo nos cuidados de saude modernos, nomeadamente nas doengas musculo-
esqueléticas, tais como a osteoporose ou até mesmo fracturas débeis, associadas ao
envelhecimento da populagdo. Os biomateriais sdo muito utilizados na cirurgia de
reconstrugdo oOssea. A seguir ao sangue, 0 0ssO € 0 segundo tecido mais
transplantado [1]. Enxertos 6sseos ndo so sdo usados na ortopedia, mas também nas

cirurgias dentaria e maxilofacial.

O osso retirado do proprio paciente (auto-enxerto) € o mais preferido para o
tratamento de defeitos 6sseos. O auto-transplante é referido como o gold standard,
mas também possui desvantagens, pois expde o0 paciente a uma segunda cirurgia
para recolher o tecido ésseo. O allo-enxerto, osso retirado de outra pessoa que nao
seja o préprio receptor, pode ser outra alternativa, mas tem como desvantagem poder
desencadear um mecanismo de imuno rejeigdo, e a possibilidade de transmissdo de

patologias do dador para o receptor [2].

Para resolver este problema, os substitutos 6sseos sintéticos sdo uma opgao viavel.
Estes podem ser desenhados para se adequarem a uma vasta gama de critérios que
possam beneficiar tanto o cirurgido como o paciente. Para além de serem facilmente
armazenados nos hospitais, estes tém um controlo de qualidade e podem ser
desenhados para ter dptimas propriedades mecanicas e bioldgicas adequadas para

uma determinada aplicagcao especifica [1].

A desvantagem dos substitutos ésseos sintéticos passa pelo facto de terem uma
geometria tridimensional pré-definida, o que limita por vezes o preenchimento de
defeitos 6sseos de pequena dimensdo ou até mesmo a sua aplicacdo no tratamento
de alguns tipos de fracturas. O desenvolvimento dos cimentos dsseos veio combater
esta lacuna dos substitutos ésseos, visto que os cimentos sido pastas facilmente

moldados ou injectados na cavidade pretendida. Podem ainda ser usados com

Arsénio César Amoreira Ramalho
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técnicas minimamente invasivas, que diminuem o tempo de cirurgia, e reduzem as
complicacoes, tais como as infecgdes e a dor. Para além da aplicagdo do cimento
0sseo em zonas contidas, os cimentos 6sseos sdo também muito utilizados para a

fixagao de proteses.

Nos anos 80, os investigadores descobriram os cimentos de fosfato de calcio (CPCs)
com propriedades bioactivas e biodegradaveis, constituidas por uma componente em
po e outra componente liquida. A mistura dos dois componentes origina uma pasta
viscosa que depois de ser colocada, endurece no local de implantacdo. A descoberta

destes cimentos abriu uma nova era nas aplica¢gdes médicas [3].

No entanto, as formulagdes comerciais disponiveis no mercado actual ainda
apresentam algumas desvantagens relacionadas com a resisténcia a compressao
verificada nos cimentos de fosfato de calcio ou até mesmo as elevadas temperaturas a
que ocorre o processo de cura dos cimentos acrilicos, 0 que justifica uma continua

investigagao e desenvolvimento dos cimentos 6sseos.

Arsénio César Amoreira Ramalho
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1.0 0SSO

O osso é um tecido especializado que é caracteristico dos vertebrados. Do ponto de
vista zooldgico, o tecido 6sseo tende a apresentar caracteristicas especificas que
advém da sua diferenciacdo nos varios animais, de acordo com parametros que

incluem o meio ambiente onde vivem e o tipo de forgcas a que o 0sso é submetido.

O osso é um tecido conectivo (ou conjuntivo) complexo, altamente organizado e
especializado que desempenha diferentes funcdes. E caracterizado fisicamente pelo
facto de ser um tecido duro, rigido e forte. A analise microscopica revela a presenga
de algumas células e bastante substancia intercelular formada por fibras de colagénio
e por substincia endurecida [4]. O osso €& constituido por células o6sseas
(osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos) e matriz extracelular, diferenciando-se dos
outros tecidos conjuntivos pelo facto dessa matriz ser mineralizada. Na sua
composicao incluem-se 33% de matriz organica e 67% de compostos inorganicos [4].
Os ibes mais abundantes neste tecido sdo o calcio e o fésforo, que formam o
constituinte mineral mais importante, a hidroxiapatite, que tem como férmula
Cao(POs)s (OH)..

Todos os ossos tém fungdes mecanicas e estéo ligados a varios grupos de musculos.
Além disso, em algumas partes do corpo, os ossos fornecem fungéo protectora a
estruturas vitais — cranio (cérebro), costelas, pulmdes, coragdo, bacia, bexiga e
visceras pélvicas. Alguns ossos mantém a sua fungdo hematopoiética em adultos —
vértebras, crista iliaca, partes proximais do fémur e do umero. Todos 0s 0ssos servem
como reservatorio de calcio e participam activamente na homeostasia de calcio no

organismo.

O osso é composto por dois tipos de tecido 6sseo: osso cortical (compacto) e osso
trabecular (esponjoso). O osso cortical forma o cortex, ou a parte exterior do osso e
possui uma estrutura densa. Este tecido € o componente primario dos ossos longos
dos bragos e pernas e de outros ossos, onde a sua grande forga e rigidez sao
necessarias. O osso trabecular ocupa tipicamente a regiao interior do osso e consiste
numa série de placas interconectadas de osso — a trabécula. Cada trabécula 6ssea -
contém fibras de colagénio arranjadas em lamelas paralelas. O osso trabecular é
altamente vascular e contém frequentemente medula éssea vermelha onde ocorrer a

hematopoiese (a produgéo de células sanguineas) [4].

Arsénio César Amoreira Ramalho
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O osso pode ser classificado como longo (fémur, tibia, imero, radio), pequeno (carpo,
tarso), achatado (costelas, externo, craénio e omoplata), irregular (vértebra) e
sesamoide (patela e pequenos ossos). Cada osso longo pode ser dividido em trés
regides, chamadas de epifise, metafise e diafise [4-5]. Na figura 1 pode se ver a

estrutura de um osso longo.

Discos epifisario

Cartilagem articular — .

Osso Esponjoso — Epifise proximal

Espacoque contém
medula vermelha

Osso compacto
Cavidade medular

Medula amarela — Diafise

Peridosteo

— Epifise distal

Fémur
Figura 1 Esquema ilustrativo da estrutura de um osso longo (adaptado de [5]).

A epifise é a extremidade arredondada do osso. A metafise € a parte adjacente a
epifise em adultos (a placa de crescimento fechada). A diafise € a parte cilindrica

situada no meio das duas extremidades do osso, também conhecida como corpo.

A superficie do osso é coberto pelo periésteo e o enddsteo com tecido conectivo. O
periésteo reveste a superficie exterior do osso, excepto as ligagdes em que sao
protegidas pela cartilagem articular e consiste numa camada fibrosa externa composta

por fibras de colagénio, fibroblastos e uma camada interna composta de células
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achatadas — as células osteoprogenitoras com a capacidade para se dividirem através
de mitose e se diferenciarem em osteoblastos. O enddsteo esta ligado a superficie
interna do osso, nomeadamente a superficie da cavidade medular dos ossos longos.
Este é composto pode células osteoprogenitoras e por uma pequena quantidade de
tecido conectivo. Ambas as superficies, o peridosteo e o enddsteo, fornecem um
continuo reforco de células osteoprogenitoras ou de novos osteoblastos para

reparacao ou crescimento do osso [4].

Uma caracteristica comum a todos os tipos de o0sso € possuirem uma camada
externa, densa, de osso compacto e uma cavidade medular central. A cavidade

medular esta ocupada, nos 0ssos vivos, por medula éssea e tecido gordo.

Ao nivel dos componentes celulares, a matriz celular do tecido ésseo € constituido por

trés tipos de células: osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos.

e Os osteoblastos s&o células mononucleadas que sintetizam proteinas
colagénicas ou nao colagénicas e sao responsaveis pelo processo de
mineralizagdo do tecido ostedide. Tém como principal fungdo a produgédo da
matriz éssea, durante o desenvolvimento ou a reparacao do tecido ésseo, ou
seja, sao responsaveis pela formagao do osso. Quando activos, estes mostram
alta actividade da fosfatase alcalina.

e Os ostedcitos sao células achatadas e fusiformes que suportam o osso e estao
localizadas no interior das lamelas do osso esponjoso e compacto. Estas
células estdo completamente envolvidas por matriz extracelular, formando um
espaco denominado de lacunas. A quantidade de ostedcito existente por
unidade de volume Osseo esta directamente dependente da rapidez do
processo de formagéo deste tecido. Quanto maior for a rapidez de formagao
6ssea maior sera a quantidade de osteoblastos aprisionados que se
transformarao, posteriormente, em ostedcitos. Assim, a sua funcdo inclui a
formacao de osso, manutencido da matriz e homeostasia do calcio.

e Os osteoclastos sdo células que se distinguem das outras por apresentarem
um volume maior e multiplos nucleos. Estas células desempenham um papel
fundamental no processo de remocgdo e reabsor¢do do osso (remodelam o
0sso para reduzir o seu volume através de ataques quimicos directos ou
enzimaticos) que é destruido, libertando célcio ou, em conjugagdo com o
processo de deposicao ossea, levando a remodelacdo deste tecido em
consequéncia de exigéncias funcionais. Para além das funcdes osteoliticas, os

osteoclastos desempenham um papel importante no desenvolvimento e
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crescimento 6sseo, através da libertacdo de factores de crescimento de tipo

polipeptidico, a partir da matriz extracelular mineralizada.

Ao nivel molecular, o osso € composto por uma matriz 6ssea de osso lamelar ou néo
lamelar. A matriz 6ssea € onde as células estao instaladas. Esta € composta por
matérias organicas e inorganicas. A por¢ao inorganica ou mineral (aproximadamente
70%) € constituida principalmente por pequenos cristais de hidroxiapatite (HA,
Caq0(PO4)s(OH),). A fase orgénica é composta por fibras de colagénio tipo | embutido

numa substancia homogénea contendo proteoglicanos e glicoproteinas [4].

O osso lamelar é constituido por laminas finas, as lamelas, de tamanhos
compreendidos entre os 4 e 7 um. No interior de cada lamela, as fibras de colagénio
orientam-se de forma paralela entre si, mas a sua orientagdo geral é diferente da das
lamelas adjacentes. Este tipo de tecido € observado nos ossos longos e na cortical do

osso alveolar [4-5].

O osso fibroso ou fascicular, ndo lamelar, é constituido por fibrilas de colagénio
espessas, com organizagdo paralela entre si. E observado, geralmente, nos locais de
insercdo dos ligamentos, permitindo uma unido forte entre o tecido 6sseo e este tipo
de fibras [4].

Os ossos adultos, tanto os compactos como 0s esponjosos, possuem caracteristicas
histolégicas semelhantes. Sao constituidos por camadas microscopicas de tecido, as

lamelas Osseas, que no 0sso compacto se apresentam mais comprimidas.

Podem identificar-se trés tipos diferentes de lamelas: circunferenciais, concéntricas e

intersticiais.

e As lamelas circunferenciais envolvem a parede externa do osso adulto,
formando uma camada superficial.

e As lamelas concéntricas preenchem grande parte do osso compacto formando
uma unidade metabdlica basica denominada de o6steon. Os Osteon séo
cilindros de tecido 6sseo, com orientacéo paralela ao eixo principal do 0sso. No
centro de cada ésteon existe o canal de Havers que esta recoberto por uma
camada unica de osteoblastos e aloja um capilar. Os canais de Havers estédo
interligados através dos canais de Volkman, que também possuem capilares
no seu interior. Esta rede vascular permite o aporte de fluidos organicos as

partes mais profundas do tecido.
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e As lamelas intersticiais preenchem os espacos existentes entre as lamelas
concéntricas e ndo sao mais do que fragmentos das lamelas concéntricas que

adoptam uma grande diversidade de formas.
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2.CIMENTOS OSSEOS

Os cimentos 6sseos séo biomateriais sintéticos compostos por duas partes, uma
componente em po e outra componente liquida, usados com muito sucesso em
diversas aplicagdes médicas, tal com na cirurgia ortopédica e na dentaria, etc. Estes
dao origem a uma massa viscosa que se altera ao longo do tempo e que tende a

endurecer apos a mistura das duas partes [6].

Os cimentos 6sseos possuem inumeras aplicagdes, sendo principalmente conhecidos
por permitirem fixar proteses (proteses do joelho, da anca, do ombro e do cotovelo).
Estes preenchem o espago livre entre a protese e o 0sso, fixando a prétese (ver figura
2).

Os cimentos além de cimentarem proteses, também podem preencher cavidades e
pequenos defeitos d6sseos, sendo nesses casos usado como material de enxerto
0sseo, em que se pretende que o cimento seja reabsorvido pelo organismo e

substituido por novo tecido 6sseo [7].

Existem 4 classes de cimentos 6sseos conhecidos actualmente: cimentos 6sseos
acrilicos (ABCs), cimentos de fosfato de calcio (CPCs), cimentos de sulfato de calcio

(CSCs) e os cimentos compostos (CICs) [8].

Os mais utilizados nos dias de hoje, numa grande variedade de aplicacbes sao os

cimentos acrilicos.

2.1 CIMENTOS OSSEOS ACRILICOS

Os cimentos 6sseos sao compostos acrilicos de solidificacdo espontanea, auto-
polimerizavies, utilizados no posicionamento e fixagdo de proteses ao 0sso vivo [6, 9],
devido principalmente ao esforgo pioneiro do investigador Charnley [10]. Estes sdo
compostos por uma fracgcdo em pd (constituida por um polimero de metacrilato de
metilo com um iniciador de polimerizagdo — o peroxido de benzoilo (BPO)) e uma
fracgéo liquida (constituida por monémero de metilmetacrilato (MMA) activado com
N,N-dimetil-p-toluidina (DMT)) [6, 9]. A quimica do processo de cura dos cimentos
acrilicos € baseada na polimerizacdo de radicais livres do monémero de MMA. A

reaccao € iniciada pelos radicais livres produzidos como resultado da decomposi¢ao
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do iniciador, o BPO, na presenca de moléculas de amina, normalmente N-N dimetil p-
toluidina [11].

O polimetacrilato de metilo (PMMA) é um dos principais constituintes dos cimentos
6sseos acrilicos devido ao facto de este possuir uma boa resisténcia mecanica e por

ter uma boa biocompatibilidade.

Os cimentos 6sseos nao tém propriedades adesivas, mas dependem de uma inter-
conexado mecanica intima entre a superficie irregular do osso e a protese, permitindo

uma boa fixagao da prétese ao osso.

A altura da aplicacdo do cimento e da insercdo da protese € determinada pelo
cirurgido e dependera da técnica cirurgica utilizada. A protese é inserida e mantida
firmemente em posicao até o cimento estar solidificado. O processo de endurecimento
(setting time) leva aproximadamente cerca de 15 minutos desde o inicio da mistura até
a solidificacdo. O excesso de cimento 6sseo deve ser removido antes de endurecer na
totalidade [10]. A figura 2 mostra um esquema onde se pode verificar a inser¢cao de

uma protese com o cimento [10].

Figura 2 Esquema que ilustra a inser¢ao da protese com o cimento [10].

Actualmente sdo comercializadas diversas marcas de cimento 6sseo como se pode
observar na tabela 1. Embora todos os cimentos ésseos disponiveis no mercado
sejam constituidos essencialmente por um homopolimero de PMMA ou por um
copolimero de MMA com um monémero de MMA, a sua formulagédo quimica é distinta,

resultando em cimentos com diferentes propriedades de manuseamento e diferentes
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propriedades mecanicas [9]. Um estudo desenvolvido mostra que os cimentos dsseos

comerciais tém significativas nas propriedades de fadiga [9].

Tabela 1 Composicéo de alguns cimentos 6sseos acrilicos disponiveis no mercado.

Cimento  odsseo Composicio de bé Composigao do Referencia
comercial posie P monoémero/liquido | Bibliografica
P(MMA/MA) (84.25wt. %)
MMA
Palacos®R + ZrO, (15wt. %)
+ DMT (2.0wt. %)
+ BPO (0.75wt. %)
P(MMA/sty) (75wt. %)
+ PMMA (15wt. %) MMA
Simplex®P
+ BaSO, (10wt. %) + DMT (2.6vol. %)
+ BPO (1.19wt. %)
PMMA (88.85wt. %)
MMA
CMW® 1 + BaSO, (9.10wt. %)
+ DMT (0.816wt. %)
+ BPO (2.05wt. %) [9] e [6]
PMMA (88wt. %)
MMA
CMW® 3 + BaSO, (10wt. %)

+ BPO (2.00wt. %)

+ DMT (2.487wt. %)

Zimmer Regular ®

PMMA (89.25wt. %)
+ BaSO, (10wt. %)
+ BPO (10.75wt. %)

MMA
+ DMT (2.75wt. %)

PMMA (89.25wt. %)

MMA
Zimmer LVC ® + BaSO, (10wt. %)
+ DMT (2.73wt. %)
+ BPO (10.75wt. %)
PMMA (67.05wt. %)
+ P(MMAV/sty) (21.10wt. %) MMA
Endurance [9]

+ BaSO, (10wt. %)
+ BPO (1.85wt. %)

+ DMT (2.00wt. %)
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As principais diferengas entre estas formulagcdes encontram-se no peso molecular e
quantidades relativas de copolimero de MMA, do homopolimero de PMMA e outros
constituintes no material usado como radiopacificador (ZrO, no caso do PALACOS®R
e BaSO, em todos os outros). Para além disso, a composigéo dos cimentos pode ser
diferente consoante tenham ou nao aditivos especiais (como por exemplo, a clorofila Il
no cimento PALACOS®R).

Devido as variagdes nas formulagdes, as caracteristicas de manuseamento dos varios
cimentos diferem de marca para marca produzindo cimentos que sdo adequados para

os diferentes requisitos clinicos e técnicas cirurgicas.

E reconhecido no entanto que os cimentos acrilicos apresentam algumas

desvantagens na sua utilizagao [6]. Entre elas destacam-se:

e A necrose térmica € um problema que envolve o osso devido as altas
temperaturas criadas durante a polimerizagao do cimento, que leva a formagao
de um local com uma circulagao sanguinea defeituosa e a formagao de uma
membrana na interface entre cimento — osso. Estas temperaturas situam-se
entre os 67 °C e 124 °C dependendo da formulagado do cimento;

e A necrose quimica do osso devido aos mondémeros que nao reagiram e que
sao entado libertados, isto €, devido aos mondmeros que sao libertados depois
da polimerizacdo do cimento no local do implante ésseo, muito relacionada
com a toxicidade do monémero;

e O terceiro problema é a contraccdo volumica do cimento durante a
polimerizacdo, a chamada contrac¢cao do manto do cimento;

e A elevada resisténcia mecanica do cimento face a resisténcia mecanica do
0ss0 podera provocar tensdes induzidas do préprio 0sso;

¢ Outra desvantagem esta relacionada com o manto do cimento, onde a interface
implante — cimento e a interface cimento - osso constitui zonas de ligacéo
fracas na estrutura da fixagao;

e Por fim, outra desvantagem esta ligada ao facto de uma pequena porgéo do
cimento formado poder interagir com os tecidos envolventes, provocando uma

resposta inflamatoria o que podera originar destruicao ossea.

