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RESUMO

Nas ultimas décadas, defeitos Osseos se tornaram cada vez mais comuns,
afetando grande parte da populagdo mundial. Atualmente, os principais tratamentos para
a regeneracdo deste tecido séo ineficazes no suprimento da demanda crescente de
tratamentos mais eficientes. Assim, o desenvolvimento de cimentos de fosfato de calcio
€ de grande interesse, devido a sua similaridade quimica com a fase inorganica éssea, o
que garante 6timas propriedades biolégicas a estes materiais. Cimentos baseados em a-
TCP sdo amplamente pesquisados, pois estes reagem com o liquido de cura formando
CDHA, que apresenta maior similaridade quimica e cristalografica com a fase inorganica
0ssea. Contudo, estes materiais ndo apresentam propriedades mecéanicas adequadas a
aplicacbes ortopédicas, sendo limitados a utilizacdo na reconstrucdo de defeitos
bucomaxilofaciais. Desta forma, este trabalho pretende desenvolver um cimento de
fosfato de calcio biomimético baseado em a-TCP e reforcado com SF, de forma a se
obter um material com propriedades mecanicas adequadas a estas aplica¢des. O a-TCP
utilizado na elaboragdo do cimento de fosfato de célcio foi sintetizado pelo método de
precipitacdo por via Umida e caracterizado por técnicas de difracdo de raios-X e
espectroscopia de infravermelho, as quais demonstraram a obtencédo do material em alta
pureza. Os cimentos de fosfato de célcio foram preparados através da adicao, ao a-TCP,
de solucdes aquosas de SF. Os materiais obtidos foram caracterizados por difracéo de
raios-X, espectroscopia de infravermelho e caracterizados quanto a sua resisténcia a
compressao, tenacidade a fratura e microestrutura. As analises demonstraram que a
adicdo de SF induziu a transformacgao total do a-TCP em CDHA, além do aumento
substancial das propriedades mecéanicas. Além disso, a microestrutura obtida passou de
uma estrutura de cristais lamelares para uma estrutura de cristais aciculares com maior
similaridade ao tecido 6sseo. A metodologia de obten¢&o de cimento de fosfato de calcio
reforcado com SF se mostrou eficaz na obtencdo de estruturas biomiméticas com
propriedades mecéanicas superiores e com alta aplicabilidade na regeneracéo do tecido
0sseo. Entretanto, as propriedades mecéanicas apresentadas ainda ndo sao suficientes

para aplicagfes ortopédicas em locais de alta solicitagdo compressiva.

Palavras-chave: biomateriais; cimento de fosfato de calcio; alfa-TCP; fibroina de seda.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, defeitos 6sseos se tornaram cada vez mais comuns,
afetando grande parte da populacdo mundial. Estes abrangem problemas oriundos de
tumores, traumas, malformagéo congénita e, inclusive, do envelhecimento da populacéo,
e impactam substancialmente a qualidade de vida dos afetados (Mobika et al., 2020;
Wang et al., 2020). Atualmente, o principal tratamento para a regeneracao ou substituicao
deste tecido consiste, principalmente, em enxertos 6sseos naturais ou sintéticos.
Entretanto, os procedimentos atuais séo ineficazes no suprimento da demanda crescente
de tratamentos mais eficientes, devido a baixa funcionalidade biologica de enxertos
sintéticos e a fonte limitada e alta incidéncia de rejeicdo de enxertos naturais (Han et al.,
2019). Desta forma, a demanda pelo desenvolvimento de tecnologias biologicamente
funcionais, que consigam suprir a necessidade de implantes e que sejam de facil

aplicacao para o tratamento de defeitos 6sseos se torna cada vez mais evidente.

De forma a evitar estas adversidades, o desenvolvimento de cimentos de fosfato
de calcio (CPC) aumentou significativamente. Isso se deve, principalmente, a
similaridade quimica com a fase inorganica 6ssea, garantindo a esses materiais 6timas
propriedades biolégicas, como bioabsortividade, bioatividade e biocompatibilidade, além
de permitir a formacdo de uma pasta maleavel que pode ser utilizada em procedimentos
minimamente invasivos (Valle et al., 2007).

Cimentos baseados na fase a do fosfato tricalcico (a-TCP) sdo rigorosamente
pesquisados, pois, além de possuir as propriedades gerais dos CPCs, este material, ao
ser hidratado, reage formando hidroxiapatita deficiente em céalcio (CDHA), que provém o
material com osteocondutividade e forma uma rede de cristais aciculares entrelagados,
gue aumentam a resisténcia do cimento (Vasquez et al., 2017). Contudo, os cimentos
baseados em a-TCP nao apresentam propriedades mecanicas apropriadas para a
maioria das aplicacdes ortopédicas, obtendo, no melhor dos casos, valores de resisténcia
similares aos do osso trabecular, o que permite sua utilizacdo somente em aplicagdes de

baixas solicitacées, como a regeneracao de defeitos bucomaxilofaciais (Liu et al., 2013).



Diversas tentativas de aumento das propriedades do cimento de fosfato de célcio
foram realizadas, incluindo a adicdo de diversos polimeros sintéticos e naturais.
Entretanto, a utilizag&o de polimeros sintéticos bioabsorviveis esta comumente associada
a reacg0Oes inflamatorias devido a acidez dos produtos da absorgédo destes materiais (Cao
et al., 2014). Os estudos tém focado, entéo, na utilizacao de polimeros naturais, incluindo
proteinas e polissacarideos, ja que estes induzem minima reacao inflamatéria de corpo
estranho e apresentam propriedades Uteis com relacdo a versatilidade,
biocompatibilidade, funcionalizacéo e bioabsorcao (Farokhi et al., 2019).