Apesar destas desvantagens, a probabilidade de sobrevivéncia de uma protese
cimentada, especialmente a protese do joelho e anca de pacientes com idades

superiores a 50 anos, € em média de 90% durante 15 anos. Claro que outros factores
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contribuem para este sucesso, nomeadamente as técnicas sofisticadas de cimentar e

métodos de implementacao [6].

Em alternativa aos cimentos acrilicos, surgem os cimentos a base de fosfato de

célcios, que se apresentam bastante promissores num futuro bem proximo.

2.2 CIMENTOS OSSEOS CERAMICOS

2.2.1 CIMENTOS DE FOSFATO DE CALCIO

O termo “cimentos de fosfato de calcio” (CPCs) foi introduzido por Gruninger et al [12]
em 1984. Estes cimentos sdo materiais Optimos para reparar e regenerar o 0SSO.
Devido a este facto sdo também chamados de cimentos ésseos de fosfato de célcio
(CPBCs) [13].

Os CPCs sao materiais constituidos por uma parte liquida (agua ou uma solugao
aquosa) e uma parte solida/p6é que pode conter um ou mais componentes soélidos de
sais de calcio e/ou fosfato. Quando o liquido e o pd sdo misturados num racio
apropriado, estes formam uma pasta que endurece num periodo de tempo restrito (por
exemplo, 15 min), a temperatura ambiente ou a temperatura corporal através da
precipitacdo de um ou mais outros compostos sélido, em que pelo menos um é o
fosfato de calcio (CaP) [12, 14-15]. Durante a mistura, os CaPs dissolvem-se e
precipitam num CaP menos soluvel. Durante a reac¢éo de precipitacao, os cristais de
CaP crescem e ficam condensados, e assim fornecem rigidez mecénica ao cimento
[16].

Os CPCs nao so6 sao biocompativeis, mas também osteotransductivo, isto €, depois da
colocagao no local da lesdo Ossea, estes apresentam uma rapida osteointegracao.
Estes compostos sao reabsorvidos lentamente e simultaneamente transformados num
novo tecido é6sseo [13]. A utilizacdo dos CPCs tem vindo a crescer em processos de
acréscimo 0sseo devido a sua semelhanca com o osso humano, obtendo boa
biocompatibilidade e osteoconductividade [17]. Além disso, os CPCs tém baixa taxa de
calor libertado durante a sua reaccdo de endurecimento, quando comparado com os

cimentos 6sseos acrilicos, prevenindo o risco de necrose 6sseo devido ao calor [17].

Como os CaPs sao encontrados abundantemente na crosta terrestre, estes podem ser
facilmente obtidos para produzir os CPCs, uma vez que os CaPs sdo compostos

quimicos de especial interesse para o ser humano devido a sua similaridade com a

Arsénio César Amoreira Ramalho

12



*
% Universidade da Beira Interior aa
‘ 3 = Faculdade das Ciéncias da Saude B
parte inorganica da maioria dos tecidos calcificado normal (osso e dentes) e patoldgico
[5]. Os CaPs possuem uma excelente biocompatibilidade, osteoconductividade e
biodegradabilidade. Os CaPs mais relevantes estdo apresentados na tabela 2 e

descritos mais a frente.

Tabela 2 Fosfatos de calcio mais relevantes no desenvolvimento de cimentos 6sseos [3, 5].

Racio molar Ca/P

Fosfatos de calcio

Férmula

Fosfato de monocalcio

Ca(Hz2P0O4)2.H20

0.5
monohidratado (MCPM)
Fosfato de monocalcio anidro
0.5 Ca(Hz2POa4)2
(MCPA)
Fosfato de dicalcio dihidratado
1.0 Ca(HPO4).2H0
(DCPD)
Fosfato de dicalcio anidro
1.0 Ca(HPO4)
(DCPA)
1.33 Fosfato de octacalcio (OCP) Cag(HPO4)2(P0O4)4.5H20
Lo CaxHy(PO4)z.nH20
1.2-2.2 Fosfato de calcio amorfo (ACP)
n=3-4.5
Hidroxiapatite deficiente em
1.5-1.67 o Cag(HPO4)(PO4)s(OH)
calcio (CDHA)
1.5 Fosfato Tricalcio a (a-TCP) o-Cas(POs):2
1.5 Fosfato Tricalcio B (B-TCP) B-Cas(POs)2
1.67 Hidroxiapatite (HA) Ca10(POa4)s(OH)z2
2.0 Fosfato de tetracalcio (TTCP) Cas(P0O4)20

Existe uma grande variedade de CaPs que sdo usados na producdo dos cimentos

6sseos, dos quais destacam-se os seguintes:

e Fosfato monocalcio monohidratado (MCPM) é o CaP mais acido e também o

CaP mais soluvel para quase todos os valores de pH. Devido a sua acidez e
solubilidade, o MCMP nao é biocompativel e assim nao pode ser usado
sozinho em aplicagdes médicas. No entanto, este pode ser usado combinado

com compostos de CaP basicos, tal como a-TCP (Norian SRS) ou o B-TCP
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(cimentos de brushite) [16]. A temperaturas acima dos 100 °C, o MCMP liberta

a molécula de agua e transforma-se no MCPA [5].

o Fosfato dicalcio dihidratado (DCPD, ou o mineral Brushite) pode ser facilmente
cristalizado de solugdes aquosas. DCPD tem sido encontrado em calcificagbes
patoldgicas (calculo dental e pedras dos rins) [5, 16]. Este tem sido proposto
como um intermediario da mineralizacdo do osso e dissolugdo do esmalte em
acidos (erosao dental) [5]. Na medicina, o DCPD ¢é usado como um CPC e
como um intermediario para a remineralizacdo dos dentes, pois este é
biocompativel, biodegradavel e osteoconductivo, e é facilmente convertido a
HA in vivo [5, 16]. O DCPD transforma-se em DCPA (o mineral monetite) a

temperaturas acima de 80 °C [5].

e Fosfato tricalcio (3-TCP) é a fase de alta temperatura do CaP, em que

apenas pode ser obtido através da sua decomposi¢cao termal a temperaturas
acima de 800 °C [5]. B-TCP ¢é biodegradavel e tem sido extensivamente usado
como substituto 6sseo, tanto como em granulos ou blocos [5, 16] ou mesmo
com cimento 6sseo de CaP. A degradacdo ocorre através da actividade
osteoclastica [16]. Quando combinagao com a HA, B-TCP forma o CaP bifasico
(BCP), sendo ambos bastante usados com substitutos ésseos bioceramicos

[5].

e Fosfato tricalcio o (a-TCP) é usualmente preparado da fase do B-TCP através

de tratamento térmico acima dos 1125 °C [5]. As fases a e B-TCP tém
exactamente a mesma composicdo quimica mas diferente estrutura
cristalografica e solubilidade [5, 16]. O o-TCP €& biocompativel e mais
biodegradavel e soluvel [16] do que o B-TCP. No entanto € menos estavel do
que o B-TCP [5]. Por essa razdo, o o-TCP € mais reactivo em sistemas
aquosos, tem uma alta energia especifica e este pode ser hidrolisado para se

misturar com outros CaPs [5].

e Hidroxiapatite (HA) é o CaP mais estavel em solugdo aquosa e biocompativel

[16]. A HA pode ser preparada usando métodos humidos, tal como a
precipitacao, hidrotermal, e hidrélises de outros CaPs. A HA pode ainda ser
obtida por reaccdes de estado solido de outros CaPs (por exemplo, MCMP,
DCPA, DCPD, OCP) com CaO, Ca(OH), ou CaCO,, acima de 1200 °C, numa
atmosfera de com partes iguais de agua e nitrogénio [5]. HA pura nao se

encontra nos sistemas biolégicos, mas no entanto, devido a sua similaridade
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quimica com o mineral ésseo e dental, a HA é muito usada como revestimento
de proteses ortopédicas e dentarias. Mais ainda, os cimentos de fosfato de

célcio com HA também tém sido desenvolvidos [5].

e Fosfato tetracalcio (TTCP) é o CaP mais basico e também o CaP mais soluvel

abaixo de pH de 5 [16]. Este pode ser obtido através de reacgdes de estado
sélido a altas temperaturas (tipicamente a 1300 °C), usualmente quantidades
equimolares de fosfato dicalcio (DCP) e CaCO; [5, 16]. TTCP nao é muito
estavel em solugbes aquosas, hidrolisando-se a HA e a Ca(OH), [5]. O TTCP é
biocompativel, mas apesar de ter alta solubilidade, é pouco biodegradavél [16].
Na medicina, o TTCP é muito usado na preparacao de varios cimentso de CaP

de self-setting [5].

A propriedade mais importante dos CaPs é provavelmente a sua solubilidade em agua
devido ao facto do comportamento in vivo dos CaPs poder ser previsto pela sua
solubilidade. Assim, de acordo com a solubilidade, os CaPs pode ser classificados por

ordem decrescente de taxa de degradacgao in situ (a pH 7.0) [16]:
MCPM > TTCP ~ a-TCP >DCPD > OCP > 3-TCP > HA (1)

Sendo os CaPs bastante abundantes na crosta terrestre e importantes no
desenvolvimento dos cimentos, o primeiro CPCs surgiu em meados dos anos 80
(1980’s) pelos investigadores Brown e Chow, ao descobrirem um cimento obtido de
uma mistura de pés de CaP e agua que endurece com o tempo a temperatura
ambiente. Esta descoberta abriu novas perspectivas para o uso dos CaPs no

tratamento de defeitos dsseos [16].

Desde entao, muitos cimentos com diferentes composicoes tém sido propostas, mas
dependendo do valor de pH da pasta, todos os CPCs podem ser classificados, de
acordo com o seu produto final da reacgdo de setting, em cimentos de apatite (HA-
CPCs) e cimentos de brushite (DCPD-CPCs) [16, 18], em que este ultimo tem vindo a
ganhar algum interesse nos Uultimos tempos, devido a que os DCPD-CPCs sao
reabsorvidos muito mais rapidamente do que os HA-CPCs, isto porque a brushite € um
composto metaestavel, quando usado em condicoes fisioldgicas [18]. Os cimentos de
apatite sao formados acima de pH 4,2, enquanto os cimentos de brushite sao
preferencialmente formados a pH < 4,2 [3, 19], embora este possa subir um pouco

mais para pH 6,5, devido a razoes cinéticas [19].

Os CPCs sao reabsorviveis, osteoconductivos, nao toxicos e tem composi¢do quimica

muito similar aos do osso [3]. O facto de os CPCs terem um rapido setting time,
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excelente capacidade para ser moldado e injectado [3], torna os CPCs sdo mais
versateis em caracteristicas de manuseamento que os granulos ou blocos de CaP pré-

frabricados.

Como nos cerdmicos tridimensionais de fosfato de calcio, o mesmo modo de
decomposicao é proposto para os CPCs, embora o tipo de células envolvido no
colapso varia de acordo com o tipo de cimento. Os CPCs que sdo reabsorvidos
rapidamente (DCPD-CPCs) sao decompostos por macrofagos e células gigantes, ja os
CPCs que sao reabsorvidos lentamente (HA-CPCs), de meses a anos, sao através da

accao osteoclastica [18].

Existe um grande numero de CPCs disponiveis no mercado, sendo que alguns deles

estdo resumidos na tabela 3.
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Tabela 3 Lista de algumas formulagbes de cimentos de fosfato de calcio disponiveis no merca-
do [15-16].

o Produto .
Empresa Produto Composicao final Reabsorvido
ina
P6: ACP (50%), DCPD (50%) Apatite
ETEX a-BSM® Sim
Solugao: H,O (HA)
P6: TTCP (73%), DCP (27%) )
. _ . Apatite .
BoneSource Solugao: H,O, mistura de Na,HPO, e (HA) Sim
N82H2P04
Stryker
P6: DCPD, TTCP, Citrato de Tri-sédio )
™ ~ Apatite .
HydroSet Solugéo: H,O, Na,HPOy,, (HA) d.i.
polivinilpirolidone
P6: a-TCP (61%), DCP (26%), CaCO3  Apatite
Biomet Calcibon® d.i.
(10%), HA (3%) (CAP)
Pé: a-TCP (85%), CaCO; (12%),
0 Apatite
Norian SRS® MCMP (3%) P Sim
Solugéo: H,0 e Na,HPO, (CAP)
Synthes P6: B-TCP (73%), MCMP (21%),
o o, o,
CharonOS MgHPO43H,0 (5%), MgSO, (< 1%), - .
0 rushite im
Inject® NazH2P207 (< 1 /o)

Solugéo: H,0, Hialuronato de sédio

Componente 1: B-TCP (1.34 g),
N62H2P207 (0025 g), H20, sais

(Solugao PBS 0.05M pH 7.4)
Vitalos PD VitalOs Brushite d.i.
Componente 2: MCPM (0.78 g),

CaS0, 2H,0 (0.39 g), H,0, HyPO,
(0.05M)

d.i. = dado indisponivel
CAP = carbonato-apatite

As reacgdes quimicas que ocorrem durante o setting dos CPCs dependem muito da
sua composig¢ao quimica. No entanto, as reacgdes setting podem ser classificadas em
dois tipos. No primeiro tipo tem-se reacg¢des de acido-base, em a uma quantidade CaP
acido reage com uma outra quantidade de CaP basico para produzir um composto de

CaP neutro. Um exemplo tipico, € o primeiro cimento de Brown e Chow (equagéao 2),
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onde o TTCP (basico) reage com DCPA (levemente acido) numa suspensio aquosa

para formar um precipitado pouco cristalizado de HA (levemente basico) [3, 16]:
anz (P04)20 + 2C(lHP04 g C(llo (P04)6(0H)2 (2)

Outro exemplo de interacgdes de acido-base, € o cimento de Lemaitre (equagéo 3),
onde B-TCP (quase neutro) reage com o MCMP (acido) para formar o DCPD

(levemente acido) [3, 16]:
ﬂ - Ca3(P04)2 + Ca(H2P04)2 ' H20 + 7H20 - 4CClHP04 ' 2H20 (3)

Na equacéao 3, o MCMP pode ser substituido por acido fosférico e MCPA, enquanto o
B-TCP pode ser trocado pelo a-TCP ou pelo CDHA [3]. Um exemplo por ser visto na

equacéo 4:

O segundo tipo de reacgbes setting pode ser definido como a hidrélise de CaP
metaestaveis em meio aquoso, quando os CaPs inicial e final tiverem o mesmo racio
molar de Ca/P [3, 16]. Exemplos sdo os cimentos formados de a-TCP, B-TCP, ACP,
TTCP, com uma solugao aquosa, onde estes sdo novamente re-cristalizados a CDHA

quando em contacto com a agua [3]. Um exemplo pode ser visto na equacéo 5 [3]:
3(a ou B) — Caz(POy); + H,0 — Cag(HPO,)(PO4)s5(OH) (5)

Ao contrario dos cimentos de PMMA, os CPCs ndo endurecem através de reacgoes de
polimerizacio e assim uma pequena quantidade de calor ¢ libertada durante a reacgao
setting [16]. O processo de hidratacdo dos CPCs é uma reacgao exotérmica lenta (o
que é bastante vantajoso para aplicagbes médicas) e durante o qual o cimento n&o
encolhe [3], isto é, o volume do cimento permanece quase constante durante a

reacgao setting [16].
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2.2.1.1 TIPOS PRINCIPAIS DE CIMENTOS DE FOSFATO DE CALCIO

2.2.1.1.1 CIMENTOS DE APATITE

Tipicamente, as formulagdes dos cimentos de apatite tém um precipitado pouco
cristalino de HA e/ou CDHA como produto final da reacgao setting [3, 16] (ver
equagdes 2 e 5). Algumas formulagdes comerciais de cimentos de apatite estéo

apresentadas na tabela 3.

Devido a presenca inicial de carbonatos, alguns cimentos de apatite como por
exemplo o Norian SRS®, formam carbonato-apatite como produto final (tabela 3).
Tanto o CDHA como a carbonato-apatite sdo formados em ambientes aquosos, tém
baixa cristalinidade e mostram-se muito semelhantes a apatite bioldgica dos ossos e
dos dentes. Pensa-se que estas propriedades sejam as responsaveis pelas excelentes

caracteristicas de absorgéo in vivo [3].

Todos os cimentos de apatite tém um setting time intrinseco longo, o que pode levar a
algumas complicacbes. Para contornar esta situagdo, a tendéncia é de reduzir
quantidade de liquido ao minimo. Portanto, todos os cimentos de apatite sdo viscosos
e faceis de se moldar, mas tendem a ser dificeis de se injectar [3, 16]. O setting time
pode ainda ser reduzido usando aditivos na por¢ao liquida, tais como, acido fosforico,
MCMP, ides fosfato (por exemplo, Na,HPO, ou Na,H,POQO,) e particulas de HA [3, 16].
Estes aditivos promovem a dissolugcédo dos solidos ao baixar o pH da solucido. Nestes

casos, a gama de setting time que se pode obter é de 10 — 15 min [3].

As propriedades mecanicas dos cimentos de apatite podem variar muito consoante a
sua composicdo. A razao entre a quantidade de p6 do cimento e a quantidade de
liquido de mistura determina essas propriedades. Quando este racio (pd/liquido) é alto,
a porosidade do CPC é baixa. Sendo que as propriedades mecanicas diminuem
exponencialmente com o aumento da porosidade [16]. As empresas que produzem 0s
CPCs nunca documentam as propriedades mecanicas, e assim torna dificil comparar

os diferentes CPCs de apatite.

A biocompatibilidade dos cimentos de apatite € normalmente excelente. Por vezes
algumas reaccgdes inflamatérias podem aparentemente ocorrer quando o CPC nao

endurece (set) [16].

A biodegradabilidade destes cimentos € superior quando comparados com a HA, mas
ainda assim um pouco lenta. A porosidade é entao, de facto, um factor importante para
na biodegradabilidade dos CPCs [16].
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2.2.1.1.2 CIMENTOS DE BRUSHITE

Os cimentos de brushite foram introduzidos em 1987 por Mirtchi e Lemaitre, onde o
DCPD é o principal produto final da reacgéo setting (equagao 3). Outras formulagbes
tém sido propostas, tal como, B-TCP conjugado com H;PO, e TTCP conjugado com
MCMP mais o CaO. E importante notar que a formulacdo de B-TCP + Hs;PO, tem
algumas vantagens em relagdo a formulagdo B-TCP + MCMP, tais como: (i)
preparagdo rapida e facil, (i) melhor controlo da composi¢do quimica e da
reactividade, e (iii) melhora as propriedades fisico-quimicas — maior setting time e
maior forga de tensdo devido a maior homogeneidade. No entanto, o uso do H3;PO,
pode levar a uma diminuicdo da biocompatibilidade da formulagdo do cimento, devido

aos valores baixos de pH durante o setting [3, 16].

Todos os cimentos de brushite sdo obtidos através de reaccdes de acido base, isto &,
séo acidos durante o setting, uma vez que o DCPD apenas consegue precipitar em
solugdes com pH < 6. Por exemplo, durante o setting do cimento de B-TCP + MCMP, o

pH do cimento varia de acido, pH ~ 2.5, para quase neutro, pH ~ 6 [3].

O setting time dos cimentos de brushite depende muito da solubilidade da fase basica:
quanto maior for a solubilidade da fase basica, mais rapido sera o setting time.
Portanto, o setting time dos CPCs produzidos como MCMP + os basicos fosfatos de
calcio aumenta na seguinte ordem: HA > 3-TCP > a-TCP. Por exemplo, a mistura de
HA + MCMP tem setting time de alguns minutos. A mistura de B-TCP + MCMP tem
setting time de 30 a 60 segundos. A mistura de a-TCP + MCMP tem setting time de
poucos segundos [3, 16]. Apesar da grande reactividade inicial, a reacgdo de

endurecimento dos cimentos de brushite tem duragdo um dia [3].

Aditivos que inibem o crescimento dos cristais do DCPD tém sido utilizados com muito
sucesso para aumentar o setting time das misturas de B-TCP + MCMP. Ao contrario
dos cimentos de apatite, os cimentos de brushite podem ser inicialmente bastante

liquidos e mesmo assim endurecer dentro de um pequeno periodo de tempo [3].

Os cimentos de brushite sdo um pouco fracos quando comparados com os cimentos
de apatite. De acordo com dados publicados na literatura os cimentos de brushite
apresentam resisténcia a compressiao compreendidas entre 1 — 24 MPa [16, 19]. In
vivo, a diferenga entre cimentos de apatite e brushite aumenta: as propriedades
mecanicas dos cimentos de apatite aumentam, enquanto as do cimento de brushite

diminuem. Este fendmeno é devido a alta solubilidade do DCPD quando comparado
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com a HA e/ou CDHA. Apés algumas semanas da implantacdo, as propriedades

mecanicas dos cimentos de brushite aumentam devido ao crescimento ésseo [16].

Apesar de tudo, os cimentos de brushite tém ganho interesse devido ao facto de estes
serem muito mais reabsorvidos in vivo do que os cimentos de apatite. Embora os
cimentos de apatite mostrem ter uma resisténcia mecanica maior, estes tém uma taxa
de reabsorcéo in vivo lenta, que pode interferir com o processo de regeneragao o0ssea.
Mais ainda, a brushite € metaestavel em condigbes fisiolégicas e os cimentos a base

de brushite possuem uma reacgao de setting rapido [3].

Porém, o pequeno setting time, a baixa resisténcia mecéanica, e a limitada
injectabilidade impedem os cimentos de brushite de terem uma vasta aplicacao clinica.
Assim, o uso de citrato de sédio ou do acido citrico como retardantes do setting € uma
das opgdes para conseguir como que os cimentos de brushite possam ser mais
moldaveis e menos viscosos para facilitarem a sua injectabilidade [3]. Efeito
semelhante pode ser obtido através da adicdo de sulfato de condroitina e acido

glicdlico [3].

Os cimentos de brushite sdo bastante biocompativeis e bioreabsorviveis [18]. No
entanto, reacgdes inflamatérias tém sido descritas nas primeiras semanas, quando
uma grande quantidade de cimento de brushite é usado [3, 16]. Esta inflamagéo pode
ser devida a transformacao parcial do DCPD a HA e/ou CDHA com libertagao de acido
fosforico [3, 16]. Esta transformacdo de DCPD a HA e/ou CDHA pode ser retardada

através da adicao de ides magnésio ao cimento [3].

Portanto, os cimentos de brushite ndo sé podem ser reabsorvidos pela actividade
osteoclastica, como nos cimentos de apatite, mas também por dissolugdes simples.
Assim, resulta que os cimentos de brushite se degradem mais rapidamente que os
cimentos de apatite. A taxa de degradacéo linear dos cimentos de brushite é de 0.25
mm/semana como ja foi descrita anteriormente na literatura [3, 16]. Esta taxa de
degradacao rapida pode levar a formagao de osso imaturo. A adicdo de granulos de (3-
TCP ao cimento pode resolver este problema porque o B-TCP ira actuar como ancoras

e encorajar a formacao de osso maduro [3].
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2.2.2 CIMENTOS DE SULFATO DE CALCIO

O sulfato de calcio tem uma longa histéria clinica como substituto ésseo em varios
locais do esqueleto. A sua utilizacdo foi inicialmente proposto por Dreesmann em 1892

e aperfeicoado por Peltier em 1961 [8].

O sulfato de calcio existe naturalmente na forma dihidratada (CaSO,2H,0; CSD). A
desidratacdo do CSD ¢é feita através do calor (eq. 6), produzindo a forma
hemihidratada (CaSO4,1/2H,0O; CSH), que sofre um processo de endurecimento

quando misturado com agua [1, 8].
CaS04 - 2H,0 + Calor — €aS04-3Hy0 + 5 H,0 (6)

CaS043H,0 + SH,0 — €aS0, - 2H,0 + Calor (7)

A hidratacdo do CSH a dihidratado (eq.7) comega com a dissolugdo do hemidratado,
que forma uma solugdo supersaturada com Ca* e SO,%. O nucleo dihidratado inicia
um processo de precipitagdo na solugdo, onde ocorre crescimento de cristais e
consequentemente a recristalizacdo continua do material. O produto final consiste

numa rede compacta de cristais de CSD [1].

O endurecimento do cimento obtido pela mistura do p6 CSH com o liquido sao
influenciados por muitos factores, tais como, o tamanho das particulas, aditivos e o

razéo liquido/pé [1]:

o Pequenas particulas fornecem um rapido setting devido a uma maior area de
superficie especifica em contacto com a agua, levando a uma rapida
dissolugao do po;

o Os aditivos podem ser usados tanto como aceleradores ou retardadores da
reaccao de setting. Os aceleradores actuam através do aumento da
solubilidade ou na formagao do nucleo, enquanto os retardadores reduzem a
velocidade da dissolugdo ou do crescimento dos cristais dihidratados;

e O racio liquido/solido é importante tanto para o setting como para a resisténcia
mecanica do produto final. O excesso de liquido ndo influencia o processo de
hidratagcdo, mas leva a um menor crescimento dos cristais. Estes cristais tém
de crescer o suficiente para se integrarem, o que aumenta o setting time. Maior
quantidade de agua leva também ao enfraquecimento do cimento, isto é,
obtém-se um cimento mais fraco devido ao excesso de agua que cria poros na

estrutura dos cristais.
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Dependendo do volume e da localizacdo, os cimentos de sulfato de calcio séo
reabsorvidos in vivo principalmente por dissolugdo, o que geralmente ocorre ao longo

de um periodo de 2 meses [8].

Tabela 4 Lista de algumas formulagdes de cimentos de sulfato de célcio disponiveis no

mercado [8].
Empresa Produto Composicao Produto final Reabsorvido
P6: CaSO, 2H,0
Biomet BonePlast™ CSD Sim
Liquido: d.i.
Wright
Po: CaSO41/szO
Medical MIIG® X3 CSD Sim
Liquido: agua
Technology

d.i. = dado indisponivel

Um cimento comercial muito utilizado é o MIIG® X3 (tabela 5). Este cimento tem por
base o sulfato de célcio hemihidratado, e quando misturado com agua forma uma

pasta dura apos aproximadamente de 5 min [8].

O sulfato de calcio é facil de misturar e origina uma pasta injectavel que, quando
aplicada, endurece. As grandes vantagens do uso do sulfato de calcio sdo a sua
grande biocompatibilidade e a taxa de dissolugdo que o tornam um bom candidato
para libertagdo de farmacos. Ja as desvantagens sao o facto de ter uma rapida
reabsorcdo e uma baixa resisténcia mecanica, que o tornam o seu uso bastante

restrito [1].

2.2.3 PROPRIEDADES DOS CIMENTOS DE FOSFATO DE CALCIO E

DE SULFATO DE CALCIO

O desenvolvimento de cimentos 0sseos que endurecem in situ implicam a sua
caracterizacdo quimica e fisica, para assim saber as suas propriedades. Neste
sentido, do ponto de vista clinico, as propriedades desejadas e mais relevantes dos
cimentos a base de fosfato de célcio e a base de sulfato de calcio sdo pequenos

tempos de setting time, facil injectabilidade, propriedades mecénicas que sejam
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comparaveis as do osso trabecular e uma taxa de reabsor¢do que nao pode ser nem

muito rapida nem muito lenta.

2.2.3.1 SETTING TIME

O setting dos cimentos 6sseos € um processo continuo que envolve trés partes,
inicialmente ocorre a dissolugdo dos reagentes, seguida da nucleacdo de novos
cristais e por ultimo o crescimento dos cristais. Apds destes processos, existe um
encruzilhamento de cristais novos e o0 cimento perde as suas propriedades
viscoelasticas e transforma-se num corpo soélido [20]. Geralmente, o cimento deve
endurecer lentamente para o cirurgidao tenha tempo suficiente para realizar a
colocagdao do mesmo no local pretendido facilmente (cimento moldado e colocado
manualmente ou simplesmente injectado) e também deve endurecer rapidamente para
prevenir atrasos na cirurgia, permitindo ao cirurgiao fechar o defeito imediatamente
apos a colocagdo do cimento (figura 4). Idealmente, as propriedades mecanicas

devem ser obtidas dentro de minutos depois do setting inicial [3].

O processo de endurecimento dos CPCs bem como dos CSCs podem ser
determinados através de dois métodos tradicionais padronizados: método da agulha
Vicat (ASTM C191-92) e método das agulhas Gilmore (ASTM C266-89) [1, 3].
Basicamente, ambos os métodos consistem na inspeccéo visual das superficies dos
cimentos, quando a amostra a testar é pressionada com agulhas, e estas ndo deixam
qualquer marca na superficie dos cimentos. Enquanto o método de Vicat apenas usa
uma agulha para determinar o setting time final (FST), ja o método de Gilmore usa
duas agulhas diferentes para medir o setting time inicial (IST) e FST dos cimentos
(figura 3) [3].

Figura 3 Equipamento tipo das agulhas de Gilmore para medir o setting time [1].
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O IST é medido com uma agulha leve e grossa — 113 £ 0.5 g, didmetro do bico de 2.12
+ 0.05 mm e fornecendo uma pressao estatica de 0.3 MPa, enquanto o FST é medido
com uma agulha pesada e fina — 453.6 + 0.5 g, diametro do bico de 1.06 + 0.05 mm [1,
12]. O significado pratico do IST é que este define o tempo a partir do qual o material
nao deve ser manipulado para evitar graves danos na estrutura do cimento, ou seja,
para evitar que estruturas sdlidas, que se formam durante o setting, sejam destruidas
[1, 3, 12, 14]. Ja o significado pratico do FST define o tempo quando o material se
encontra duro, mas a maxima forga para alguns materiais pode ainda nao ter sido
alcangada [1, 3, 12, 14]. Ambos os setting times sdo expressos em minutos, medidos

deste o tempo que o liquido atinge o pd, no inicio da mistura.

Mais ainda, o processo setting pode ser monitorizado em tempo real através de
métodos nao destrutivos (e mais recentes), como por exemplo, técnicas de ultra-som
pulso-eco, calorimetria isotermal, espectroscopia de impedancia AC. Os métodos de
espectroscopia de infravermelho transformada de Fourier e difraccdo de raios x
também podem ser aplicados, mas embora estas duas técnicas se mostrem com
grande potencial, estas apresentam algumas limitagdes, como seja o tempo requerido

para cada medicao [3].

Tendo em conta a aplicacao clinica, o cimento deve ser colocados antes do IST e a

gama desejada de setting times (em minutos) deveria ser [3, 14]:

3<IST<8 (8)
FST <15 (9)
IST—CT » 1 (10)

O requisito (10) significa que o tempo de coesdo (CT — que é o tempo a partir do qual
nao ocorrera mais a desintegracdo quando em contacto com algum fluido) deve ser
pelo menos 1 minuto antes do IST, isto é, em termos clinicos o cirurgido tem pelo
menos 1 minuto para aplicar e moldar o material [3, 14]. Como a mistura no copo é
aproximadamente 1 minuto, o tempo de coes&do mais baixo que pode ser permitido é
aproximadamente 2 minutos. Assim, o cirurgidao tem pelo menos 1 minuto para
recolher a pasta do copo e coloca-la com o auxilio da espatula no local da ferida ou
coloca-la numa seringa para ser transferida para o local da ferida depois do CT e

antes do IST [3, 14], como se pode ver melhor pelo diagrama da figura 4.
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Figura 4 Diagrama dos tempos do setting tendo em conta aplicagéo clinica [3].

No entanto, ainda ndo ha um consenso de qual o valor ideal para o IST e para o FST.
De acordo com Khairoun et al. sugere que para aplicagdes dentarias, o IST deve estar
préximo dos 3 minutos, enquanto para aplicacdes ortopédicas deve estar perto de 8
minutos [14]. Ja para o FST diz que n&o deve ser mais do que 15 minutos seja para
qualquer caso que for. Por outro lado, Driessens et al. [12] diz que as formulagdes sao
s6 adequadas para cirurgia ou dentaria quando o IST > 5 minutos. Ja Huan et al. diz
que o cimento deve ser aplicado antes do IST e deve ser possivel de ser injectado
[21].

O setting time € um parametro muito importante e como tal deve ser bem controlado.
Varios factores que podem alterar o setting time estdo descritos na literatura, tais

como [15]:

e Alteragdo do tamanho do pé (pequeno tamanho implica um setting time curto);

e Alteragdo da quantidade de liquido na mistura (pequenas quantidades tem-se
setting times curtos);

e Através da adicdo rapida de ides de calcio e/ou ides de fosfato, também
chamados de aceleradores da reacgéo (por um lado pré-dissolvidos na parte
liquida da mistura ou com um sal soluvel livre, em que uma grande

concentragao de sal leva a uma redugao do setting time);
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e Através da adicao de inibidores de crescimento dos cristais (quanto maior a

quantidade de inibidor, maior sera o setting time).

2.2.3.2 INJECTABILIDADE

A injectabilidade dos cimentos é bastante importante em situag¢des clinicas. No caso
de defeitos/ferimentos com acessibilidade limitada ou em cavidades estreitas existe
necessidade de colocagéo da pasta de forma precisa conforme a area afectada (como
por exemplo na reparagdo do osso peridontal). Outras situacdbes em que a
injectabilidade é importante sdo quando se usam técnicas cirurgicas minimamente

invasivas, com por exemplo a quifoplastia/vertebroplastia (figura 5) [7, 22-23].
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Nao existe nenhum procedimento internacional padrdo para avaliar a propriedade da
injectabilidade, mas existe na literatura métodos de teste que foram implementados
noutros cimentos [13, 21, 23-24].

Portanto, a injectabilidade é descrita como a percentagem de peso da pasta que pode
ser expelida de uma seringa padrao, através de um pequeno orificio de uma longa
agulha (habitualmente de diametro de 2 mm e 10 cm de comprimento), pressionando o
émbolo manualmente ou aplicando uma forga externa equivalente (aproximadamente
100 N) (figura 6) [3, 13, 21].
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Seringa ——

Figura 6 Seringa tipo usada para testar a injectabilidade dos

H CPCs [25].
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Assim, o peso da pasta expelida da seringa é usado para o calculo da injectabilidade,

usando a equagao [21]:

Peso da pasta explida da seringa
P P & x 100

Inj% = (11)

Peso total de pasta antes de ser injectada

Bohner e Baround [25]descreveram que as pastas dos cimentos mostram uma
separagdo da fase liquida (também chamada de efeito de filter-pressing [15])
provocado pela pressado aplicada a pasta apds aplicagcao uma certa quantidade de
pressado de injeccao ou depois de certo tempo de injec¢do: o liquido sai da seringa
sem as particulas [17, 25]. Este fendmeno é caracterizado pelo grande racio liquido/p6

da pasta expelida quando comparada com a pasta inicialmente [17].

Devido ao processo de endurecimento, as propriedades reoldgicas dos cimentos sao
transitérias e em constante alteragdao [25]. O dilema passa um pouco quando as
pastas que possuem setting times reduzidos de poderem comegar o endurecimento na
seringa, e portanto aumentar a dureza da pasta e reduzindo a injectabilidade. Ja
longos tempos de setting podem causar problemas relacionados com a inabilidade do
cimento para suportar forgas/tensdes dentro deste periodo de tempo [23]. De facto,
algumas repostas inflamatérias que ocorreram in vivo foram obtidas quando ocorreram

fracassos no setting e os cimentos desintegraram [23].
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Habitualmente, a injectabilidade dos cimentos varia inversamente com a sua
viscosidade, o racio entre po6 e liquido, bem como o tempo decorrido depois da mistura

do p6 com o liquido [3].

Existem diferentes maneiras de melhorar a injectabilidade e a coesdo dos cimentos.
Entre eles temos a utilizagdo de outros dispositivos de injeccédo, por exemplo, canula
pequenas e grossas favorecem a injectabilidade, aumento do racio de liquido/sdlido,
utilizacao de particulas com um tamanho reduzido e com forma esférica, utilizagdo de
aditivos na mistura liquida (tal como, adicdo de ibes citrato que actuam como
retardantes do setting) e adigao de polimeros para aumentar a viscosidade e prevenir

o filter-pressing [23-24].

2.2.3.3 COMPORTAMENTO MECANICO

O comportamento mecéanico do cimento € um parametro também importante, uma vez
que na maioria das aplicagdes clinicas dos cimentos, estes sao aplicados em contacto
directo com o osso trabecular humano, sendo assim de esperar que a resisténcia
mecanica requerida para os cimentos deva ser pelo menos tao forte como a do osso
trabecular [3, 14]. A resisténcia a compressdo do osso trabecular varia com a sua
densidade, mas alguns autores descrevem valores entre 5 — 10MPa [2-3] e outros

autores reportam valores de aproximadamente 30 MPa [14].

Nao existe uma norma padrao para testar o comportamento mecénico de cimentos a
base de fosfato de calcio, sendo muitas vezes utilizado o método aplicado aos

cimentos ésseos acrilicos [1].

Infelizmente, os CPCs sao fortes o suficiente apenas a compressao. Na pratica, depois
do setting, a forca dos cimento é baixa quando comparada com os osso, dentes ou até
mesmo o0s bioceramicos de fosfato de calcio [3]. Assim, o produto obtido apds o
endurecimento de todos os CPCs sdo frageis, pois tém uma baixa resisténcia de
impacto, enquanto a resisténcia a compressao varia entre 10 — 100 MPa [3]. A
propriedade mecanica fraca reduz a aplicabilidade clinica dos CPCs, bem como dos
CSCs, que apresenta uma resisténcia a compressao ainda mais reduzida que os
CPCs.