Um dos polimeros naturais mais promissores em aplicacdes de regeneracdo do
tecido 6sseo é a fibroina de seda (SF), que apresenta 6timas propriedades mecéanicas,
Otima biocompatibilidade, bioabsortividade controlada e possibilidade de obteng¢do nos
mais variados formatos, como filmes, fibras e hidrogéis (Zhengshi et al., 2018). Além
disso, diversos estudos demonstraram que os grupos funcionais -COOH e -OH presentes
na estrutura da SF podem reagir com os ions Ca?* dos fosfatos de célcio, formando locais
de nucleagéo para o crescimento de hidroxiapatita (HAp) e regulando seu crescimento
no eixo ¢ da estrutura cristalina, de forma analoga ao colageno tipo | presente no tecido
0sseo (Hu et al., 2018). Desta forma, a adicdo desta fase polimérica ao cimento de fosfato
de célcio podera resultar em uma estrutura biomimética, com microestrutura similar a
apresentada pelo osso. A obtencdo de uma estrutura biomimética é de extrema
importancia na regeneracao tecidual, pois estas estruturas a compatibilidade molecular,
estrutural e biolégica com as células do tecido a ser regenerado, facilitando este processo

(Fernandez-Yague et al., 2015).

Assim, este trabalho pretende desenvolver um cimento de fosfato de célcio
biomimético baseado em a-TCP e reforgado com fibroina de seda, de forma a se obter
um material biomimético com propriedades mecanicas mais adequadas a aplicacoes

ortopédicas e de morfologia e composicao similar a do tecido 0sseo.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obtencao de cimento de fosfato de célcio baseado em a-fosfato tricalcico reforgado
com fibroina de seda, de forma a se alcancar uma estrutura biomimética com

propriedades mecanicas adequadas a aplicacdes ortopédicas.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
(1) Verificar a possibilidade de obtencdo de cimentos de fosfato de calcio com
fibroina de seda em solucdo aquosa de diferentes concentragdes;
(i) Caracterizar o cimento obtido com técnicas fisico-quimicas;

(i)  Avaliar alteragdes microestruturais e propriedades mecanicas do cimento de
fosfato de célcio decorrentes da adi¢é@o de diferentes concentracdes de fibroina

de seda;

(iv)  Comparar os resultados obtidos para o cimento de fosfato de calcio com adigéo
de fibroina de seda com os obtidos para o cimento puro.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 TECIDO OSSEO

O o0sso é uma estrutura hierarquica Unica, que garante suporte ao corpo e protecao
aos Orgados internos, enquanto regula o estoque de minerais e o pH sanguineo,
participando ativamente na geracdo de células sanguineas e na manutencdo da
homeostase (Farokhi et al., 2016). De forma geral, os ossos podem ser classificados em
duas classes de acordo com sua estrutura: osso cortical e osso trabecular, que

representam, respectivamente, a estrutura externa e interna do 0sso.

O osso cortical constitui cerca de 80% do esqueleto 6sseo. Este é rigido e
compacto, apresentando porosidade de 5-10%, e possui em sua estrutura vasos
sanguineos e ostedcitos (Macintosh et al., 2008; Fernandez-Yague et al., 2015). Nesta
estrutura, 0s vasos sanguineos se encontram em estruturas cilindricas microscopicas
denominadas canais de Harvers, as quais sao conectadas transversalmente por canais
de Volkmann (Suchanek e Yoshimura, 1998; Wu et al., 2014). Ja os ostedcitos se
encontram em estruturas compactas denominas de sistemas de Harvers ou Osteons, 0s

quais formam lamelas 6sseas concéntricas a um canal de Harvers.

O osso trabecular, entretanto, apresenta porosidade de cerca de 50-95% e possui
em sua estrutura vasos sanguineos, medula 6ssea e gordura, sendo diretamente
responsavel pela producdo de células sanguineas (Fyhrie e Kimura, 1999; Hofmann et
al., 2007). Sua estrutura consiste em cavidades contendo medula 6ssea e trabéculos,
filamentos de tecido 6sseo cruzados através da cavidade. A organizacdo dos trabéculos
pode parecer aleatbria, porém esta € extremamente precisa, promovendo maxima

resisténcia a esta estrutura.

O tecido 6sseo possui em sua composicdo uma fase organica fibrosa e
nanocristais inorganicos, além de ser constituido de 10-20% de agua. O colageno tipo |
(Col-l) representa 90-95% da fase organica 0ssea, juntamente com osteocalcina,
osteonetina, osteopontina, e outras proteinas e proteoglicanos (Roach, 1994; Holzwarth
e Ma, 2011; Wang et al., 2011; Wu et al., 2014). Estas fibras de colageno sé&o
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responsaveis pela resisténcia a tracédo e tenacidade a fratura do osso, e servem como
substrato para o crescimento de nanocristais que constituem a fase inorganica ossea.
(Shi, Kirk e Kahn, 1996; Jang, Castano e Kim, 2009). J4 a fase inorganica do 0sso possui
aproximadamente 70% de sua massa formada por hidroxiapatita (HAp), também sendo
constituida por carbonatos e sais de magnésio e soédio. A HAp € responsavel pela
promocao da fosfatase alcalina 6ssea, processo que garante a resisténcia a compressao
e a rigidez Unica do osso (Swetha et al., 2010). A partir do entendimento desta estrutura,

podemos tratar 0sso como um compdsito de ocorréncia bioldgica.
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Figura 1: Representa¢éo esquematica da estrutura éssea sob escala macro, micro, nano e sub-

nanomeétrica.

Fonte: Adaptado de (Hasirci e Hasirci, 2018)

Os valores das propriedades mecéanicas dos diferentes 0ssos e estruturas 6sseas

estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1: Propriedades mecanicas de diferentes 0ssos e estruturas 6sseas.

Resisténcia a

Médulo de Elasticidade

Tenacidade a Fratura,

Osso humano Compresséo (MPa) (GPa) Kic (MPa. m%?)
Trabecular 2-12 0,05-0,5 -
Cortical 100-230 7-30 2-12
Tibia 159 18,2 -
Fémur 167 17,2 -
Umero 132 17,2 -

Fonte: (Kokubo, Kim e Kawashita, 2003, Hasirci e Hasirci, 2018)



3.1.1 Regeneracédo Ossea

A capacidade de regeneracdo e remodelamento apresentada pelas estruturas
0sseas pos-natais é admiravel e esta é induzida por estimulos mecéanicos ou danos ao
tecido, somente ocorrendo quando uma série de processos sequenciais é atendida (Al-
Aqgl et al., 2008; Stace et al., 2016). A maior consequéncia de traumas 6sseos se deve
ao rompimento de vasos sanguineos, o que causa uma diminuicdo do suprimento de
oXxigénio, necrose aguda e hipdxia na regiao adjacente a lesdo (Hankenson et al., 2011).
De forma geral, podemos dividir os processos de regeneracdo Ossea em dois

mecanismos principais: ossificacdo endocondral e ossificacdo intramembranosa.

A ossificagdo endocondral é o mecanismo de ocorréncia mais comum e é de
extrema importancia para a formacdo de ossos longos, como o fémur e o imero, e de
diversos 0ssos irregulares pequenos, como as costelas (Gilbert, 2000; Hu et al., 2005).
Esta ossificacdo € induzida pela acdo dos condrécitos, os quais se diferenciam em
osteoblastos e formam uma regido hipertréfica durante o desenvolvimento de 0ssos
endocondrais. A ossificacdo endocondral apresenta 4 etapas: a resposta inflamatoria,
formacdo cartilaginosa, substituicdo do osso primario por cartilagem e formacédo e
remodelamento do osso secundario (Phillips, 2005; Al-Aqgl et al., 2008). Primeiramente, a
interacdo entre plaquetas e as fibras de colageno expostas no subendotélio dos vasos
sanguineos gera um hematoma em poucas horas ap0s a fratura. Apos esta formacéo, a
secrecdo de certas citocinas atrai células inflamatoérias e células-tronco mesenquimais
(MSCs) (Lauzon et al., 2012), e, entao, o fator induzido por hipéxia 1a (HIF-1a) é expresso
devido aos baixos niveis de oxigénio e este aprimora a regeneracdo 0ssea e a
angiogénese (Wan et al., 2008). Os novos vasos sanguineos sao responsaveis pelo
transporte de MSCs ao local da lesao, as quais irdo se diferenciar em condrdcitos durante
a fase inflamatéria. Estes irdo, entdo, se proliferar e formar uma nova estrutura
cartilaginosa (Lauzon et al., 2012). O crescimento vascular é seguido da formacao da
matriz de colageno, secrecédo osteoide e calcificacdo do tecido cartilaginoso. Finalmente,
o remodelamento 0sseo ird ocorrer por varios meses, no qual o novo 0sso sera modelado

para sua forma original.



Ja a ossificagcdo intramembranosa ocorre principalmente durante o
desenvolvimento inicial de ossos planos, como os o0ssos do cranio, mandibula e
claviculas, além de auxiliar na regeneracédo de fraturas. Neste processo, algumas MSCs
se diferenciam em vasos capilares, enquanto outras se diferenciam em osteoblastos com
a capacidade de produzir uma matriz de colageno com sais de calcio (Gilbert, 2000). Os
osteoblastos produzem, entdo, um colar 6sseo ao redor da regido hipertrofica e,
finalmente, a ossificacdo priméria se forma ao longo do osso através do crescimento de

vasos sanguineos. (Olsen, 2006).

3.2 BIOMATERIAIS

A utilizacdo de materiais em aplicacdes médicas remonta ha milhares de anos e
teve enorme impacto no tratamento de lesdes e doencas. Ao longo da histéria, materiais
naturais, como madeira e 0ss0s, e alguns metais foram testados para tratar diversos
traumatismos; entretanto, somente apos a introducéo das técnicas de assepsia cirdrgica
pelo médico e cirurgido Joseph Lister na década de 1860, o desenvolvimento de
biomateriais se tornou expressivamente significativo. Através do aumento da nossa
compreensao sobre as estruturas teciduais, doengas e biologia desenvolvimentista, as
expectativas com relacdo a interacdo do biomaterial com o organismo tém evoluido.
Inicialmente, o desenvolvimento destes materiais era concentrado em se obter a maior
inércia possivel em sua interacdo com o tecido; hodiernamente, no entanto, grande parte
dos estudos focam na obtencdo de biomateriais capazes de provocar determinadas
reacdes no organismo, como a estimulacdo da regeneracao tecidual (Williams, 2009;
Kuhn, 2011; Hudecki et al., 2018).

O termo “biomaterial” ja foi utilizado para descrever diversos materiais com relacao
a suas aplicacdes e, por isso, hdo se ha um consenso sobre uma definicdo Unica para
essa palavra, possuindo tanto definicdes amplas quanto definicbes mais restritas. Park e
Lakes (2007) definem o termo “biomaterial” como qualquer material utilizado para
elaborar dispositivos para substituir uma parte ou funcéo do corpo de maneira segura,

confiavel, econdémica e fisiolégicamente aceitavel (Park e Lakes, 2007). No entanto, o
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desenvolvimento de novas tecnologias na area da saude, como os sistemas de liberacéo
de farmacos e genes, a engenharia de tecidos e a terapia celular, tém expandido e
inovado as aplicagbes dos biomateriais, exigindo definicbes mais coerentes a estas
novas aplicacoes.

Em 2009, Williams propds uma definicdo mais abrangente para o termo, de forma
a considerar estas novas tecnologias e desenvolvimentos, incluindo materiais e
substancias projetadas para exercer fungdes no cuidado da salde e de desempenho
controlado por sua interacdo com o organismo. Williams potencializa a ideia de que o
termo biomaterial deve estar relacionado a area da saude e que o material classificado
com este termo deve apresentar interface com os tecidos ou com seus componentes. A

proposta é de que biomaterial seja definido como

uma substancia que foi projetada para assumir uma forma na qual,
sozinha ou como parte de um sistema complexo, € usada para
direcionar, pelo controle das interagdes com componentes de sistemas
Vivos, 0 curso de qualquer procedimento terapéutico ou diagndstico, na
medicina humana ou veterinaria.

(Williams, 2009)

Apesar das inumeras diferencas entre as definicbes especificas adotadas por
diferentes autores, todas assumem como requisito basico de um biomaterial a
biocompatibilidade. Esta propriedade foi definida na | Conferéncia de Consenso da
Sociedade Europeia para Biomateriais como a habilidade de um material de atuar com
uma resposta apropriada do hospedeiro em uma aplicacdo especifica (Williams, 1999;
Anderson, 2019). A biocompatibilidade de um material € determinada por dois fatores: a
resposta que o material estimula no organismo e a resposta induzida pela degradacéao

do material provocada pela sua interagdo com o organismo (Hudecki, et al., 2018).