Existem alguns factores que podem induzir alteragbes na resisténcia mecanica
medida, factores associados a preparacdo da amostra e também no processo de

medicdo. Variando a cristalinidade [15] ou o tamanho das particulas dos materiais
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usados na fase sélida pode-se alterar a resisténcia a compressao. O racio
liquido/sdlido, a pressao aplicada durante a preparacdo das amostras, as condicdes
de armazenamento da amostra, podem produzir um grande efeito nos valores medidos
da forga [26]. Por exemplo, se for diminuida a quantidade de liquido na mistura, leva a
uma diminuicdo da porosidade do cimento [15]. Como é sabido as propriedades
mecanicas dos cimentos ceramicos diminuem exponencialmente com o aumento da
porosidade [7, 15], uma vez que a presenca de poros na estrutura do cimento é

responsavel pela nucleagéo e propagacgao da fractura [27].

Mas por outro lado, a falta de poros diminui a absortividade do cimento, devido ao
facto de o crescimento de novo osso ser inibido pela auséncia de poros, o tecido
0sseo apenas pode crescer a medida que o cimento se degrada. Assim, a porosidade

apresenta-se como um factor importante na degradabilidade do cimento [3].

A grande desvantagem dos cimentos ceramicos é de estes terem uma resisténcia
mecanica relativamente baixa, limitando o seu uso apenas para aplicacbes
ortopédicas onde ndo haja grandes tensdes/for¢gas. Mas na literatura estdo descritos
trabalhos onde foram desenvolvidos CPCs que resistem a elevadas forcas mecanicas.
Dois agentes reforcantes, o biopolimero de quitosano e redes absorventes foram

usados juntamente para fortalecer o CPC [27].

Para aumentar as propriedades mecénicas dos CPCs tem-se procedido a
incorporacao de varios tipos de fibras biocompativeis/biodegradaveis [15] e redes tem
sido reportada na literatura [7] Xu et al. descreveu que tanto a incorporagao de redes

de Vicryl, bem como de quitosano no CPC aumentam a sua resisténcia mecanica [7].

Os CPCs dopados com particulas de SiO, e TiO, mostram um aumento significativo
da resisténcia a compressado (~ 80 — 100 MPa). Mais ainda, os CPCs podem ser
reforcados com sucesso através da adicdo de silicatos de calcio, co-polimeros de

polipeptidos e colagénio [3].

2.2.3.4 BIOCOMPATIBILIDADE E BIODEGRADABILIDADE

A biocompatibilidade, a osteoconductividade e a biodegradabilidade s&o
caracteristicas muito importantes de todos os cimentos 6sseos, que os tornam

candidatos atractivos para substitutos 6sseos.
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A biocompatibilidade expressa a habilidade do material de ndo causar dano, reac¢des
toxicas ou imunologicas aos tecidos vivos. A biocompatibilidade e a habilidade do
material criar ligagdo ao osso podem ser avaliadas atraves de teste in vitro e in vivo.
Diferentes estudos foram publicados sobre a bioreabsorgéo do cimento e do progresso
da formagao 6ssea ao redor do cimento de fosfato de calcio, em que apresentaram

propriedades osteoconductoras’ e osteoinductoras? [3].

As propriedades de reabsorcao dos bioceramicos estao geralmente relacionadas com
as solubilidades dos seus constituintes. Assim, os fosfatos de calcio podem ser
reabsorvidos por dois mecanismos possiveis: reabsorcdo activa, mediada pela
actividade celular dos macrofagos, osteoclastos e a reabsorgéo passiva que ocorre
através da dissolugéo quimica ou hidrolise quimica (cimentos de brushite apenas) nos
fluidos do organismo [3]. Sendo, os macréfagos e as células gigantes que decompdem
os CPCs que sao rapidamente reabsorvidos (nomeadamente os cimentos de brushite).
Ja os cimentos de apatite, que sao reabsorvidos lentamente (de meses a anos), séo
decompostos por células osteoclastica. Assim, os cimentos de brushite sdo muito mais
bioreabsorviveis do que os cimentos de apatite, pois os cimentos de brushite
decompdem-se através dos dois processo, tanto o passivo como o activo [3]. Ja os
sulfatos de calcio sdao reabsorvidos muito rapidamente devido ao facto da sua

reabsorgao ocorrer através de dissolugao quimica ou hidrélise quimica.

Para concluir esta parte, os cimentos 6sseos fornecem as propriedades bioldgicas
desejadas e entdo s&o substituidos por novo osso. A taxa de crescimento do novo
osso formado depende de muitos factores, sendo que a composicdo do tipo de

cimento (apatite, brushite ou sulfato de célcio) é dos factores mais importante.

' Materiais Osteoconductivos podem apenas guiar a formagéo dssea na sua superficie

quando implantados em ambiente 6sseo.

2 Materiais Osteoinductivos tém a habilidade de induzir a formagdo éssea quando

implantados em tecidos nao 6sseos.
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2.2.4 FACTORES QUE INFLUENCIAM AS PROPRIEDADES DOS
CIMENTOS CERAMICOS

As propriedades dos cimentos 6sseos sao influenciadas por uma vasta gama de
factores, tais como, o racio de liquido/sélido, 0 método de mistura usado para misturar

0 p6 com o liquido dos cimentos, bem como a presenca de aditivos.

2.2.4.1 RACIO LIQUIDO/SOLIDO

As propriedades dos cimentos sao influenciadas pelo racio liquido/sélido, pois quanto
maior for a quantidade de liquido na mistura, maior sera também o IST e o FST, e

menor serdo as propriedades mecanicas (pois existe um aumento da porosidade) [15].

Ja a injectabilidade aumenta bastante quando se aumenta o racio liquido/solido,

portanto com a diminui¢ao da viscosidade [13].

2.2.4.2 PROCESSO DE MISTURA

O processo de mistura € um factor que afecta as propriedades dos cimentos, pois,
antes de o cirurgido colocar o cimento 6sseo, este precisa de misturar a parte sélida
com a liquida correctamente, no tempo prescrito e num ambiente esterilizado.
Portanto, o processo de mistura € muito importante e tem de ser tomada em
consideragao. Idealmente, este processo deveria ser feito sem que bolhas de ar

penetrem no cimento.

Os métodos de mistura dos cimentos podem ser categorizados como mistura manual,

centrifugacdo, mistura a vacuo, e mistura combinada com parte mecéanica [6].

Na mistura manual ou feita @ mdo o componente em pé é adicionado ao liquido (em
que este pode ser ou nao arrefecido a temperaturas habituais entre -15 e 6 °C) numa
taca polimérica (usualmente polipropileno). Depois estes componentes sdo mexidos
com uma espatula de polipropileno a 1 a 2 Hz num periodo de tempo entre 45 a 120 s.

Para ser injectado, a pasta deve ser transferida para dentro de uma seringa [6].

No método da mistura através da centrifugagcdo, a massa misturada manualmente é
imediatamente colocada dentro de uma seringa em que de seguida é colocada numa

centrifuga a uma velocidade entre 2300 e 4000 rpm num periodo de 30 a 180 s [6].
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A mistura mecéanica é uma abordagem moderna, pois esta permite a mistura da pasta

dentro de 60 — 80 s e permite a colocagao da pasta rapidamente dentro da seringa [3].

Mais ainda, o p6 e a solugdo podem ser colocados dentro da seringa e misturados
dentro da mesma até produzir um cimento consistente com desejada viscosidade para

ser injectado [3].

2.2.4.3 ADITIVOS QUE SAO ADICIONADOS AOS CIMENTOS

O principal requisito dos aditivos & serem ndo toéxicos, assim como nao inibirem a
reacgao de setting dos cimentos. O uso dos aditivos melhora as propriedades dos

cimentos (setting time, injectabilidade, resisténcia a compressao).

Os aditivos descritos na literatura sao fluidificantes, agentes responsaveis pela criagao
de porosidades, agentes facilitadores do manuseamento, agentes de reforgo,
antibiéticos e controladores do setting time [3, 8]. Mais ainda, radiopacificadores
podem ser também usados para fornecer uma melhor visualizagdo durante a injecgao,

particularmente na vertebroplastia [15].

A funcao principal dos fluidificantes é de reduzir o tempo de mistura do cimento. Um
exemplo, € o acido citrico, que retarda a reac¢do de precipitagao-dissolucdo dos
CPCs, diminuindo a resisténcia a compressao durante o setting inicial do cimento, mas
aumenta a sua resisténcia a compressao na saturacdo [3, 8]. Mais ainda, o acido
citrico actua como estimulador do setting e melhora as propriedades mecanicas do

cimento endurecido [3].

Os agentes porogénicos sélidos sao normalmente usados para induzir
macroporosidade nos CPCs, sem afectar o seu processo normal de endurecimento.
Por exemplo, os cristais de manitol foram testados como agentes porogénicos sélidos,
no entanto, estes apresentam duas desvantagens: perda de facilidade de
manuseamento do cimento durante a mistura do cimento e grave depreciagcdo das

propriedades mecanicas [3].

Os agentes porogénicos que induzem porosidade nos CPCs sao também por

exemplo, peréxido de oxigénio e sulfato de calcio [3].

O CSD é um aditivo que também pode melhorar o setting time, funcionado como
acelerador nos cimentos de sulfato de calcio e como retardador nos cimentos de

brushite. Mirtchi melhorou o setting time dos cimentos de brushite através da mistura

Arsénio César Amoreira Ramalho

33



Universidade da Beira Interior [Flc]
Faculdade das Ciéncias da Saude B

de CSD, CSH e pirofosfato de calcio, de 1 minuto para 10 minutos [12]. Munting e
Ohura descreveram que este cimento é rapidamente absorvido e substituido por um

novo tecido 6sseo [28].

Dois exemplos de agentes facilitadores do manuseamento, que sao adicionados ao pé
do cimento, sdo os polissacarideos e a gelatina. Estes tipos de agentes aumentam
significativamente a injectabilidade, bem como os tempos do setting devido a redugao

da porosidade total [3, 8].

Os agentes de reforco podem ser adicionados para aumentar as propriedades

mecanicas dos CPCs, tem-se 0 exemplo do uso das fibras de nylon [8].

Ja os antibidticos tém um papel importante na redugdo de infecgbes que podem
ocorrer no organismo, mas no entanto a sua presenca pode afectar as propriedades

do cimento [8].

Os controladores do setting time (aceleradores ou retardantes) no caso dos CPCs
podem ser o hidrogeno pirofosfato de sédio (Na,H,P,07), o sulfato de magnésio, ides
citrato, sulfato e pirofosfato. Por exemplo, o aumento da concentragdo da solugéo de
citrato de sédio resulta num aumento do setting inicial. Existe uma extensa lista de
compostos descritos na literatura, que podem adequar com aceleradores, retardantes,
aditivos ou reagentes nas formulagdes dos CPCs [3]. Ja nos cimentos de sulfato de
célcio, os controladores do setting time sao usualmente acidos organicos e seus sais,
bem como solugdes organicas, tal como as proteinas. Mais ainda, a adigcdo de CSD
pode funcionar como acelerador da reacgao de setting time dos cimentos de sulfato de

calcio [1].

2.2.5 VANTAGENS E DESVANTAGENS DOS CIMENTOS

CERAMICOS

Os cimentos a base de fosfato de calcio e de sulfato de calcio representam um grupo
fascinante de materiais recentes na reconstrucdo e reparagdao de osso. Existe um
intenso trabalho de pesquisa para melhorar as suas propriedades, nas quais as
caracteristicas ideais (tabela 5) podem ser alcancadas através da manipulagdo da

composi¢ao quimica, bem como usando varios aditivos, etc.
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Tabela 5 Principais vantagens e desvantagens dos cimentos ceramicos (adaptado de [3]).

Vantagens

Desvantagens

1 — Habilidade de self-setting in vivo.

2 -

implementagdo do cimento através de técnicas

Boa injectabilidade que permite a
cirurgicas minimamente invasivas, que causam
menos danos quando comparado com as

técnicas cirurgicas tradicionais.

3 — Boa osteoconductividade.

4 — Moldavel: a perfeita adequacdo ao local de
implante, o que leva a um bom contacto entre

material e o0sso, mesmo em defeitos com

geometrias complexas.

5 — Excelente biocompatibilidade.

7 — Baixo custo.

8 — Facil de preparagao e manipulagao.
9 — Setting a temperatura corporal.

10 — Forma ligagdes quimicas com O 0SSO

hospedeiro.

11 -

antibidticos, agentes anti-inflamatérios, factores

Podem ser usados para entrega de

de crescimento, etc., permitindo a estimulagao de

certas respostas bioldgicas.

1 — Fragueza mecanica: uso limitado devido ao

colapso do material, acompanhado pela
formacao de tecido liso no lugar da formagéao de
0sso. Até que cimentos com forga de corte
adequada estejam disponiveis, a maioria das
fracturas complexas que possam ser reparadas
com cimento também ira requerer suporte

metalico.

2 — Pode ter que ser removido do local do

defeito se houver excesso de sangue.

3 — Falta de macroporosidade interconectada,
impede o crescimento 6sseo interno e faz com
que o cimento se degrade, camada por camada,

da parte externa para a parte interna apenas.
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A falta de macroporosidade € uma desvantagem substancial de muitas formulagdes de
cimentos de fosfatos de calcio. Como resultado, a biodegradagéo toma lugar camada
por camada na superficie do cimento, da parte mais externa para a parte mais interna.
Para resolver este problema, particulas soluveis podem ser incorporadas no cimento,
tais como, manitol, NaCl e calcita ou fibras reabsorviveis [3]. Depois do cimento ser
colocado, as particulas sédo dissolvidas, deixando poros na matriz do cimento, no

entanto, estes poros nem sempre estéo interligados.

Infelizmente, o material de excerto perfeito ndo existe. Assim, os CPCs bem com os
CSCs nao sao uma excepgao. Estes possuem excelentes propriedades biolégicas de
osteocondugado, adequado setting time, excelente moldabilidade. Mais ainda, os
cimentos ceramicos mostram-se com um enorme potencial em muitas aplicacdes, pois

este pode ser injectado em ossos com osteoporose como reforgo ésseo [3].

2.2.6  APLICACOES CLINICAS DOS CIMENTOS DE FOSFATO DE

CALCIO E SULFATO DE CALCIO

Existe uma grande diferenca entre o interesse dos engenheiros ou dos investigadores
dos cimentos e a necessidade dos clinicos. Enquanto o primeiro grupo esta mais
interessado no melhoramento da performance através da compreensdo da quimica e
da fisica dos cimentos, o segundo grupo (os clinicos) esta mais interessado em saber
se os cimentos realmente “funcionam”, sem levar em consideracdo a composi¢ao dos
cimentos. Neste sentido, um cimento que “funcione” deve ter algumas caracteristicas,
tais como, baixo preco, mistura, distribuicao facil, fiavel, boa visualizacdo durante a
injecgao (por exemplo na vertebroplastia) e permitir uma rapida recolocagao de novo

0sso [15].

Os cimentos ceramicos sao materiais ndo toxicos e reabsorvidos, com excelente
biocompatibilidade, osteoconductivos, o seu endurecimento ocorre através de
reaccOes exotérmicas que ocorrem a baixas temperaturas, mas possuem fracas
propriedades mecanicas limitando a sua aplicagcao clinica. A principal finalidade dos
cimentos ceramicos é preencher pequenos defeitos dsseos ou de aumentar o volume

no 0sso, reduzindo assim a necessidade de enxerto 6sseo [3, 16].

A combinacdo de varias propriedades, tais como, moldabilidade, self-setting,
biocompatibilidade e um grande potencial para ser reposto por o0sso, torna estes

materiais bastante promissores em aplicagdes clinicas. Estes materiais podem ser
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facilmente usados pelas células que remodelam o osso para reconstrucdo da parte

o6ssea danificada.

Os cimentos ceramicos tém sido usados com sucesso no tratamento de fracturas
distais do radio [16]. Em adi¢ao, outras tentativas do uso dos cimentos ceramicos tém
tido sucesso, por exemplo, em fracturas do calcanhar, fracturas da anca, reconstrugao

dos corpos vertebrais osteoporéticos, fracturas da tibia, entre outros [3].

O uso dos cimentos ceramicos em cirurgias craniofacial e maxilofacial tem sido outra
mais valia, pois a habilidade de moldar o material no local € uma grande vantagem do
ponto de vista cosmético. Em adigcéo, excelentes resultados em mais de 100 pacientes

foram descritos quando o cimento ceramico foi usado em defeitos dsseos no cranio

[3].

Mais ainda, os cimentos ceramicos tém sido empregues também em aplicacbes
dentarias. Estes materiais foram experimentados como materiais de preenchimento no

tratamento na raiz do dente e no revestimento da polpa dentaria [3].

Devido as propriedades formidaveis dos cimentos ceramicos (injectabilidade,
biodegradabilidade, setting a temperatura ambiente, grande area de superficie, e pH
quase neutro), tornam os cimentos cerdmicos uns candidatos atractivos para serem
usados como sistemas de entrega nomeadamente de antibiéticos, de drogas contra o
cancro ou anti-inflamatérios. Em principio, as drogas podem ser incorporadas tanto no
liquido como no pd dos cimentos. Esta possibilidade oferece uma solugéo eficiente e
atractiva no tratamento de varias doencgas Osseas, como por exemplo, tumores,

osteoporose, osteomielite, que normalmente requerem longas e dolorosas terapias [3].

Vertebroplastia e quifoplastia sdo dois processos cirurgicos recentemente introduzidos
na medicina para obter sucesso na cura de fracturas vertebrais induzidas pela
osteoporose. Ambos 0s processos envolvem a injecgdo de cimentos que self-setting
dentro do corpo vertebral fracturado — técnica minimamente invasivas e que resulta

numa cura mais rapida [3, 29].
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3.ESTERILIZACAO

Todos os materiais destinados a aplicagbes clinicas (humano ou animal) devem ser
esterilizados para evitar subsequente infeccao que pode levar ao aparecimento de

determinadas patologias ou até mesmo a morte do paciente [30].

“Estéril” é definido como a auséncia de todo e qualquer organismo vivo. Esta incluido
especialmente o mundo dos microrganismos, tal como as bactérias, germes, bolor e
virus. A esterilizacdo nao deve ser confundida com limpeza. Por exemplo, uma
superficie brilhante de um ago inoxidavel pode facilmente ser nao estéril (pode estar
contaminado com inumeros microrganismos invisiveis), enquanto um parafuso

enferrujado sera estéril apos exposi¢cao a um método de esterilizagao apropriado [30].

3.1 METODOS DE ESTERILIZACAO

Devido ao elevado numero de materiais existentes para aplicacbes médicas, houve
uma grande necessidade de se desenvolverem diferentes métodos de esterilizagéo. O
método de esterilizacdo aplicado ndao deve por em causa as caracteristicas finais dos

materiais.

A escolha do método de esterilizagdo envolve duas questdes importantes:
compatibilidade do implante/embalagem e a capacidade para alcangar o desejado
nivel de seguranga de esterilidade (SAL). SAL é a probabilidade de um determinado
implante ficar ndo estérii apés a exposicdo a um determinado processo de

esterilizagdo. O minimo SAL, geralmente aceite para implantes, é de 10 [30].