Os biomateriais podem ser classificados de acordo com a resposta fisiologica que
provocam nos tecidos adjacentes aos implantes. Hench e Wilson (2013) propde esta
classificacdo em 4 categorias: toxicos, quase inertes, bioativos e reabsorviveis
(Elshahawy, 2011).



Toxicos:

Materiais que causam a necrose dos tecidos adjacentes ao implante ou liberam
substancias capazes de serem transportadas pelo organismo e causar danos sistémicos
ao hospedeiro. Tipicamente, esse tipo de reacdo ndo € aceitdvel em um biomaterial

considerado adequado a aplicacao.

Biotoleraveis:

Materiais apenas tolerados pelo organismo, sem causar reacfes toxicas a este,
mas provocando a formacdo de uma camada envoltéria de tecido fibroso, de forma a
isolar o implante dos tecidos adjacentes. A espessura do tecido formado depende de
fatores relacionados ao implante - como composi¢cdo, morfologia e porosidade da
superficie -, ao organismo - como circulacdo sanguinea no local, tipo, idade e estado de
salude do tecido em contato com o implante - e a movimentacdo da interface
implante/tecido. Tipicamente, pode-se inferir que quanto mais reativo for o material do
implante, maior serd a camada de tecido fibroso formado. Esta categoria engloba a

grande maioria dos metais e dos polimeros utilizados como biomaterial.

Bioinertes:

Materiais que provocam a formacdo de minima camada de tecido fibroso no
entorno do implante, sendo uma camada praticamente inexistente. O material libera
alguns tipos de componentes em quantidades minimas, apresentando baixa e passageira
resposta fagocitica. Essa categoria engloba a alumina, a zirconia, o carbono e as ligas
de titanio.

Bioativos:

Materiais que provocam a formacéo de ligagbes quimicas com o tecido adjacente
ao implante e/ou a regeneragédo deste tecido. Esta ligagdo imita a interface formada
durante a regeneracéo tecidual e garante uma boa fixacao do implante, prevenindo a sua
movimentagao. A interface formada esta em equilibrio dindmico com os tecidos e, dessa

forma, se modifica com o tempo.



Bioabsorviveis:

Materiais que sdo dissolvidos ou reabsorvidos pelo organismo e sédo substituidos
pelo tecido adjacente. Um biomaterial desta categoria ndo pode apresentar produtos de
degradacgéo que provoquem danos ao organismo e devem apresentar a possibilidade de

serem degradados pelos fluidos corporais ou ser digerido por macrofagos.

Além das consideracgfes fisioldgicas, € de extrema importancia considerar as
solicitacdes mecanicas que serdo aplicadas aos biomateriais implantados. Essas
solicitacdes contribuem para a falha de implantes e deverdo ser consideradas para cada
aplicacdo, ja que o material implantado deve apresentar propriedades mecanicas
compativeis com os esfor¢os aplicados no local de implantagéo, especialmente em casos

de implantes de longa vida util.

Alguns exemplos de biomateriais e suas respectivas aplicacées no corpo humano

estdo representados na Figura 2.

Implantes Dentarios
CF/C, Sic/C
Aparelhos Dentarios
GF/PC, GF/PP, GF/Nylon, GF/PMMA, Nitinol
Pontes Dentarias
UHMWPE/PMMA, CF/PMMA, GF/PMMA
Materiais para Restauragdo Dentaria
Silica/BIS-GMA; HAp/2,2’ (4-metacriloxidietoxifenil)

Substituicdo Ossea
HAp/PHB, HAp/PEG-PHB, CF/PTFE, PET/PU,
HAp/HDPE, PET/PU, HAp/PE, Biovidro/PE,
Biovidro/PHB, Biovidro/OS, HAp/PLA

Enxertos Vasculares
Células/PFTE, Células/PET,
PET/Coldgeno, PET/Gelatina,
PU/PU-PELA

Parafusos, Placas, Pinos,
Hastes e Discos para Coluna
CF/PEEK, CF/Epéxi, CF/PS,
Biovidro/PU, Biovidro/PS,
PET/Hidrogéis

Préteses para Parede Abdominal
PET/PU, PET/Colageno Articulagio dos Dedos

PET/SR, CF/UHMWPE

Artroplastia Total de Quadril

Pinos Intramedulares
CF/LCP, CF/PEEK, GF/PEEK

CF/Eptxi, CF/C, CF/PS, CE/PEEK,
CF/PTEE, CF/PE, UHMWPE/UHMWPE

Tenddes/Ligamentos
PET/PHEMA, KF/PMA, KF/PE,
CF/PTFE, CF/PLLA, GF/PU

Substituicdo de Cartilagem
PET/PU, PTFE/PU, CF/PTFE

Cimento Osseo
Particulas 6sseas/PMMA, TitAnio/PMMA,
UHMWPE/PMMA, GF/PMMA, CF/PMMA,
PMMA/PMMA, Biovidro/Bis-GMA

Placas e Parafusos Ortopédicos
CF/PEEK, CF/Epoxi, CF/PMMA, CF/PP,
CF/PS, CF/PLLA, CF/PLA, KF/PC,
HAp/PE, PLLA/PLDLA, PGA/PGA

Artroplastia Total de Joelho
CF/UHMWPE, UHMWPE/UHMWPE

Fixagdo Externa
CF/Epoxi

Figura 2: Exemplos de aplicagbes de biomateriais.

Fonte: Adaptado de (Hasirci e Hasirci., 2018)



3.2.1 Biomateriais ceramicos

Os materiais ceramicos foram utilizados como biomateriais, inicialmente, devido a
sua inércia, de forma que, ao serem aplicados, estes materiais provocassem minima ou
nenhuma reacédo do tecido. Entretanto, com o aumento do conhecimento na é&rea, o
desenvolvimento de biomateriais ceramicos passou a focar em materiais capazes de
provocar reacoes especificas no organismo, induzindo a regeneracao tecidual e a ligacéo
interfacial entre o material e os tecidos adjacentes. Assim, as ceramicas bioativas

passaram a ganhar mais espaco nesta area (Loureiro dos Santos, 2002).

As ceramicas apresentam diversas vantagens para aplicacdo como biomateriais,
como sua biocompatibilidade e alta resisténcia ao desgaste e a compressao, e podem
ser utilizados em diversas fases, dependendo da aplicacdo desejada. As bioceramicas
podem ser aplicadas como monocristais, policristais, vidros, vitroceramicas ou
compositos e podem atuar com a funcéo de substituicdo ou regeneracao de tecido 0sseo,
preenchimento de cavidades, aplicacdes odontolégicas ou como recobrimento de
implantes, de forma a promover a ligagéo interfacial entre tecido e implante (Kuhn, 2011;
Hench e Wilson, 2013).

Em casos em que o material ceramico é utilizado como material de implante, a
fixacdo destes ao tecido adjacente pode ocorrer de diferentes formas. A classificacao
desta pode ser resumida nas seguintes classes: fixacdo morfoldgica, fixacdo biologica,

fixacdo bioativa e fixacdo de implantes bioabsorviveis (Hasirci e Hasirci, 2018).

Fixacdo morfoldgica

Implantes nos quais a fixacdo ocorre através da adicao de cimentos entre a peca
e 0 tecido ou que sao encaixados ao local de implantagc&o por pressao, ndo permitindo a
existéncia de espacos para a movimentacdo da protese. Préoteses de Al203 mono ou

policristalina sdo exemplos de bioceramicas implantadas com este tipo de fixacao.

Fixacao bioldgica

Implantes de ceramicas porosas e inertes nos quais a fixacdo ocorre pelo

crescimento do tecido dentro dos poros, impondo um travamento mecanico da protese.
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Alguns exemplos desta fixacdo seriam as aplicacbes de implantes de alumina

policristalina ou de implantes metalicos com recobrimento de hidroxiapatita.

Reparo Craniano
Biovidros

Ceratoprodtese
Alumina

p Otorrinolaringoldgico
Alumina
Hidroxiapatita (HAp)

Biovidro
e Vitroceramicas bioativas
" Compodsitos bioativos
P8 ~ . .
gv Reconstr.u;ao Maxilofacial
g Alumina

‘ Hidroxiapatita
[y g Compésito HAp/PLA
A‘g Biovidros
— Implantes dentarios
—‘\\l"ﬁ Alumina
k\Q. / HAp, recobrimento de Hap
\ = = / Biovidros
§__— 7 Selamento endoddntico
\ ) Ca(OH),
\ (™" /
&\ ‘Ei /// Aumento da Crista Alveolar
AN 7 Alumina
§ =N\ HAp; TCP
_5 g Compodsito 6sseo de HAp autégena
‘=' ‘l Compésito HAp/PLA
N Biovidro
- \ Obliteracao de Bolsa Periodontal
HAp
‘ TCP

Sais de calcio e fosforo
.‘ Compdsito HAp/PLA
PO Biovidro
’ “\\\ Dispositivos para Acesso Percutaneo
ik Vitroceramicas bioativas
1% Biovidros
Y HAp
Recobrimento de carbono pirolitico
Compdsitos bioativos
Valvulas Cardiacas Artificias
Recobrimento de carbono pirolitico
Cirurgias de Coluna
Vitroceramicas bioativas
(& HAp

Reparo de Crista lliaca
Vitroceramicas bioativas

Preenchimentos Osseos

Sais de calcio e fosforo

Granulos de biovidro

Granulos de vitroceramicas bioativas
Aplicagbes ortopédicas de alta carga

Alumina

Zirconia

Compésito de PE/HAp

e Recobrimento de HAp sobre metais
0'?‘ % Recobrimento de biovitro sobre metais
> '\\\ Dispositivos de Fixacdo Ortopédica

g - Compésito de PLA/fibra de carbono

Compésito de PLA/fibra de biovidro
Tenddes e Ligamentos Artificais

Compoésito fibra de carbono
Articulagdes

HAp

Figura 3: Aplicacgdes clinicas de bioceramicas.

Fonte: Adaptado de (Hench e Wilson, 2013).

Fixacao bioativa

Implantes de ceramicas com superficie reativa que se fixam diretamente ao tecido
0sseo através da formacéo de ligagdo quimica com o tecido. Esta fixagcdo ocorre na

aplicacéo de biovidros, vitroceramicas, ceramicas funcionalizadas e hidroxiapatitas.
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Fixacdo de implantes bioabsorviveis

Implantes sdo fixados brevemente ao tecido, j& que estes sdo projetados a
apresentar lenta absor¢édo ao organismo, sendo substituidos pelo tecido original em que
esta implantado. Sulfato de calcio e diversos fosfatos de calcio estdo presentes nesta

classe de fixacao.

Alguns exemplos de aplicag@es clinicas frequentes de materiais ceramicos estao

representados na Figura 3.

3.2.1.1 Cimentos de Fosfato de Céalcio

Inicialmente sugeridos como possiveis materiais para a restauracao dentaria por
LeGeros (LeGeros, Chohayeb e Schulman, 1982) e primeiramente desenvolvidos com
sucesso por Brown e Chow (Brown e Chow, 1983), os Cimentos de Fosfato de Calcio
séo, atualmente, um dos mais promissores materiais para substituicdo e preenchimento
0sseo (Zhang et al., 2014; Feng et al., 2020). Estes materiais atraem crescente interesse
devido a sua excelente biocompatibilidade, bioatividade e osteocondutividade, além de
possuirem facil manuseio, alta moldabilidade e apresentarem produtos de composi¢ao

similar a matriz mineral 6ssea ao passarem por seu processo de cura (Liu et al., 2013).

De forma ampla, os Cimentos de Fosfato de Calcio, podem ser descritos como
cimentos hidraulicos, que sdo formados através da mistura de um ou mais ortofosfatos
de célcio com uma fase liquida, de forma a se obter uma pasta com a habilidade de
passar pelo processo de cura e endurecer apés ser aplicada no organismo (Ginebra et
al., 2010).

O cimento desenvolvido por Brown e Chow (1983), consistia de uma mistura entre
fosfato tetracalcico (TTCP) e fosfato de célcio dihidratado (DCPD), entretanto, diversos
outros sistemas foram desenvolvidos desde entdo, e pode-se realizar a classificagéo

destes nas seguintes categorias (Jansen et al., 2005):

1. Cimentos obtidos de um ou mais compostos de fosfato de calcio (CaP) sob mistura
com agua ou com uma solugéo contendo calcio ou fésforo. O endurecimento é
obtido através da formacao de um ou mais fosfatos de calcio no cimento.
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2. Cimentos obtidos através da mistura de CaP’s com fase liquida de algum acido
organico. O endurecimento ocorre através da formacédo de complexos entre o

calcio e o acido orgéanico.