Quando se escolhe um método de esterilizacdo, é necessaria realizar um estudo de
compatibilidade com o proprio dispositivo médico para garantir a integridade do
conjunto estéril composto pelo produto e a sua embalagem, antes da entrega para

aplicagao cirurgica [30].

Além disso, estudos de validacao da esterilizagdo devem também ser realizados para

documentar o SAL do processo proposto [30].
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3.1.1  AUTOCLAVE OU ESTERILIZACAO POR VAPOR

O primeiro método de esterilizagdo a ser aplicado aos dispositivos médicos foi o
autoclave ou a esterilizag&do por vapor. Este método envolve a exposi¢cdo do implante a
vapor saturado a 121 °C. O uso do vapor a esta temperatura requer uma camara de
esterilizagao pressurizada. O design do implante deve assegurar que todas as
superficies estardo em contacto com o vapor e a embalagem deve permitir que o
vapor penetre livremente. O processo de esterilizagdo por vapor tipico esta
compreendido entre os 15 a 30 minutos, depois de todas as superficies do implante

atingirem a temperatura de pelo menos 121 °C [30].

A esterilizagdo por vapor mata microrganismos através da destruicdo de componentes
estruturais e metabdlicos essenciais a replicagdo dos microrganismos. A desnaturacao
de enzimas essenciais e a disrupgao da estrutura de proteinas e lipidos complexos

s&o os principais eventos letais [30].

Actualmente, a principal utilizagdo deste método em dispositivos médicos ocorre em

hospitais, nomeadamente nos dispositivos metalicos como é o caso dos instrumentais.

As vantagens deste método séo a eficacia, a rapidez, simplicidade do processo e a
auséncia de residuos toxicos. Devido a temperatura relativamente alta do processo € a
pressao, a maioria dos implantes ndo metalicos e materiais embalados ndo podem ser
esterilizado por este método [30]. Esta limitacdo levou ao desenvolvimento e ao uso de

outros métodos de esterilizacdo que sdo apresentados de seguida.

3.1.2 ESTERILIZACAO POR OXIDO DE ETILENO

A esterilizagao por oxido de etileno (EtO) tem sido bastante explorada como um
processo de baixa temperatura e que é compativel com uma vasta gama de implantes

e materiais ja embalados.

Abaixo do ponto de evaporagao de 11 °C, EtO é um liquido limpo e incolor. Este é
téxico pensa-se que actua como carcinogénio no homem, pelo que deve evitar
contacto com a pele, olhos e também a inalagao de vapores. EtO é usado na forma
pura ou misturado com N, CO, ou outros componentes a base de
clorofluorocarboneto (CFC). EtO puro e misturado é inflamavel e potencialmente
explosivo. Devido ao efeito negativo dos componentes CFC sobre a camada de ozono

terrestre, tém sido desenvolvidos compostos alternativos inertes [30].
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No uso comercial, os implantes contidos numa embalagem permeavel a gas sao
colocados dentro de vasos de esterilizagdo. Um ciclo tipico de esterilizagao por EtO
pode ir de 2 horas a 48 horas de duracdo, dependendo do tempo requerido para o
arejamento do implante. O efeito letal do EtO nos microrganismos € devido

essencialmente a alquilagdo dos grupos amina dos acidos nucleicos [30].

EtO é usado para esterilizar uma vasta gama de implantes médicos, incluindo suturas
cirurgicas, lentes intra-oculares, ligamentos, dispositivos de reparacdo de tenddes,
redes absorventes e ndo absorventes, dispositivos usado em neurocirurgia, valvulas

cardiacas e excertos vasculares [30].

Devido ao facto de serem téxicos e potencialmente carcinogénicos, o EtO residual e
os seus derivados (a cloridrina de etileno e o glicol etileno), levantam algumas duvidas
quando utilizados em conjuntos estéreis compostos pelo dispositivo e a embalagem.
Mais ainda, o lancamento de EtO no seio do meio ambiente é uma grande

preocupacéao devido ao seu potencial téxico [30].

As vantagens do EtO sédo a sua eficacia (mesmo a baixas temperaturas), elevada
capacidade de penetragdo e a compatibilidade com uma vasta gama de materiais. A
principal desvantagem centra-se nos residuos de EtO tanto relacionados com o

implante como pelo facto de se proceder a sua libertagao no ambiente [30].

3.1.3 ESTERILIZACAO POR RADIACAO

Este método de esterilizacdo utiliza radiagcéo ionizante, que abrange a radiagdo gama
criada pelo is6topo de cobalto-60 (*°Co) ou uma maquina geradora de electrdes
acelerados [30]. Neste método, se uma dose de radiagao suficiente for empregue a

todas as superficies do implante, este pode tornar-se estéril.

3.1.3.1 ESTERILIZACAO coM °°Co

A exposigdo a raios gama de *°Co é de longe o método mais popular e comum. Os
raios gama tém uma grande capacidade de penetragdo e as doses requeridas para

alcancar a esterilizagao sao facilmente entregues e medidas [30].
Os materiais a serem esterilizados sdo movidos ao redor da fonte de forma livre

atravées de um sistema condutor para assegurar de que a dose desejada é
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uniformemente distribuida. Dispositivos de medi¢cao de radiagdo, os dosimetros, sao
colocados juntamente com o material a ser esterilizado para documentar de que a
dose minima requerida para a esterilizagéo foi entregue e para que a dose maxima
que o material & capaz de suportar ndo seja superada. A dose mais comum e validada

para esterilizada dispositivos médicos é 25 KGy [8, 30].

No que diz respeito aos CPCs a radiacdo gama pode produzir uma diminuigdo da
viscosidade do cimento sendo relacionado com a diminuicdo do seu peso molecular
devido a cortes das cadeias moleculares [8]. Além disso, o aumento da dose de
radiacao pode provocar um aumento do setting time. Na pratica clinica, a esterilizagao
do po é realizada através de radiagdo gama (tipicamente irradiados com 25 KGy).
Sendo ainda pouco claro se esta é a dose 6ptima, no que diz respeito ao impacto nas
propriedades dos cimentos (em particular, nas propriedades mecanicas € no seu

manuseamento [8].

O funcionamento deste tipo de radiagdo tem com base o decaimento radioactivo do
is6topo *°Co (possui 5.3 anos de tempo de meia vida) origina um decaimento B~ (como

se pode ver pela equagéao 12).
0co » ONi+ e +v (12)

Deste decaimento, resulta na formacéo do nuclideo de ®*Ni num estado excitado, na
expulsdo de electrdes (€) e antineutrinos (v'). O nuclideo de ®Ni por sua vez, emitem

instantaneamente duas radiagbes gama (figura 7) [30].

v
#Ni'

(‘!
" n
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\ 'I'f
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Figura 7 Esquema ilustrativo do decaimento do ®Co.

Fonte:
http://nautilus.fis.uc.pt/cec/teses/lucia/qnes/dados/hipertextos/01/Decaimento%20gama_files/image003.jp
g (22/03/2010)
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A radiacdo gama causa ionizacdo de componentes celulares importantes
especialmente de acidos nucleicos, que resulta na morte dos microrganismos. Os
electrdes que foram projectados nao tém energia suficiente e portanto ndo participam

no processo de esterilizagao [30].

A esterilizacdo por radiagdo com ®Co apresenta muitas vantagens e por isso é muito
utilizada em dispositivos médicos, como por exemplo em suturas cirurgicas, implantes
6sseos metalicos, proteses do joelho e da anca, seringas e dispositivos usado em
neurocirurgia. Uma vasta gama de materiais sdo compativeis com este método de
esterilizacdo, incluindo o polietileno, poliésteres, poliestireno, polisulfona e
policarbonatos. Ja o politetrafluoretileno (PTFE) ndo € compativel com este método de

esterilizacdo devido a sua elevada sensividade radioactiva [30].

Desta forma, o método de esterilizagéo por radiagdo gama por *°Co tem sido o método
mais usado para esterilizar, devido a sua simplicidade, rapidez, eficacia e

monitorizacao através de métodos de dosimetria directos [30].

As principais desvantagens sdo o seu elevado custo econdmico associado as
operagbes de esterilizacdo do estabelecimento e a incompatibilidade de alguns
materiais com este método. Outra desvantagem é o continuo decaimento do isétopo
(mesmo quando o irradiador nao esta a funcionar), o que resulta em processos com
tempos longos e na caréncia periddica no caso da necessidade de um isétopo
adicional [30].

3.1.3.2 ESTERILIZAGCAO POR FEIXE DE ELECTROES

Os implantes médicos também podem ser esterilizados através de uma maquina
geradora de electrdes acelerados. Neste método, isotopos radioactivos n&o estdo
envolvidos, devido ao facto de que o feixe de electrbes ser gerado por um acelerador.
O acelerador esta localizado dentro de um compartimento, sendo que, quando o

acelerador esta desligado, nenhuma radiacdo esta presente [30].

Assim sendo, os objectos a ser esterilizados passam sob um feixe de electrdes
durante um intervalo de tempo necessario para acumular a dose desejada
(habitualmente 25 KGy). Como na radiagdo gama, a mortalidade deste processo esta
relacionada com a ionizagdo de componentes celulares, mas em contrapartida os

electrdes acelerados tém consideravelmente menos capacidade de penetracéo,
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tornando este método impréprio para produtos com embalagens espessas e densas
[30].

Este método de esterilizagao tem a mesma gama potencial de aplicagdo e as mesmas
caracteristicas de compatibilidade para uma vasta gama de materiais como no
processo do ®°Co. No entanto, devido & sua distancia de penetragao, a sua utilizagéo é
limitada [30].

3.1.4 OUTROS PROCESSOS DE ESTERILIZACAO

3.1.4.1 METODOS TRADICIONAIS

A esterilizagcao por calor seco é raramente ou mesmo nunca usada em implantes
meédicos devido as temperaturas extremas envolvidas (> 140 °C). Ocasionalmente, os
implantes sao esterilizados nos hospitais através da imersdo em solugdo aquosa de
glutaraldeido. Este processo € usado apenas em circunstancia especiais quando o
implante é sensivel ao calor e também quando o tempo de arejamento apds a

esterilizagcao por EtO néo for aceitavel [30].

3.1.4.2 NOVAS TECNOLOGIAS

Novas tecnologias estdo a ser desenvolvidas para que possam ser usadas ha
esterilizacdo de dispositivos médicos. Assim, estdo incluidos o dioxido de cloro
gasoso, o plasma de baixa temperatura, 0 ozono gasoso, o peroxido de hidrogénio na
fase vapor e uma maquina geradora de raios X. Os primeiros quatro métodos estao a
ser examinados como potenciais alternativas para o EtO. A maquina geradora de raios
X tem a vantagem de ser uma fonte nao isotépica onde o poder de penetracéo é

similar ao dos raios gama [30].
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4 METODO DE TAGUCHI

O método de Taguchi € um método muito importante no que diz respeito a optimizagao
de experiéncias, uma vez que permite reduzir o nimero de experiéncias, bem como
reducao de custo e de tempo, e fornece informacgbes Uteis, por exemplo quais os

factores que mais influenciam qualquer tipo de experiéncia [31].

Para um estudo, em que se utilizam quatro factores a trés niveis, selecciona-se uma
matriz ortogonal, Lg, de acordo com a tabela 6, capaz de acomodar os factores e
respectivos niveis seleccionados. A matriz ortogonal Lg possui quarto colunas, tendo
os quatro factores sido atribuidos, na matriz, de uma forma aleatéria. Os niveis
correspondentes de cada factor para cada uma das experiéncias foram os indicados
na tabela 6. Neste caso, o trabalho experimental resume-se a necessidade de realizar
nove experiéncias independentes de acordo com as condigbes definidas na tabela 6.
As experiéncias foram efectuadas de modo aleatério procurando minimizar eventuais
alteracdes das condi¢cdes experimentais ndo controlaveis. As repeticbes e os ensaios

de confirmagao foram, também, efectuados de forma aleatéria.

Tabela 6 Desenho de experiéncias utilizando uma matriz L9 com base no método de Taguchi
[31].

Factores
Experiéncia A B C D
1 1 1 1 1
2 1 2 2 2
3 1 3 3 3
4 2 1 2 3
5 2 2 3 1
6 2 3 1 2
7 3 1 3 2
8 3 2 1 3
9 3 3 2 1

Na fase do desenho, as experiéncias sao tratadas e a resposta do produto/processo
para cada experiéncia € indicada numa tabela. Estas repostas sdo, entdo, convertidas
num indice designado por sinal-ruido (S/N) [31]. Dependendo do nosso objectivo, o

indice de sinal ruido podera ser do tipo [31]:
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¢ “nominal € melhor” pelo que o referido indice é calculado a partir da equagéao
13:

S/N =-10Log,,(MSD) (13)

em que o desvio-médio quadratico, MSD, é expresso pela equacéo 1:
MSD = (¥, =¥, +(¥, =¥, } +..+ (Y, - Y, } )/ N (14)
onde Y, sdo os valores experimentais determinados, Yo 0 valor nominal € N o niumero

total de experiéncias.

¢ “quanto menor melhor” pelo que o indice é calculado a partir da equacao 13 e o

seu desvio-médio quadratico, MSD, € expresso pela equagao 15:

2 2 2
MSD=(v? +¥,> + 7,2 +..)/N (15)

onde Y, sao os valores experimentais determinados, e N o numero total de

experiéncias.

e ‘“quanto maior melhor”’ pelo que o indice é calculado novamente a partir da
equacgao 13 e o seu desvio-médio quadratico, MSD, é expresso pela equagao
16:

1 2 3

MSD{%LﬁLﬁ...]/N 16)

onde Y, sdo os valores experimentais determinados, Y, 0 valor nominal € N o niumero

total de experiéncias.

Depois de se colocarem os resultados experimentais na tabela, os dados séao
analisados de modo a determinar o efeito relativo dos varios factores. Para o efeito,

efectua-se uma analise de variancia (ANOVA) [31].
Os principais passos na construcdo da ANOVA sao [31]:

1.Determinar os valores de S/N, de acordo com a equagdo 13 para cada uma das

nove experiéncias:

2.Determinar o numero de graus de liberdade (f) para cada um dos factores de

controlo em estudo que é dado por n-1, onde n € o numero de niveis;

3.Determinar o valor de S (soma dos quadrados) somando separadamente todos os

quadrados dos valores de S/N de cada factor que se encontram no mesmo nivel,
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dividindo-se pelo numero de niveis e subtraindo o valor de C.F. (factor de correc¢ao).

A titulo de exemplo, para o caso do factor A, o valor de S, é dado pela equagéo 17:

Sﬁz(;ll) +Z(jz) +Z(;43) op

(17)

onde A, refere-se a todas as experiéncias onde o factor A se encontra no nivel 1; A,
refere-se a todas as experiéncias onde o factor A se encontra no nivel 2; A; refere-se a
todas as experiéncias onde o factor A se encontra no nivel 3; sendo o factor de
correcgao (C.F.) determinado pela equacao 18:
2
cr=""
N (18)

onde T é a soma de todas as respostas e N é o numero total de respostas.

4. Determinar a variancia (V) para cada um dos factores, dada pela seguinte equagao:

S factor
y=" (19)
f factor

5.Determinar a contribui¢do (P) de cada um dos factores pela seguinte equacao 20:

Sfacmr
P=— x100
Stotul (20)

Uma vez construida a tabela da ANOVA, aconselha-se a eliminagao do(s) factor(es)
que apresentam menor contribuicdo, ndo se devendo, no entanto, eliminar mais de
metade dos factores em consideragao [31]. Nestas condi¢bes, a construgao de uma

segunda tabela ANOVA consiste em:

1.Passar os valores de S e o numero de graus de liberdade dos factores eliminados,

para um outro factor que é designado por factor erro;
2.Determinar a variancia (V) para cada um dos factores;

3.Determinar o factor S” (soma pura dos quadrados) pela seguinte equagao:
S’: Sfactnr - (Verro X ffactor) (21 )

4.Determinar a contribuigdo (P) de cada um dos factores pela equagao 22:

S’factor
P=——-x100
Stotal (22)
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5.Determinar o factor de Fisher (F), que permite definir o grau de confianga (o) dos

dados disponiveis pela seguinte equacao 23:

F — Vﬁzctor
Verro (2 3 )

Apos se ter determinado a contribuicdo de cada um dos factores, determina-se qual é

a combinacdo Optima de factores (A_n; B ; En; D_,,) que permite optimizar a

caracteristica do produto pretendida, e para tal, somam-se todos os valores de S/N
correspondentes a cada factor que se encontram no mesmo nivel, dividindo-se de
seguida pelo numero de niveis [31]. Ou seja o factor A no nivel 1, utiliza-se equagao

24:
A =Y, +Y, +..+Y)/n (24)

Para cada um dos factores, selecciona-se o0 nivel que apresentar o maior valor de
combinagdo optima dos valores analisados. Para completar a analise, uma vez obtida
a combinagdo 6ptima, calcula-se o valor da resposta 6ptima (), colocando cada um

dos factores nos melhores niveis [31], utilizando a equagéao 25:

—S/N+ (Am - m)+ (Bm - m)+ (Cm - m)+ (D - m) (25)

no'ptimo

Finalmente, calcula-se o intervalo de confianga através das seguintes equagdes:

ClL=\|f,xV,,xN, (26)

Numero de observacoes

e

~ N°de f dos efeitos significativos 27)

onde, f;, é o valor da distribuigdo de F com 1 e y graus de liberdade.
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Exposto todo o tema, o objectivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento e
optimizagao de cimentos 6sseos a base de fosfatos de calcio e sulfato de calcio. Neste
trabalho caracterizou-se os respectivos cimentos, através de diferentes ensaios
(setting time, injectabilidade, resisténcia a compressao, difrac¢ao de raios x (DRX), pH

e citotoxicidade).
Para alcancar este objectivo, o trabalho de investigacao exigiu os seguintes passos:

i. Pesquisa bibliografica sobre o estado actual dos conhecimentos acerca dos
métodos de fabrico dos cimentos dsseos;

ii. Sintese dos cimentos com diferentes constituintes descritos na literatura;

iii. Optimizagao das condi¢cbes de fabrico do cimento dsseo, em particular estudo
da influéncia das caracteristicas das matérias-primas e propriedades
mecanicas dos materiais obtidos;

iv.  Caracterizacdo das estruturas obtidas recorrendo a técnicas de DRX;

v.  Caracterizacao do perfil citotoxico dos cimentos 6sseos através de ensaios in

vitro.
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Il. MATERIAIS E METODOS

1.OPTIMIZACAO DOS CIMENTOS

Através de uma extensa pesquisa sobre o estado da arte dos cimentos ésseos, foram
focados dois tipos de cimentos Osseos: cimentos de fosfato de calcio a base de
brushite e cimentos de sulfato de calcio. Os poés utilizados para desenvolver estes
cimentos foram o Fosfato Tricalcio § - B-TCP (Sigma Aldrich), Fosfato de monocalcio
monohidratado - MCPM (Sigma Aldrich), Sulfato de calcio dihidratado - CSD (Sigma

Aldrich) e o citrato de trisédio (Panreac).