3. Cimentos similares aos descritos no item 2, entretanto a fase liquida utilizada
consiste na utilizacdo de uma solucao polimérica e o endurecimento ocorre atraves

da formacéo de HAp ou de complexos de calcio e polimero.

4. Cimentos que sdo compdésitos entre CaP e polimeros. Neste caso, o fosfato de
calcio atua como o reforco do compdésito e ndo apresenta papel significativo no

endurecimento do cimento.

O endurecimento do material ocorre, principalmente, através da dissolucdo do
CaP utilizado e da posterior precipitacdo de cristais entrelacados, 0s quais atuam
aumentando a resisténcia mecéanica do CPC e apresentam alta area superficial e
microestrutura particular (Liu et al., 2013; O’Neill et al., 2017). Esta reacéo de cura ndo é
exotérmica e nao libera substancias téxicas ao organismo, 0 que representa vantagens
sobre a utilizacdo de poli(metilmetacrilato) (PMMA), atualmente muito utilizado como
cimento ésseo em cirurgias ortopédicas (He et al., 2015; Lodoso-Torrecilla et al., 2021).

A similaridade quimica desses materiais provém justamente deste processo de
cura. Tanto a formacao éssea, quanto o endurecimento dos CPC’s ocorrem através da
precipitacdo de CaP em solucdes aquosas e sob temperatura fisiol6gica, desta forma, a
composicao quimica e a microestrutura obtidas podem ser trabalhadas para apresentar

semelhanca intima com a hidroxiapatita bioldgica.

Entretanto, as propriedades mecanicas destes cimentos ndo sdo adequadas para
a aplicacdo ortopédica em sistemas de alta solicitagdo, somente sendo utilizado em

aplicacdes bucomaxilofaciais (Canal e Ginebra, 2011; Cao et al., 2014).

3.2.1.2 a-Fosfato Tricalcico

O Fosfato Tricalcico apresenta 3 formas alotrOpicas: a fase de baixa temperatura,
B-TCP, e as fases de alta temperatura a- e a’-TCP, entretanto, a fase a’ somente existe

a temperaturas superiores a 1430°C e, abaixo desta, se reverte quase instantaneamente
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a sua fase a (Carrodeguas e De Aza, 2011). Desta forma, as fases significativas em
aplicacoes de baixa temperatura sao as fases a-TCP e B-TCP. Apesar de terem a mesma
composi¢cdo quimica, estas fases se diferenciam significativamente em sua estrutura
cristalina, densidade e solubilidade, fatores que determinam suas propriedades
bioldgicas e aplicacdes clinicas. O a-TCP é consideravelmente mais soltvel que sua fase
B, por exemplo, 0 que permite que este apresente tempos de cura mais apropriados para

aplicaces clinicas (Gbureck et al., 2005).

A estrutura do a-TCP foi primeiramente descrita por Dickens e Brown em 1972
como sendo similar a estrutura da glaserita [KsNa(S0Oa4)2)] (Dickens and Brown, 1972) e,
posteriormente, esta foi mais detalhadamente estudada por Mathew (Mathew et al., 1977)
e por Yashima e Sakai (Yashima e Sakai, 2003). Esta fase apresenta uma estrutura
monoclinica em que ions de Ca?* e PO4* sdo empacotados em colunas ao longo da
direcéo [0 0 1] da estrutura cristalina em colunas denominadas de C-C e C-A. As colunas
C-C apresentam somente céations de Ca?* e sdo envoltas por 6 colunas C-A, as quais
apresentam tanto cations de Ca?* quanto anions PO4%, conforme pode-se observar na
Figura 4. Os parametros da rede cristalina do a-TCP, assim como do B- e a’-TCP, se

encontram na Tabela 2.

Figura 4: Representacéo esquematica da estrutura do a-TCP. Projecao (a) de vista superior da célula
unitaria ao longo da direcéo [0 0 1] e (b) projecgéo fracional das células unitarias no plano bc,
evidenciando a disposicéo dos atomos ao longo da direcéo [0 0 1]. Atomos Ca2* em verde e P5* em roxo.

fons O n&o foram representados para uma melhor clareza da estrutura.

Fonte: Adaptado de (Carrodeguas e De Aza, 2011)

A utilizacdo deste material como cimentos de fosfato de calcio foi impulsionada

pela 6tima reacdo de endurecimento que o a-TCP apresenta. Esta foi primeiramente
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descrita por Monma e Kanazawa em 1976 (Monma e Kanazawa, 1976), entretanto a
primeira formulacdo contendo quantidade substancial de a-TCP com tempo de cura
aceitdvel para aplicacdo clinica foi descrita por Ginebra e colaboradores em 1994
(Ginebra et al., 1994). A reacdo de endurecimento do a-TCP ocorre através de sua
solubilizacdo e reprecipitacdo como hidroxiapatita deficiente em calcio
[Cags(PO4)s(HPO4)OH, CDHA], conforme a reacdo na equacao (1).

3 oa— Ca3(P02)2 + HzO s Cag(PO4)5(HPO4)OH (1)

Os cimentos de fosfato de calcio baseados em a-TCP apresentam oOtima
biocompatibilidade, bioatividade, bioabsortividade e osteoconducéao, ou seja, além de ser
compativel com o organismo, este material forma ligacdo quimica com o tecido 6sseo e

estimula o crescimento e diferenciacao de células 6sseas.

Tabela 2: Parametros de rede das estruturas polimdrficas do Fosfato Tricalcico.

Propriedade Forma alotrépica de Cas(POa)2

B-TCP a-TCP o'-TCP
Simetria Romboédrica Monoclinica Hexagonal
Grupo espacial R3C P21/a P63/mmc
a (nm) 1,04352(2) 1,2859(2) 0,53507(8)
b (nm) 1,04352(2) 2,7354(2) 0,53507(8)
¢ (nm) 3,74029(5) 1,5222(3) 0,7684(1)
a (%) 90 90 90
B (%) 90 126,35(1) 90
v (©) 120 90 120
D 3,066 2,866 2,702

Fonte: Adaptado de (Carrodeguas e De Aza, 2011).