Tanto os cimentos de fosfato de calcio a base de brushite, como os cimentos de
sulfato de calcio apresentam boas propriedades de biocompatibilidade, bem como de
injectabilidade, mas sdo ainda pouco usados no em ambiente clinico. Assim, com o
intuito de melhorar este tipo de cimentos realizaram-se diferentes ensaios com o
intuito de optimizar o seu processo de produgao através do estudo dos factores que

influenciam o seu setting time e a sua injectabilidade.

1.1 OPTIMIZACAO DOS CIMENTOS DE BRUSHITE

Uma das limitagbes dos cimentos de brushite, é o facto de possuirem tempos de cura
muito curtos, sendo necessario recorrer a adicao de aditivos de forma a prolongar o

seu setting time.

No processo de optimizagdo dos cimentos de brushite, estudou-se a influéncia das
variaveis que afectam os cimentos de brushite, tais como, o racio de 3-TCP/ MCMP, a
quantidade/concentragéo de citrato de trisédio na componente liquida, quantidade de
liguido e quantidade de aditivo (sulfato de calcio dihidratado — CSD) a juntar a
componente em po, para a obtengdo de um cimento ésseo com um setting time

inferior a 15 min.
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Com base nesta informacéao foi elaborado um desenho de experiéncias de Taguchi

com base nos 4 factores referidos a 3 niveis com se pode ver pela tabela 7.

Tabela 7 Tabela de factores e respectivos niveis utilizados para realizar as experiéncias com

base no método de Taguchi.

Factores \ Niveis Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

A — Racio B-TCP/MCMP 3:3 3:2,5 3:2

B — Quantidade de CSD 9,09% 16,66% 23,08%

C — Volume de Liquido 1,9m 2,0ml 22 ml

D — Concentragao da
solucdo de citrato de 0.5M 0.8M 1.0M
trisodio.

O método de Taguchi consiste hum método de optimizagdo de experiéncias onde é
possivel estudar a influéncia dos 4 factores e dos 3 niveis na obtengé&o do objectivo
pretendido. Os métodos de Taguchi permitem reduzir drasticamente o numero de
experiéncias necessarias, diminuindo o tempo dispendido ao realizar os ensaios,
assim como permite diminuir os custos associados a realizagdo dos ensaios. Com
base na informagdo obtida, foi possivel avaliar a influéncia dos factores e niveis
seleccionados para a obtencao do objectivo pretendido: produzir cimentos ésseos com

setting times préximos de 15 minutos.

Com base nesta informagéo, a etapa seguinte consistiu na optimizagdo da composigao
do cimento. Para obtermos estes cimentos, misturou-se B-TCP com MCMP em
diferentes racios, nomeadamente 3:1,5; 3:2; 3:2,5; 3:2,6 e 3:3 com agua, com o intuito
de obter os racios apropriados para um cimento com elevada concentracido de
brushite e outro cimento com uma fase principal de brushite e uma fase secundaria de
B-TCP.
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Assim, apos o desenvolvimento dos cimentos com diferentes racios, as composi¢oes

dos cimentos foram caracterizadas por difrac¢ao de raios x.

1.2 OPTIMIZACAO DOS CIMENTOS DE SULFATO DE
CALCIO

Com o objectivo de comparar as propriedades dos cimentos a base de brushite com
as propriedades dos cimentos de sulfato de calcio, optimizou-se dois tipos de cimentos

de sulfato de calcio.

A base dos cimentos de sulfato de calcio é o sulfato de calcio hemihidratado (CSH),
visto que é através da reaccdo de hidratacdo do CSH que se obtém uma pasta
injectavel que endurece in situ, originando um produto final a base de sulfato de calcio
dihidratado (CSD). Deste modo, o sulfato de calcio dihidratado (CSD) foi sujeito a um
tratamento térmico durante 2h, 5h e 8h a 180°C. O produto resultante foi analisado por
difracgao de raios X de modo a comprovar a desidratagdo do CSD formando sulfato de
calcio hemihidratado (CSH).

Apds a confirmacdo de CSH através de uma analise de difraccdo de raios x, foi
necessario recorrer a adicdo de um acelerador a reacgao, pois o endurecimento do
CSH ocorria muito lentamente. Para tal, juntou-se a mistura uma percentagem de CSD
que ira funcionar como acelerador da reacgado de hidratacao do CSH, fazendo com

que a reacgao de endurecimento ocorresse de forma mais rapida.

Com base nas informagdes obtidas, a etapa seguinte consistiu na optimizacdo da
composigao de dois tipos de cimento: um cimento com elevada concentragéo de
sulfato de calcio e outro cimento com uma fase principal de sulfato de calcio e uma

fase secundaria de -TCP.

2.PRODUCAO DOS CIMENTOS

Apobs a seleccao dos racios ideais para a realizagdo da experiéncia — racio 3:2,5 para
ter brushite e racio 3:1,5 para ter brushite com uma percentagem de B-TCP; os

cimentos injectaveis de fosfato de calcio (CPC), de fosfato/sulfato de calcio (CSPC) e
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os de sulfato de calcio (CSC) foram desenvolvidos de acordo com a informagao

contida na tabela 8.

A quantidade de pé em cada cimento foi de 5g, e a de liquido foi de 2 ml (racio de 0,4
ml/g), excepto nos cimentos de sulfato de calcio em que a quantidade de liquido foi de

3 ml, obtendo assim um racio de 0,6 ml/g.

O racio de liquido/sélido de 0,4 ml/g nos cimentos de fosfato de calcio e fosfato/sulfato
de caélcio foi escolhido, uma vez que este racio apresenta um cimento possivel de
injectar e moldar. Ja o racio de 0,6 ml/g dos cimentos de sulfato de calcio foi escolhido
devido ao facto de que o racio de 0,4 ml/g originava uma mistura muito seca, sendo

necessario aumentar a componente liquida do cimento.

Tabela 8 Constituicao dos diferentes cimentos desenvolvidos.

Cimentos Pé Liquido Racio L/S

B -TCP (54,5%) :
Solugao Citrato de

Cimento 1 MCMP (45,5%) - 0,4 ml/g
: trisédio [0,6 M]
Raciode 3:2,5
B -TCP (46,4%)
. MCMP (38,6%) Solucdo Citrato de
Cimento 2 ) o 0,4 ml/g
Raciode 3: 2,5 trisodio [0,6 M]
CSD 15%
B-TCP (66,7%) :
Solugao Citrato de
Cimento 3 MCMP (33,3%) - 0,4 ml/g
: trisodio [0,5 M]
Raciode 3: 1,5
B -TCP (56,7%)
MCMP (28.3%) Solucéo Citrato de tri
Cimento 4 ) ) 0,4 ml/g
Raciode 3:1,5 sodio [0,5 M]
CSD 15%

CSH (90%) )

Cimento 5 Agua 0,6 ml/g
CSD (10%)
CSH (70%)

Cimento 6 CSD (10%) Agua 0,4 ml/g
B -TCP (20%)
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3.CARACTERIZACAO DOS CIMENTOS

3.1 SETTING TIME

O setting time dos cimentos foi avaliado de forma muito semelhante ao método das
agulhas de Gilmore [1]. Este método consiste na inspecgio visual da superficie do
cimento, quando esta suporta uma agulha sem deixar qualquer marca na superficie. O
método Gilmore usa duas agulhas diferentes para medir o setting time inicial (IST) e 0
setting time final (FST) dos cimentos. Apds a mistura do cimento (1 min), este é vertido
para moldes e regista-se minuto a minuto os dois tempos até o cimento nao ser
marcado pelas duas agulhas a temperatura ambiente. Os dois tempos correspondem

ao IST e o FST, respectivamente.

Cada ensaio foi repetido 3 vezes para cada cimento e os resultados foram expressos

em médias com o respectivo desvio padréo.

3.2 INJECTABILIDADE

A injectabilidade dos cimentos foi avaliada através da expulsdo de certas quantidades
de pasta através de uma seringa manualmente. A seringa tem a capacidade de 20 ml,

e com uma abertura de 2,0 mm de didmetro (figura. 8).

Cinco gramas de pasta foram preparadas e vertidas para dentro da seringa (peso total
da pasta antes de ser injectada) e apds 2 minutos, a pasta foi gentilmente expelida da
seringa manualmente até ndo se poder continuar mais. A seguir, o peso da pasta
expelida da seringa foi medido e a injectabilidade foi calculada usando a equacéao 11.
Cada ensaio foi repetido 3 vezes para cada cimento e os resultados foram expressos

em médias com o respectivo desvio padrao.

Peso da pasta explida da seringa

Inj% = X 100 (11)

Peso total de pasta antes de ser injectada
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ﬂ Forga aplicada

Seringa
Figura 8 Representacdo esquematica do
procedimento usado para medir a injectabilidade
Pasta dos cimentos.

cimenticia

Cimento Injectado

3.3 ENSAIO DE RESISTENCIA A COMPRESSAO

Para a realizacao do teste mecanico de resisténcia a compressao, os cimentos foram
preparados e vertidos para um molde cubico (10 x 10 x 10 mm?®). Tentou-se minimizar
as bolhas de ar obtidas durante a mistura através da agitacdo gentil do molde. Apds
este processo, os cimentos ficam em repouso a temperatura ambiente durante 48h.
Passado esse periodo, as amostras foram retirados dos moldes e a forca de
compressao foi medida a uma taxa de 0,5 mm/min usando uma maquina de teste
universal (Zwick — 1435). Trés réplicas foram levadas a cabo para cada cimento e os

resultados foram expressos em médias com o respectivo desvio padrao.

3.4 ESTERILIZACAO POR RAIOS GAMA

Os p6s e os liquidos que compdem os cimentos foram previamente esterilizados de
modo a se poder realizar o ensaio da citotoxicidade de forma asséptica. Esta
esterilizagao foi realizada através de radiagdo gama numa unidade externa de

radiagéo gama por *°Co.

As amostras foram sujeitas a uma dose de radiagdo de 25-40kGy, visto ser a dose
mais comum para este tipo de materiais. De forma a estudar a influéncia da re-

esterilizagao, algumas amostras foram sujeitas a uma dose de radiagéo de 40-80 KGy.
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A esterilizagdo das amostras € uma etapa muito importante, uma vez que os cimentos
a serem desenvolvidos neste trabalho destinam-se a aplicagbes médicas. A influéncia
da dose de radiacdo em diversos materiais € um tema muito interessante, visto que a
aplicagdo do material desenvolvido pode ser posto em causa, caso este ndo se
encontre estéril.

A esterilizagdo por raios gama foi o escolhido por ser o tratamento mais eficaz na
penetragcao do material, factor muito importante na esterilizagdo do recipiente contendo

a componente de pé e liquida do cimento.

Com isto, as amostras foram embaladas com um recipiente para a componente do po,
outro para a componente do liquido, uma espatula e o proprio blister, que ira servir de
copo misturador, como se pode ver pelas Figuras 9A e 9C. Os referidos componentes
foram selados dentro de cada blister e foi colocado um autocolante indicador da
presenga de raios gama, como se pode ver pelas Figuras 9B e 9D. Este indicador de
cor laranja, ao sofrer um processo de radiagao gama, altera-se apresentando uma cor
vermelha. A presenca deste indicador facilita a rapida identificagdo do produto

esterilizado ou nao esterilizado.

Figura 9 Embalamento das amostras antes da esterilizagao.
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3.4.1 CARACTERIZACAO POR DIFRACCAO RAIOS X

A composigédo dos cimentos esterilizados (nas duas gamas de radiagao) preparados
foram caracterizadas por difracgado de raios X (DMAX Ill/C, Rigaku) usando radiagéo
monocromatica Cu K, e a gama de 20 foi desde 10° a 35° com uma velocidade de

varrimento de 10° min™.

As amostras analisadas tinham sido previamente preparadas e moidas.

3.4.2 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE IN VITRO

O ensaio da proliferacédo celular foi realizado através do método directo com células
estaminais isoladas da medula 6ssea de rato de acordo com o método da norma ISO
10993-5, sendo o numero de células viaveis sobre o cimento quantificado pelo teste do
MTT. Este método baseia-se na redugdo do sal amarelo de MTT (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide), através da enzima mitocondrial
succinato desidrogenase (presente nas células vivas), a formazano, havendo a
precipitacdo deste sob a forma de cristais roxos. A intensidade da cor produzida é
portanto directamente proporcional ao numero de células viaveis na cultura. A
absorvanica da cor observada foi medida num leitor de microplacas Biorad Microplate

Reader Benchmark (Tokyo, Japan) a 570 nm.

O crescimento da cultura de células foi realizado em T-flasks com um meio de
Dulbecco’s Modified Eagle Medium — F12 (DMEM-F12), suplementado com soro fetal
bovino (FBS) (10%v/v) inactivado, penicilina G (100 unidades/ml), estreptomicina (100
pg/ml) e anfotericina B (0,25 ug/ml), sendo este mudado de 3 em 3 dias. Quando se
obteve confluéncia, as células foram lavadas com PBS/EDTA a 0,025%, e s6 depois

se adicionou tripsina a 0,18% para ressuspender as células.

As células foram depois semeadas com uma densidade de 4x10* células/amostra
numa placa de 96 pogos com o cimento, onde 0 mesmo foi previamente colocado (o
cimento foi colocado nos pogos apds dois minutos da mistura). As placas foram

colocadas numa incubadora a 37 °C com atmosfera humida e 5 % de CO..

Apds 24 h de cultura, os pogos foram observados ao microscépio 6ptico invertido.
Depois de observados todos os pocgos, foi removido o meio de cultura celular e
adicionados 50 ul de solugao de MTT a cada pogo da placa. Apds 3 horas, o MTT foi

aspirado e em cada poco foi adicionado 50 ul de uma solugéo de Isopropanol/HCI a
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0,04N, com o objectivo de dissolver os cristais de formazano durante uma hora.
Finalmente foi lida a absorvancia num leitor de microplacas Biorad Microplate Reader
Benchmark (Tokyo, Japan) a 570 nm.

Foram ainda realizados dois controlos, um controlo positivo (K+) que é constituido pelo
meio de células e adicionado etanol a 96% sem adicdo do cimento, com intuito de
matar todas as células. O outro controlo (controlo negativo (k-)), continha apenas o

meio de cultura e as células.

3.4.3 MEDICAO DO PH DOS CIMENTOS

A medigdo do pH dos cimentos foi efectuada em 5 g de cada cimento produzido em
ambiente estéril. Os pH dos cimentos foi determinado através de papel de medicéo pH

universal apds 2 minutos do inicio da mistura.
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[1l. RESULTADOS

1.OPTIMIZACAO DOS CIMENTOS

1.1 OPTIMIZACAO DOS CIMENTOS DE BRUSHITE

Com base nos resultados de setting time final, para as nove experiéncias, calcularam-

se os indices designados por sinal-ruido (S/N), que constam da tabela 9. Os dados

apresentados sao, entdo, analisados de modo a determinar o efeito relativo dos varios

factores. Para o efeito, a tabela da ANOVA foi construida a partir dos valores

individuais de S/N no intuito de seleccionar o nivel 6ptimo de cada factor com

previsivel influéncia no setting time, tendo-se obtido os resultados que se mostram na

tabela 9.

Tabela 9 Desenho de experiéncias de Taguchi com os respectivos resultados do setting time

obtida das experiéncias.
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Factores Setting time
MSD SIN
Exp A B C D Set Time 1 | Set Time 2

1 1 1 1 1 7 6 72,50 -18,60
2 1 2 2 2 25 28 134,50 -21,29
3 1 3 3 3 38 41 602,50 -27,80
4 2 1 2 3 42 43 756,50 -28,79
5 2 2 3 1 8 7 56,50 -17,52
6 2 3 1 2 27 25 122,00 -20,86
7 3 1 3 2 38 40 577,00 -27,61
8 3 2 1 3 35 36 420,50 -26,24
9 3 3 2 1 5 7 82,00 -19,14
TOTAL 2824,00 | -207,85
Tempo pretendido CF - 4800,18

15,00 min Média -23,09
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Como se pode verificar pela tabela 9, foram realizadas 9 experiéncias com duas
repeticdes (set time 1 e set time 2). Como se pode constatar os valores para cada
ensaio sdo muito préximos indicando uma boa reprodutibilidade nos resultados obtidos
nas experiéncias. Com base nos valores de indice sinal ruido (S/N) obtidos da tabela
9, elaborou-se uma tabela ANOVA para os indices de S/N como se pode observar na
tabela 10.

Tabela 10 ANOVA para os indices de S/N

f s v P f| S v s’ P F | a(%)
A [200] 691 [345| 432 | - | — | — | — — =] -
B [200] 17,62 | 881 | 11,02 [2,00| 1762 | 881 | 2,01 | 1,26 |1,13<90%
C |[200] 871 | 435 | 544 | - | — | — | — N [
D [200[126,74(63,37| 79,22 |2,00|126,74 63,37 |111,12| 69,46 |8,12|>95%
Erro | - - - - |400| 1561 | 7.81 | - | 2928 | - | -
TOTAL 8,00 [159,98| - | 100,00 |8,00(159,98] - - [10000] - | -

Os resultados apresentados na tabela 10 mostram que o factor B (quantidade de
aditivo - CSD) e o factor D (quantidade/concentracdo de citrato de trisddio na
componente liquida) apresentam uma contribui¢cdo significativa de 11,02% e 79,22%
(respectivamente). Enquanto os factores A (racio dep -TCP/ MCMP) e o factor C
(quantidade de liquido) apresentam uma contribuicdo pouco significativa de 4,32% e
5,44% (respectivamente) para a obtengdo de um setting time proximo de 15 minutos.
Desta forma, os factores A e C, podem ser eliminados, o que permite construir uma
segunda tabela de ANOVA (cf.tabela 10), em que apenas se considera os factores B e
D. Apds a eliminacao dos factores A e C, o factor B, apresentou uma contribuicao de
1,26% e um grau de confianga inferior a 90% ao passo que o factor D apresentou uma
contribuigéo significativa, com uma contribuicdo de 69,46% e um grau de confianca
superior a 95%. Apesar de o grau de confianga associado ao factor B ser baixo, a sua
contribuicdo ndo podera ser desprezado. E recomendavel, que face a estes
resultados, sejam futuramente realizados estudos no sentido de avaliar o efeito da
interaccdo entre o factor B (quantidade de aditivo - CSD) e o factor D
(quantidade/concentracao de citrato de trisédio na componente liquida) na obtencao
de um setting time préximo de 15 minutos. Com base nesta informagédo, podemos

concluir que o factor D é aquele que mais contribui para o objectivo pretendido,
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seguido do factor B. Os restantes factores, nos respectivos niveis, nao influenciam de

forma significativa a obtengédo de um setting time préoximo de 15 minutos.

Conhecendo os factores que contribuem de forma mais significativa, foram calculados
qual a melhor combinagéo de niveis para cada factor. Para o efeito, calcularam-se os
valores médios de S/N, correspondentes a cada factor num determinado nivel

conforme se pode observar pela tabela 11.