Como o a-TCP é metaestavel a temperatura ambiente, somente sendo estavel
entre 1115 e 1465°C (Carrodeguas et al., 2008), ndo é possivel realizar sua sintese por
precipitacdo de solugBes aquosas e, para sua obtencdo, € necessaria a realizacdo de
reacoes em estado solido sob altas temperaturas a partir de precursores de calcio e
fosforo em relacdo Ca/P de aproximadamente 1,5 (Fathi et al., 2015). Assim, existem
duas metodologias principais empregadas na sintese de a-TCP: sintese por via imida e

sintese de por via seca.
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Via Umida:

A sintese por via Umida consiste na precipitacdo em solu¢cdo aquosa de
hidroxiapatita deficiente de céalcio (CDHA, Ca/P=1,5) e sua posterior transformacéo

térmica em a-TCP. Esta segue 0 a reacdo apresentada na equacao (2).
Cag(HPO4)(P04)s(OH) () = 3 aCaz(P04); 5y + H,0 (59 T =1150°C  (2)
Via seca:

A sintese por via seca consiste na reacdo de estado sélido entre 0s precursores
de a-TCP. Esta € a sintese mais reportada na literatura e as reacdes mais empregadas
estdo descritas nas equacoes (3), (4), (5) e (6) (Carrodeguas e De Aza, 2011). Apos a
homogeneizacdo dos precursores, estes sdo tratados termicamente acima da

temperatura de transformacao, geralmente entre 1250 e 1500°C.
CaCO05 5y + 2CaHPO, 5y = aCaz(P0,); () + CO; (g + H20 (g 3)
3CaC0; ) + 2NH,H,PO, () > aCasz(P0O,); (5) + 3C0; gy + 3H,0 (4) + 2NH; () 4)
CaCO03 (5) + CayP,07 () = aCas(P0,), ) T €0z (g (5)

CalO(P04)6(0H)2 () + 2CClHP04 () i 4-aCa3(PO4)2 (s) + ZHZO ) (6)

3.2.2 Biomateriais poliméricos

A utilizacdo de biomateriais poliméricos tem sido impulsionada cada vez mais com
0 passar dos anos, pois estes apresentam diversidade de composi¢cdes, grande
diversidade de materiais e grande variedade de propriedades, as quais podem ser
adequadas a aplicacdo desejada. Além disso, estes se assemelham aos materiais de
ocorréncia natural no organismo, como as matrizes extracelulares, e podem ser obtidos

em formas complexas através de diversos métodos de fabricagao.

Polimeros sintéticos apresentam diversas vantagens sobre os naturais, como a
reprodutibilidade das suas propriedades e a possibilidade de serem sintetizados em

grande escala (Loureiro dos Santos, 2017). Entretanto, a variedade de maior interesse
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dos pesquisadores para aplicacdo biomédica €, atualmente, a dos polimeros naturais,
como proteinas e polissacarideos. Este interesse € promovido, principalmente, pela
grande semelhanca dos polimeros naturais com os tecidos presentes no organismo, o
que promove O6tima biocompatibilidade nestes materiais. (Kuhn, 2011). Além disso,
polimeros naturais apresentam menor incidéncia de toxicidade e inflamacédo quando
comparados a materiais sintéticos e apresentam custo relativamente baixo, o que faz
com que estes sejam de grande interesse em setores de alto valor, como o setor

farmacéutico e biomédico. (Smith, Moxon e Morris, 2016).

3.2.2.1 Fibroina de Seda

A seda tem sido utilizada como biomaterial para o tratamento de ferimentos ha
séculos e € um polimero natural produzido por diferentes insetos e aracnideos, de forma
a apresentar uma grande diversidade de propriedades e estruturas. A seda de maior
interesse e caracterizacdo na area de biomateriais é a produzida pelo bicho-da-seda
Bombix-mori, a qual apresenta maiores concentracbes de aminoacidos basicos
(arginina), acidos (acido aspartico) e polares (serina) em sua estrutura e permitem uma
maior adesao celular (Malafaya, Silva e Reis, 2007; MaclIntosh et al., 2008; Melke et al.,
2016). Esta é formada, principalmente, por duas proteinas: a sericina (proteina globular)
e a fibroina (proteina fibrosa), com estrutura em que 2 fibras de fibroina sdo envolvidas
por uma camada de sericina, conforme a Figura 5. A sericina € uma proteina hidrofilica,
soluvel em 4gua e de aspecto glutinoso que constitui 25-30% da massa da seda (Melke
et al., 2016a; Bhattacharjee et al., 2017; Qi et al., 2017). Entretanto, diversos estudos
apontam que esta € responsavel por diversas respostas imunogénicas apos sua
implantac&o e, por isso, € necessario que a seda passe por um processo fisico-quimico
denominado de degomagem para a retirada desta proteina (Kaplan et al., 1994, McGrath
e Kaplan, 1997, Li et al., 2014). Assim, as aplicacdes atuais da seda como biomaterial

tém como foco a utilizacdo da fibroina de seda.

A fibroina € um polimero semicristalino com estrutura que consiste em uma cadeia
hidrofébica densa (~390 kDa, H) e uma cadeia hidrofilica leve (~26kDa, L), as quais sédo

unidas atravées de uma ligacdo dissulfidica, formando um complexo H-L. Uma
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glicoproteina P25 (~25kDa) também é ligada ao complexo H-L através de uma ligacéo
nao-covalente, de forma a se ter uma proporcao 6:6:1 entre a cadeia-H, a cadeia-L e P25.
A composicao de aminoacidos presentes na fibroina consiste principalmente em Glicina
(Gly, 43%), Alanina (Ala, 30%), Serina (Ser, 12%) e pequenas quantidades de Tirosina
(Tyr), os quais estéo distribuidos nas cadeias H e L. (Qi et al., 2017; Farokhi et al., 2018).
As cadeias H séo formadas pela repeticdo de uma sequéncia hexapeptidica Gly-Ala-Gly-
Ala-Gly-Ser e de uma sequéncia dipeptidica Gly-Ala/Ser/Tyr, formando estruturas B-sheet
antiparalelas estaveis. J4 as cadeias-L sdo nao-repetitivas e, por isso, se tornam
relativamente mais elasticas e hidrofilicas (Kundu et al., 2013; Qi et al., 2017; Farokhi et
al., 2019).