Tabela 11 Combinagao éptima de niveis

F\N 1 2 3
A -22,56339 -22,39072 -24,32919
B -25,00108 -21,68179 -22,60044
Cc -21,90155 -23,07115 -24,3106
D -18,42067 -23,25419 -27,60844

Assim sendo, a combinacdo Optima de  niveis para o factor D
(quantidade/concentragédo de citrato de trisédio na componente liquida) é o nivel 1 e
para o factor B (quantidade de aditivo - CSD) é o nivel 2. Visto que a contribuigdo dos
factores A e C nos respectivos niveis apresentam um efeito desprezavel, estes podem
ser escolhidos com base em critérios econdmicos. Deste modo, optou-se por
considerar o nivel 1 para o factor A e o nivel 2 para o factor C. Com base nesta
informagdo, a experiéncia de confirmagdo foi efectuada utilizando a seguinte

combinacao de niveis: A1, B2, C2, D1, como se pode verificar pela tabela 12.

Tabela 12 Experiéncia de confirmagao

Experiéncia de confirmacgao r1 r2 MSD S/IN

Conf A1B2C2D1 9,00 10,00 30,50 -14,84

Para completar a analise, calculou-se a resposta 6ptima, pondo cada um dos factores
nos melhores niveis e calculou-se o respectivo intervalo de confianga. Os resultados

sao apresentados na tabela 13.
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Tabela 13 Resposta 6ptima e intervalo de confianga

Resposta 6ptima * Intervalo de Confianga Grau de Confianga

SIN -16,45 + 8,93 90%

A avaliar pela resposta 6ptima de sinal/ruido calculada, n=-16,45+8,93, podemos
concluir que a experiéncia de confirmagao foi um sucesso na medida em que o valor
obtido, S/N=-14,84, cai dentro do intervalo de confianga da resposta 6ptima do indice

sinal/ruido, o que sugere que a experiéncia de confirmagéo efectuada esta correcta.

Com base nos resultados do método de Taguchi, a contribuicdo do factor racio [3-
TCP/MCMP néo é significativo, pelo que optou-se por fazer um cimento com elevada
concentragcao de brushite misturando-se B-TCP com MCMP em diferentes racios,
nomeadamente 3:2, 3:2,5; 3:2,6 e 3:3 com agua. As amostras correspondentes a cada
racio foram caracterizadas por difraccao de raios x com o intuito de determinar o racio

mais indicado para uma composicao de brushite.

Os resultados dos espectros das quatro difracgdes (figura 10) evidenciaram que o
racio de -TCP e MCMP que forma a brushite, com vestigios de outras fases, foi o
racio 3:2.5. Como se pode ver pela figura 10 o racio de 3:2,5 apresenta vestigios de [3-
TCP e monetite. Ja no caso do racio de 3:2,6, este apresenta uma pequena
percentagem de monetite. Os racios de 3:2 e 3:3 sdo aqueles que mais se afastam do
resultado pretendido, pois no racio 3:2 este apresenta uma percentagem maior d@ -

TCP, e o racio 3:3 evidenciam uma percentagem maior de monetite.

O racio escolhido para desenvolver os cimentos 1 e 2 foi o 3:2,5. Com base nos
resultados dos métodos de Taguchi, a presenca de CSD €& um factor significativo para
a obtengdo de um setting time de 15min, com uma contribuicdo de 1,26%.
Considerando que este factor ndo contribui de forma muito significativa, 15% de CSD
foi adicionado a cada racio para estudar a sua influéncia. Assim sendo, o cimento 1 é
constituido por brushite e o cimento 2 é constituido por brushite com aditivo de sulfato
de calcio (15%).
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* CaHPO,. 2H, O: JCPD# 01-074-6549 Brushite
+ Cay(PO,),: JCPD# 00-055-0898 Whitlockite (B-TCP)
o CaHPO,: JCPD# 00-009-0080 Monetite

m\ A JJL_M
i @Wu

Cuke 20 (graus)

11 13 15

Figura 10 Espectros de difracgéo de raios X com diferentes racios de B-TCP, MCMP e agua.

Nos cimentos 3 e 4, pretendeu-se desenvolver cimentos idénticos aos cimentos 1 e 2,
mas com a diferenca de terem uma maior percentagem de B-TCP, visto que o racio 3 -
TCP/MCMP nao contribui significativamente para a obtengdo de um setting time
proximo de 15 min. Para tal, procedeu-se da mesma forma que o cimento anterior
misturando -TCP e MCMP em diferentes racios, nomeadamente, racios de 3:2,5, 3:2,
3:1,5 com o intuito de obter um cimento constituido por uma fase principal de brushite

e uma fase secundaria de 3 -TCP.

Os resultados dos espectros das trés difracgdes (figura 11) evidenciaram que o racio
de B-TCP e MCMP que forma a brushite com uma percentagem significativa de 3-TCP
foi o racio 3:1,5. Como se pode ver pela figura 11, o racio de 3:1,5 apresenta uma

percentagem significativa de brushite e de B-TCP.
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No racio de 3:2 verifica-se alguma presenca def3 -TCP, sendo a sua presenga mais
acentuada no racio de 3:1,5. O racio escolhido para desenvolver os cimentos 3 e 4 foi
o 3:1,5, onde o cimento 3 é apenas brushite com uma percentagem de B-TCP e o
cimento 4 é brushite com uma percentagem de B-TCP e com aditivo de sulfato de

calcio (15%).

* CaHPO,. 2H, O: JCPD# 01-074-6549 Brushite
+ Cas(P0,),:JCPD# 00-055-0898 Whitlockite (B-TCP )
o CaHPO,: JCPD# 00-009-0080 Monetite

%
315 J
32
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325
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CuKe 26 (graus)

Figura 11 Espectros de difracgéo de raios X com diferentes racios de B-TCP, MCMP e agua.

1.2 OPTIMIZACAO DOS CIMENTOS DE SULFATO DE
CALCIO

Com o objectivo de desenvolver um cimento a base de sulfato de calcio, foi necessario
obter o CSH através do tratamento térmico de uma amostra de CSD. As amostras de
CSD foram sujeitas a tratamentos térmicos a 180°C durante 2h, 5h e 8h e

posteriormente analisados por difrac¢ao de raios X.
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Como se pode ver pela figura 12, os tratamentos térmicos aplicados permitiram a
obtengao do CSH. A transformacgio do CSD em CSH ocorreu apds 2 h de tratamentos
térmicos, verificando que os espectros correspondentes aos tratamentos de 2h, 5h e
8h foram iguais. Com base nesta informagao, os cimentos 5 e 6 foram produzidos com
base no CSH que sofreu um tratamento térmico de 8h, garantindo assim a

transformacéo completa do CSD e uma reprodutibilidade de valores.

+ CasS0,.0.5H,0 : JCPD#41-0224 Sulfato de Calcio Hemihidratado
x CaS0,.2H, 0: JCPD #06-0046 Sulfato de Calcio Dihidratado

X
.I_
+
+
+
& Horas A
S Horas
2 Haras | J\
¥
X
| |
| ¥ ‘ |‘
I |‘| | |
0 Horas |I | .ll | I||
_J\ e JI A .

10 11 12 15 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

CuKo 28 (graus)

Figura 12 Espectros de difracgado de raios X com amostras de CSD sujeitas a diferentes

tratamentos térmicos.
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2.CARACTERIZACAO DOS CIMENTOS

2.1 SETTING TIME

O setting time é um dos paradmetro mais importantes no desenvolvimento de um
cimento que pretenda ser injectavel ou moldavel em situagdes clinicas. Neste sentido,
o cimento deve endurecer lentamente para fornecer tempo suficiente para o cirurgiao
realizar a colocagdo do mesmo facilmente (cimento moldado e colocado manualmente
ou simplesmente injectado) e também deve endurecer rapidamente para prevenir
atrasos na cirurgia, permitindo ao cirurgiao fechar o defeito 6sseo imediatamente apos
a colocagéo do cimento. A figura 13 ilustra os tempos obtidos para os diferentes
cimentos, sendo que todos eles séo superiores aos tempos da brushite tradicional (8-
TCP/MCMP e agua) que tem um setting time final de apenas 1 ou 2 minuto,

aproximadamente.
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Figura 13 Setting times inicial (IST) e final (FST) dos cimentos desenvolvidos (cimentos 1 — 4

racio L/S=0.4ml/g e cimentos 5 e 6 racio L/S=0.6ml/g)

Com base na literatura consultada, ndo existe um consenso de qual o valor ideal para
0 IST e para o FST, mas varios autores referem que o IST deve estar compreendido

entre 3 e 8 minutos aproximadamente e o FST deve ser menor ou igual a 15 minutos
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aproximadamente [3, 14]. Todos os cimentos desenvolvidos, neste trabalho, tém
valores que estdo de acordo com a literatura consultada, pois situam-se dentro (ou
muito proximo) das gamas de valores referidos. Assim, os cimentos para os quais se
obtiveram o IST/FST mais baixos e mais altos foram os cimentos 1 (IST = 3,6 min;
FST =7,7 min) e 4 (IST = 8,6 min; FST = 15,6 min), respectivamente.

O efeito do retardador do setting time esta bem evidente em todos os valores obtido
nos cimentos de brushite, que passou de poucos minutos - 1 ou 2 minuto,
aproximadamente (caso dos cimentos de brushite tradicionais) para alguns minutos,
nomeadamente, de 7,7 min para o cimento com valor mais baixo verificado - cimento

1, e de 15,6 min para o cimento com maior valor verificado - cimento 4.

Mais ainda, é possivel constatar o efeito do aditivo (CSD) adicionado aos cimentos de
brushite na subida dos setting time, bem como a subida dos tempos de endurecimento
dos cimentos de sulfato de célcio devido ao efeito do aditivo (3-TCP), que interferiu na
reaccao de hidratacdo do CSH a CSD.

2.2 INJECTABILIDADE

Os cimentos de brushite tradicionais (mistura de B-TCP/MCMP e agua) sao
fracamente injectaveis, devido ao facto de estes possuirem um setting time muito curto
(de apenas 1 ou 2 minuto aproximadamente) [21, 32]. Neste sentido, houve
necessidade de se aumentar estes tempos de maneira a ter tempo para permitir que a
pasta seja injectada. Com base nos resultados anteriores do setting time, esse
objectivo foi atingido através do uso de um retardador do setting time. A figura 14
mostra a injectabilidade das pastas obtidas ap6s a modificagdo da brushite tradicional

(cimentos 1 a 4) e a das pastas a base de sulfato de calcio (cimentos 5 e 6).
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Figura 14 Injectabilidade dos diferentes cimentos apds 2 minutos do inicio da mistura.

O critério de aceitacdo para a injectabilidade do cimento é de 80%. Esta foi
considerada a percentagem minima a partir da qual um cimento possa ser facilmente
injectado, sem correr o risco do cimento endurecer na seringa durante o processo de
injeccao. Como se pode verificar pela figura 14, os cimentos que apresentam maior
injectabilidade sdo os cimentos 4 e 6 (injectabilidade superior a 90%). Estes valores
devem-se ao facto de apresentarem valores de setting time inicial de 8,6 min e 7,7
min, respectivamente, apropriados para que sejam facilmente injectados. Os cimentos
2 e 3 possuem uma injectabilidade de 80%, o que é considerado aceitavel, com base
no critério de aceitagdo minima de 80%. Quanto aos cimentos 1 e 5, estes apresentam
valores abaixo do critério de selec¢gao uma vez que apresentam valores de 55% e 60%
respectivamente. Foi também possivel verificar que a adigdo de CSD aos cimentos de
brushite contribuiu para a melhoria na sua injectabilidade (cimentos 2 e 4), devido ao
facto deste aditivo funcionar como retardador da reacg¢ao de hidratagdo da formacéao
da brushite. Ja nos cimentos a base de sulfato de célcio, a adigdofde -TCP como
aditivo melhorou a sua injectabilidade (cimento 6), pois verificou-se que este aditivo

funcionou como retardador da reaccéo de hidratacdo do CSH a CSD.

De referir ainda, que o cimento 1 (cimento constituido apenas de brushite) possui uma
injectabilidade melhor quando comparada com o cimento de brushite tradicional. Tal
facto deve-se apenas ao uso do retardador (citrato de trisddio) que melhorou os

tempos do cimento de brushite tradicional.
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2.1 RESISTENCIA MECANICA DE COMPRESSAO DOS
CIMENTOS
A fim de determinar os valores da resisténcia a compressao, os cimentos produzidos

foram submetidos a um ensaio mecanico de compressdo. A figura 15 revela os

resultados da resisténcia a compressao dos cimentos produzidos passados 48h da

mistura.
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Figura 15 Resisténcia a compressao dos cimentos produzidos apos 24h da mistura.

Como se pode ver pela figura 15, o cimento com maior resisténcia a compresséao é o
cimento 1 com um valor de 12,5 MPa. Ja o cimento 2, que € em muito semelhante ao
cimento 1, possui uma resisténcia mais baixa (8,20 MPa). Este enfraquecimento deve-
se ao aditivo de sulfato de célcio adicionado.

Mais ainda, os resultado obtidos revelam que os cimentos 1 e 2 (racio de 3 : 2,5) tém
uma resisténcia a compressao superior quando comparados com os cimentos 3 e 4
que (racio de 3 : 1,5). Esta fragilidade é devida a composig¢ao bifasica de brushite e 3 -
TCP, pois, quanto maior for a quantidade de B-TCP presente no cimento de brushite,
verifica-se uma diminuicdo da resisténcia a compressdo dos cimentos de brushite,

como esta descrito na literatura [32].
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Constata-se ainda que os cimentos de sulfato de calcio (cimento 5 e 6) sdo aqueles
que apresentam uma menor resisténcia a compressao, e quando o sulfato de calcio é

adicionado aos outros cimentos, induz um enfraquecimento a compressao do cimento.

A adicdo de uma percentagem def3 -TCP ao cimento de sulfato de calcio (cimento 6)
induz um pequeno acréscimo na resisténcia a compressao. Isto deve-se ao facto de
que o B-TCP ira reagir com agua formando CDHA (cf equacao 5) e este por sua vez

aumenta a resisténcia do cimento.
3(a ou ﬁ) - Ca3(P04)2 + H20 d Cag(HP04)(PO4)5(0H) (5)

Como a quantidade de B-TCP foi muito reduzida, a formagdo de CDHA foi também
muito reduzida, o que induziu nos cimentos de sulfato de calcio um pequeno
acréscimo de resisténcia a compressao. Tal facto, esta descrito na literatura, onde se
verifica aumentos mais significativos de resisténcia a compressao ocorrem quando se

adicionam maiores quantidades de o-TCP a mistura de CSH [33].

2.2 CARACTERIZACAO POR DIFRACCAO DE RAIOS X

A fim de determinar a influéncia da esterilizagao na composicdo dos cimentos, os

cimentos esterilizados foram caracterizadas por difrac¢ao de raios X.

Com base nos difractogramas obtidos, constata-se que o espectro de DRX do cimento
1, (figuras 16 e 17 — 1), mostra que o principal produto resultante da reacgéo de
hidratagéo foi a brushite, juntamente com uma pequena percentagem de B-TCP e
monetite (brushite ndo hidratada). A adicao do citrato de sédio permitiu retardar a
reaccao de endurecimento do cimento, porém ao retardar a reaccdo uma pequena

percentagem de B-TCP e monetite ndo reagiram.

O difractograma correspondente ao cimento 2 (figuras 16 e 17 — 2) revela uma fase
principal de brushite, e pequenas percentagens de B-TCP, monetite e sulfato de calcio.
Os resultados estdo de acordo com o esperado visto que o cimento 2 é idéntico ao
cimento 1, porém possui 15% de adigdo de sulfato de calcio dihidratado. O
difractograma do cimento 2 é muito semelhante ao cimento 1, excepto pelo facto do

cimento 2 possuir uma pequena percentagem de sulfato de calcio dihidratado.

Quando se altera o racio para 3 : 1,5, o espectro de DRX torna-se bastante diferente

quando comparado com os espectro obtido com o racio 3 : 2,5. O difractograma obtido
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do cimento 3 (figuras 16 e 17 — 3), mostra que os produtos resultantes da reacgéo de
hidratagdo foram a brushite e uma acentuada percentagemBde -TCP e monetite

(brushite nao hidratada) que nao reagiram.

O difractograma obtido do cimento 4 (figuras 16 e 17 - 4) revela uma fase principal de
brushite e uma acentuada percentagem de B-TCP e monetite (brushite ndo hidratada)

que ndo reagiram. E também possivel de verificar uma pequena percentagem de CSD.

No que diz respeito aos cimentos a base de sulfato de calcio, o espectro obtido do
cimento 5 (figuras 16 e 17 - 5) revelou que o principal e Unico componente da reacg¢ao
de hidratagao do CSH foi o CSD.

Ja no cimento 6, o espectro obtido (figuras 16 e 17 — 6) € muito semelhante ao
espectro obtido para cimento 5, com a unica diferenca do espectro do cimento 6

possuir uma baixa quantidade B-TCP.

O processo de esterilizagdo aplicado (radiagdo gama), tanto na gama dos 25 — 40 KGy
como na gama 40 — 80 KGy nao induziu nenhuma alteragdo da composi¢gdo nos

cimentos desenvolvidos, como se pode observar nos espectros das figuras 16 e 17.
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Figura 16 Espectro de DRX dos cimentos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 com uma dose de 25 KGy.
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Figura 17 Espectro de DRX dos cimentos 1, 2, 4, 4, 5 e 6 com uma dose de 40 KGy.
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2.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS CIMENTOS
ATRAVES DE ENSAIOS IN VITRO

Para avaliar a biocompatibilidade dos cimentos, foram realizados os testes de
citotoxicidade pelo método do MTT. As amostras previamente esterilizadas tanto a
25KGy como a 40KGy foram colocados em contacto com as células e posteriormente
avaliou-se a viabilidade celular pelo método do MTT. A figura 18 mostra os resultados
do teste da citotoxicidade de todos os cimentos desenvolvidos neste trabalho em

células estaminais isoladas de medula éssea de rato apds a incubagéo de 24 horas.

Por observacdo da figura 18 verifica-se que os cimento 1 a 4 apresentam alguma
toxicidade para as células (exceptuando o cimento 3 irradiado com 25 KGy), pois a
absorvanica destes cimentos € inferior a absorvancia do controlo negativo (k-). Ja os
cimentos 1 a 4 de 40KGy possuem baixos valores de absorvancia, tendo o cimento 3
de 40KGy absorvancia muito idéntica ao controlo positivo k+ (possui células mortas
devido a adigéo de etanol a 96%). Através da analise dos resultados obtidos, pode-se
afirmar que os cimentos 3 25KGy, 5 (25kGy e 40kGy) e 6 (25 KGy) nao revelam uma

citotoxicidade aguda para as células, pois a sua absorvancia foi superior a do controlo

negativo K-.
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Figura 18 Proliferagcao das células estaminais isoladas de medula éssea de rato na presenca

dos cimentos produzidos apés 24h de incubagao.
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2.4 OBSERVACAO POR MICROSCOPIA OPTICA DA
PROLIFERACAO DAS CELULAS EM CONTACTO COM 0OS
CIMENTOS PRODUZIDOS

Os cimentos foram incubados durante 24h no meio de cultura com as células. Apds
este periodo, procedeu-se a visualizagao dos pocgos a fim de saber se havia células
vivas apos o contanto com os cimentos. Como se pode ver pelas imagens da figura
19, apenas para os cimentos 5 (25 KGy e 40 KGy) e 6 (25kGy) foi possivel observar

células vivas, ao contrario do resto dos cimentos, onde apenas se viam as células

mortas.

Figura 19 Imagens obtidos ao microscépio éptico invertido dos pogos que continham o cimento
(zonas escuras) (A) 5 de 25 KGy, (B) 5 de 40 KGy e (C) 6 de 25 KGy com o meio de cultura e

as células ap6s 24h de incubagéo.

Na presenga do cimento 3 irradiado com 25 KGy as células morreram (pequenas
bolinhas visiveis na figura 20). Por outro lado, na figura 20 vé-se também o cimento
espalhado (zonas escuras) pelo meio de cultura, o que mostra que este cimento se
decompbs no meio de cultura. Esta decomposi¢céao pode ter influenciado os resultados
obtidos no ensaio do MTT, induzindo uma absorvancia superior ao controlo negativo
(k-). Este resultado sugere que no futuro se repitam estes ensaios, de modo a avaliar a

se este cimento é ou ndo tdxico para as células.
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Figura 20 Imagem obtida ao microscépio 6ptico invertido do pogo que continham o cimento 3

irradiado com 25 KGy com o meio de cultura apés 24h de incubagao (ampliagdo 100x).

2.5 MEDICAO DO PH DOS CIMENTOS

O pH dos cimentos foi determinado com o auxilio do papel indicador universal e os
resultados s&o apresentados na tabela 14.

Tabela 14 Valores de pH dos cimentos medidos apds 2 minutos do inicio da mistura.

el
|I

Cimento 1 3 3

Cimento 3 3.5 3.5

Cimento 5
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Como se pode ver na tabela 14 os cimentos 1 a 4 apresentam um pH muito baixo
compreendido entre 3 e 3.5, ao contrario dos cimentos 5 e 6, que apresentam um pH

compreendido entre 6.5e 7.

O pH obtido nos cimentos de brushite (1 a 4) € um pH baixo, mas esperado, uma vez

que a reacgao deste tipo de cimentos da-se a pH < 4.2 [3].

Mais ainda, os resultados de pH dos cimentos de brushite estdo em concordancia com
os ensaios de citotoxicidade, uma vez que o pH muito acido conduz a morte das
células. Pode-se concluir que a citotoxicidade dos cimentos para as células foi devido
ao valor de pH dos mesmos quando as células foram colocadas em contacto com
estes. Na presenca dos cimentos de sulfato de calcio que possuem pH neutro, as
células mantiveram-se mais viaveis, o que foi confirmado pelos ensaios de
citotoxicidade e pela visualizacdo de algumas células em contacto com os cimentos

através de microscopia optico.

E de referir que o método utilizado para a determinagdo do pH n&o é muito precisa,
porém os resultados foram indicativos para confirmar os resultados obtidos nos
ensaios de citotoxicidade. Futuramente recomenda-se a utilizacdo de métodos de

determinagao de pH com maior precisao.
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V. DISCUSSAO

A aplicabilidade de cimentos injectaveis de solidificacado espontanea (self-setting) é
bastante dependente da sua reaccao de cura caracteristica, que influéncia tanto a
injectabilidade, assim como o setting time. Uma vez que os cimentos de brushite
tradicionais possuem pequenos tempos de cura e fraca injectabilidade, o que limita em
muito a aplicagdo destes na area clinico. Varios ensaios foram realizados para
contornar este problema, passando pelo uso de varios aditivos, como o uso de
retardantes (por exemplo, sulfatos, citratos ou pirofosfatos) que se verificaram
bastante eficazes no sentido, pois contribuiram para alterar o tempo de cura material
[15, 32, 34-35].

Os cimentos a base de brushite sdo cimentos hidraulicos, isto €, a agua € um reagente

da reaccao de setting como se pode ver pela equagao 3 da reaccio:
,8 - Ca3(P04)2 + Ca(H2P04)2 ' H20 + 7H20 - 4CClHP04 ' 2H20 (3)

Sem a introdugdo de retardantes, os cimentos de brushite endurecem
instantaneamente e restringem a sua aplicagdo em meio clinico. A adicdo de ides de
citrato de concentragdes entre 0.25M — 1M a estes cimentos € suficiente para
aumentar o IST do cimento para > 5 min, o que é muito vantajoso para aplicagdes

clinicas [32].

Os cimentos de sulfato de calcio sdo cimentos muito parecidos aos cimentos de
brushite. A reaccdo de endurecimento sé é possivel através da agua, pois € através de
uma reacgao de hidratagdo que ocorre uma recristalizacdo do material e
consequentemente o endurecimento do mesmo [1], como se pode ver na equagao 7

da reaccao:

CaS043H,0 + SH,0 — €aS0, - 2H,0 + Calor (7)

Através da DRX determinou-se a composicdo de todos os cimentos, sendo que o

principal constituinte dos cimento 1 a 4 foi a brushite o que esta de acordo com a
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equagao 3 que justifica a reacgao. Ja o principal constituinte dos cimentos 5 e 6 foi o
sulfato de calcio o que esta de acordo com a equagao 7. Mais ainda, as duas gamas
de radiagdo gama aplicadas as amostras ndo afectaram a estrutura dos cimentos

como se pode verificar pelos espectros de DRX (ver figuras 16 e 17).

Recorrendo aos métodos de Taguchi, foi demonstrado que o parametro mais influente
na determinacdo do setting time préximo de 15 minutos dos cimentos ésseos
desenvolvidos, € a concentracdo de citrato de trisédio 0,5M. A contribuicdo da
concentragao de citrato de trisédio 0,5M foi determinada através da ANOVA como
sendo de 69,46%, com um grau de confianca superior a 95%. O factor (B) quantidade
de aditivo - CSD afecta ligeiramente o setting time, sendo a respectiva contribuicao de
1,26% com um grau de confianga inferior a 90%. Os restantes factores, o factor (A)
racio de B-TCP/ MCMP e o factor (C) quantidade de liquido, com base nos respectivos
niveis seleccionados previamente, ndo influenciam significativamente o objectivo

pretendido.

Com base na informagao obtida pelos métodos de Taguchi, confirma-se que o uso do
citrato de trisédio como retardante teve um efeito bastante positivo nos tempos de cura
dos cimentos de brushite, pois os ides citrato provocam uma baixa taxa de hidratagcao
e consequentemente retardam a formagao dos cristais de brushite. Os diferentes
cimentos de brushite sem aditivos — cimentos 1 e 3 mostraram um setting time final de
7,7 min e 12 min, respectivamente. Ja os cimentos de brushite com aditivo de sulfato
de calcio (cimentos 2 e 4) mostram um setting time com uma duragao de 13 e 15,6
min, respectivamente. O CSD foi introduzido como aditivo nos cimentos de brushite,
pois este factor também contribui para a optimizacédo do setting time deste [28], e
induz macroporosidade nos cimentos de brushite quando colocados in situ, pois o
CSD tem uma rapida reabsorcao [1]. J& os cimentos de sulfato de calcio (cimento 5 e
6) mostraram um o setting time de 11 e 15,3 min, respectivamente. Todos os valores
obtidos do setting time estdo de acordo com as equagdes 8 e 9 tornado estes

cimentos com tempos adequados para aplicagdes clinicas.
3<IST<38 (8)
FST <15 9)

O modo de aplicagao do cimento € um parametro muito importante no mundo clinico,
sendo que um cimento com uma elevada percentagem de injectabilidade € uma mais-
valia. A injectabilidade varia significativamente com a concentracdo e a composi¢ao do

componente liquido e como do racio liquido/sélido. Os cimentos como maior
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percentagem de injectabilidade (ver figura 14) foram os cimentos 4 (~94%), no caso
dos cimentos de brushite, e o cimento 6 (~ 95%), no caso dos cimentos de sulfato de
célcio. Ja a injectabilidade de cimentos de apatite descrita na literatura esta

compreendida entre 70% e 95% usando também aditivos na sua composicao [32].

Tendo em consideragdo a aplicabilidade clinica, o cimento deve ser aplicado antes do
IST e deve ser capaz de ser injectado durante a operagao. Os resultados obtidos para
os cimentos 4 (cimento de brushite) e 6 (cimento de sulfato de calcio) indicam qu estes

sdo materiais injectaveis e potencialmente bons para a reparagéo de defeitos dssea.

A interaccdo entre o biomaterial e as células in vitro € um critério util na avaliagdo do
novo biomaterial. E sabido que o MCMP é &cido, e que a colocagdo da pasta de B-
TCP/MCMP pode resultar em pH acido no ambiente, o que é indesejavel clinicamente
[21]. Os resultado obtidos revelaram que os cimentos de brushite sao citotéxicos, o
que nao esta de acordo com a literatura, onde os cimentos de brushite sdo descritos

como biocompativeis [18].

A citotoxicidade dos cimentos 1 a 4 pode ser causada pelos baixos valores de pH
obtido ap6s 2 minutos do inicio da mistura, uma vez que nao se esperou tempo
suficiente para que o pH da pasta subisse para valores que nao afectem a viabilidade
celular. Estes valores baixos de pH estdo de acordo com a literatura, uma vez que a
reacgao da brushite comeca com pH baixo e tende a subir a medida que a reacg¢ao de
setting se prolonga [32, 36]. Ja os cimentos 5 e 6 (cimento de sulfato de calcio)
obtiveram uma absorvancia superior ao controlo negativo, o que indica que as células
se mantiveram viaveis. O que se verificou também a microscopio Optico, na
observacao de algumas células vivas. O resto dos cimentos produzidos ndo passaram
no teste da citotoxicidade, sendo necessario futuros estudos para documentar melhor

os resultados obtidos.

Em aplicagbes clinicas, os cimentos 6sseos sao requeridos para fornecer suporte
mecanico adequado a curto e a longo prazo no local do defeito, sendo importantes no
processo de cura do 0sso. Assim, 0s ensaios de resisténcia a compressao, realizados
em provetes de dimensdes 10 x10 x 10 mm, foram levados a cabo 48h apd6s a mistura
e os valores obtidos para cada cimento sdo apresentados na figura 15. Os valores
para a tensdo de rotura a compressao para os cimentos de brushite (cimentos 1 — 4)
estdo compreendido numa gama de 4.8 — 12.5 MPa. Ja os cimentos de sulfato de
calcio sao cimentos com fraca resisténcia a compressao [1], que obtiveram valores
entre 3,8 e 4 MPa (cimentos 5 e 6, respectivamente). Como ndo existe um consenso

geral no que diz respeito ao valor da resisténcia a compressao do osso trabecular, os
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valores encontrados mais frequentemente na literatura para a resisténcia a
compressao do osso trabecular variam entre 5-10 MPa [2] ou de 2 — 12 MPa [37]. Com
base nessa informacdo podemos concluir que os cimentos desenvolvidos possuem
valores que estdo de acordo com os valores do osso trabecular, mas a aplicabilidade
destes cimentos teria de ser acompanhada de estruturas de fixagéo internas, como
parafusos, arames, placas, etc [38], uma vez que os cimentos de brushite séo

cimentos fracos quando comparados com os cimento de apatite [3, 21].

A resisténcia a compresséo dos cimentos de brushite descrita na literatura € na gama
de 1 — 24 MPa [19]. No entanto, deve-se ter em atencdo quando se comparam valores
de resisténcia mecanica na literatura, uma vez que existem sempre diferencas no
método de teste e nas condigcbes, pois uma forte compactacdo do cimento induz
elevados valores de resisténcia a compressao [32]. Mais ainda, a resisténcia a
compressao de cimentos feitos com citrato de sddio com concentragdes entre 0,25 —
0,5 M esta descrita na literatura na gama entre 12 e 13 MPa, além disto, uma aumento
da concentracao do citrato de sédio resulta numa forte diminuicdo da resisténcia a
compressao para um valor de 2 MPa no caso de solugdes de 1 M. Em contraste, a
resisténcia mecéanica dos cimentos formado com acido citrico é quase independente

da sua concentragao, tendo valores aproximadamente de 13 MPa [32].

De referir ainda que a introducdo do sulfato de célcio como aditivo nos cimentos de
brushite, leva a uma reducdo da resisténcia a compressdo. Esta reducdo esta

relacionada com a fraqueza dos cimentos de sulfato de calcio também verificada.
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V. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste estudo, foram desenvolvidos com sucesso 6 cimentos diferentes — cimentos de
brushite formados através do sistema tradicional f-TCP/MCMP com ou sem adi¢ao de
CSD, e os cimentos sulfato calcio foram formados através do CSH. Todos os cimentos
mostram um setting time adequado para aplicagdes clinicas. No que diz respeito a
injectabilidade, os cimentos com maior percentagem foram os cimentos 4 — [3-
TCP/MCMP/CSD e os cimentos 6 — CSH/CSD, com percentagens superiores a 90%.

Para obter estes resultados, o método de Taguchi foi essencial, pois revelou que os
factores que influenciam a obtencao de um setting time préximo de 15 minutos foram
os factores B (quantidade de aditivo - CSD) e D (quantidade/concentragéo de citrato
de trisddio na componente liquida). Estes factores tiveram uma contribuicao

significativa de 11,02% e 79,22%, respectivamente.

Os resultados obtidos nos testes de citotoxicidade in vitro para os cimentos de brushite
nao vao ao encontro dos resultados publicados na literatura para estes tipos de
cimentos. E possivel que a citotoxicidade obtida nos cimentos se deve ao valor de pH
inicial que induziu a morte das células. Novos testes de citotoxicidade devem ser

realizados para verificar os resultados obtidos.

Os resultados obtidos nos ensaios de resisténcia a compressao vao ao encontro com
os valores descritos para o osso trabecular. Na literatura, os valores de resisténcia a
compressao de cimentos de brushite sdo superiores aos obtidos neste estudo. Uma
possivel razdo que justifique uma baixa resisténcia de compressdo em todos os
cimentos esta relacionada com o racio liquido/sodlido utilizado, pois estdo descritos na
literatura valores de resisténcia a compressdo bem superior quando usado um racio
liquido/sélido mais baixo [39]. Mas ao se alterar o racio liquido/sdlido pode-se afectar a

injectabilidade, sendo que este estudo devera ser realizado futuramente.

Os resultados obtidos apresentam-se como ponto de partida para futuros

melhoramentos dos cimentos produzidos. A principal desvantagem dos cimentos

Arsénio César Amoreira Ramalho

81



Universidade da Beira Interior [Flc]
Faculdade das Ciéncias da Saude B

desenvolvidos esta relacionada com propriedade mecanicas apresentadas que sao
insuficientes para aplicagdes clinicas que envolvam suporte e fixagdo de estruturas ao
osso. Estudos futuros serdo necessarios para melhorar estas propriedades dos

cimentos.
Futuramente, os estudos complementares que devem ser feitos incluem:

o Estudar o efeito do racio liquido/sélido no setting time, na resisténcia a

compressao e na injectabilidade, com o intuito de se determinar o racio ideal.

e Implementar varios métodos de mistura do cimento, tais como, mistura

Q

vacuo, centrifugacdo ou mistura mecanica, no sentido de melhorar

O]

moldabilidade e injectabilidade a baixos racios L/P.

e Medir o pH das pastas através de métodos com maior precisdo e ao longo do

tempo.

e Estudar o efeito das doses de radiagédo no setting time, na injectabilidade e na
resisténcia a compressao dos cimentos, com o intuito de conhecer melhor o

efeito da esterilizagdo nos cimentos.

e Avaliar a adequagdo dos cimentos como sistemas de entrega controlada de
farmacos, factores de crescimento, etc, que estimulem a reparagao de defeitos

osseas.

e Avaliar a biocompatibilidade dos cimentos in vivo.
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VIl. ANEXOS
1. DIFRACCAO DE RAIOS X (DRX)

Dentre as varias técnicas de caracterizacdo de materiais, a técnica de difraccao de
raios X € a mais indicada na determinagdo das fases cristalinas presentes em
materiais ceramicos. Isto é possivel porque na maior parte dos sdlidos (cristais), os
atomos ordenam-se em planos cristalinos separados entre si por distancias da mesma

ordem de grandeza dos comprimentos de onda dos raios X [1, 40].

Ao incidir um feixe de raios X em num cristal, 0 mesmo interage com os atomos
presentes, originando o fendmeno de difrac¢do. A difracgao de raios x ocorre segundo
a Lei de Bragg (Equagédo A), a qual estabelece a relagao entre o angulo de difracgéo e
a distancia entre os planos que a originaram (caracteristicos para cada fase cristalina)
[41]:
n.A=2d.sen9 (A)

onde n—é& um numero inteiro

A — o comprimento de onda dos raios x

d — distancia interplanar (especifica de cada substancia)

0 — angulo de incidéncia do feixe

feixe incidente de raios-X feixe reflectido de raios-X

o plano do cristal
1 7 | LY

dhkl" \\ /\{ﬂ") / plano do cristal
[ I
do I

/ r \[/ plano do cristal

distincia entre 05 planos da rede cristaling

Figura 21 Acgédo dos feixes de raios X sobre os planos da rede cristalina (adaptado de [41]).
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Dado que para dado comprimento de onda do feixe de Raios X, a Lei de Bragg s6 se
verifica para um certo angulo® de difrag;ado, resulta da prépria Lei que o valor de d
(distancia interplanar) fica inequivocamente determinado, ou seja, a reflexdo é
selectiva e cada valor de d (correspondente a uma familia de planos reticulares)

corresponde um angulo 6 especifico [41].

Entdo, tal como numa impressao digital, a identificacdo da espécie cristalografica é
feita por comparacdo directa com fichas de difraccdo previamente conhecidas e
especificas de cada grupo mineral (publicagbes do Joint Commitee for Powder
Difraction Standards — JCPDS). Existe também um software especifico para
identificacdo em computador, com apoio numa base de dados bastante completa. A
identificacdo das espécies cristalinas é feita por comparacgéao sistematica da posicao e
intensidade de todos os picos de difracgao do difractograma da espécie desconhecida

com os do difractograma padrao [41].

Dentro as vantagens da técnica de difraccao de raios X para a caracterizagdo de
fases, destacam-se a simplicidade e rapidez do método, a fidelidade dos resultados
obtidos (pois o perfil de difracgao obtido é caracteristico para cada fase cristalina), a
possibilidade de analise de materiais compostos por uma mistura de fases € uma

analise quantitativa destas fases [40].

Todavia, a utilidade desta ferramenta de analise & muito limitada em materiais de
estrutura amorfa, ou quase amorfa, ja que por razbes 6bvias, as reflexbes em planos

cristalinos praticamente nao se verificam [41].
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