Estruturalmente, a fibroina apresenta dominios cristalinos e amorfos e é analoga
ao colageno tipo | (Col-l) presente no tecido 6sseo (Farokhi et al., 2016; Coelho et al.,
2020). Os dominios amorfos sao formados, principalmente, por acido aspartico. Ja a
estrutura cristalina pode ser de 3 conformacdes principais: Seda |, Seda Il e Seda lll. A
Seda | € uma estrutura soluvel em agua e metaestavel, formada por conformacdes
random coil e a-helix, pertencendo ao sistema ortorrébmbico e podendo ser transformada
em Seda Il através de tratamentos com metanol e fosfato de potassio. A Seda Il € a
conformacao da fibroina em uma estrutura de 3-sheets antiparalelas, a qual pertence ao
sistema monoclinico, facilita o crosslink com proteinas através de ligacdes de hidrogénio
e Van der Waals e contribui para a rigidez e resisténcia a tracao da fibroina. J4 a estrutura
Seda lll, apresenta uma estrutura helicoidal e se forma somente em interfaces agua/ar
(Wang, Nemoto e Senna, 2004; Vepari e Kaplan, 2007; Morgan et al., 2008; Wei et al.,
2011; Li et al., 2014; Mottaghitalab et al., 2015; Volkov, Ferreira e Cavaco-Paulo, 2015;
Melke et al., 2016; Farokhi et al.,, 2019). As estruturas Seda | e Seda Il estdo

representadas na Figura 5.

As propriedades unicas da SF, como bioabsortividade, biocompatibilidade,
performance mecanica robusta e baixa resposta imunogénica, fazem com que este
polimero seja amplamente discutido e pesquisado como um biomaterial de grande
potencial (Farokhi et al., 2018). Este material apresenta biocompatibilidade superior a de

polimeros comumente usados em aplicacbes médicas, como o colageno e o poli(L-acido
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latico) (PLLA) (Qi et al., 2017) e € adequado para uma grande diversidade de aplicacdes,
como liberacdo controlada de drogas, regeneracao de tecido vascular, tratamentos de
feridas epiteliais e scaffolds para engenharia de tecido ésseo. Isto se deve a alta
facilidade de se obter diferentes nano, micro e macroestruturas de SF através de
diferentes tratamentos e processos (Kundu et al., 2013). Além disso, a bioabsortividade
desse material pode ser facilmente regulada através da quantidade de B-sheet na
estrutura secundéria. Desta forma, materiais obtidos através da solubilizacdo da SF em
meios organicos, 0s quais apresentam maior teor de (-sheet podem levar um ano ou
mais para serem completamente absorvidos in vivo, enquanto os obtidos por
solubilizacdo em meios aquosos sdo completamente absorvidos em menos de 6 meses
(Kong et al., 2004; Wang et al., 2008, 2010; Li et al., 2014).

Nanocristais de B-sheet
antiparalelo com

Re.g~i50 atmot'fa b LA ml ”gacaefsdeedgiﬁf‘)génio
Regido cristalina « . _ _ Hili
& Il
Fibroina 2 8 E ,.(J, adaxs
) Fibrila de § WS Bl

Fibrof
Fibra de seda foroina R -
(d=10-25 um)

Mistura de a-helix,
"~ Camada de sericina B-sheei:erg:gom coil

Figura 5: Representacéo esquematica da estrutura da fibroina de seda.

Fonte: Adaptado de (Qi et al., 2017).

Um grande interesse na area da Regeneracéo Tecidual Ossea ¢ a alta capacidade
da fibroina de guiar o crescimento preferencial de cristais de fosfatos de calcio ao longo
do eixo c da estrutura cristalina destes (Marelli et al., 2012; Bhattacharjee et al., 2017;
Mobika et al., 2020). Este crescimento é efetivamente controlado pelo posicionamento e
densidade de grupos carboxila e aminoacidos na superficie da fibroina, ja que os locais
em que estes estdo expostos servem como pontos de nucleacdo para fosfatos de célcio
(Kong et al., 2004; Li et al., 2014). Isso ocorre, pois a exposi¢do destes grupos aniénicos
tende a concentrar ions de calcio, resultando na supersaturacdo local e posterior
nucleacdo de cristais. Desta forma, € possivel mimetizar a biomineralizacao 6ssea, ja que

fosfatos de célcio crescem ao longo da direcdo preferencial instituida pela SF, resultando
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em cristais com formato de agulha, os quais se assemelham aos presentes na fase

mineral éssea (Li et al., 2008; Huang et al., 2019).

3.2 INTERACAO DO BIOMATERIAL COM O CORPO

A partir da implantacdo de um material no organismo, uma série de reacdes é
desencadeada no organismo, tanto no meio fisioldgico quanto no sistema imunoldgico. A
resposta inicial € a formacdo, em um periodo de nanosegundos, de uma camada
hidratada sobre a superficie do implante. Posteriormente, proteinas da matriz extracelular
sdo adsorvidas na superficie do material implantado, formando uma camada proteica, e,
entdo, as células entram em contato com a superficie do implante, interagindo com este
através das proteinas adsorvidas (Roach et al., 2007). Esta adsorcédo superficial de
células e proteinas ocorre somente se a topografia e propriedades quimicas e mecéanicas
do implante sejam adequadas para que esta ocorra.

Ja a resposta inflamatdria do sistema ocorre através do aumento da circulacédo
sanguinea, aumento da atividade metabdlica e acumulo de fluido extracelular no local de
dano tecidual. Quando este dano ocorre, seja devido a lesdo ou a implantacao, neutréfilos
sdo atraidos ao local, assim como células mononucleares e macréfagos. Estas células
atacam e digerem os microrganismos e detritos do tecido danificado. O estégio inicial da
resposta inflamatéria € completado em 4-5 dias, no qual ocorre a revascularizacdo da
area e a reconstrucado do tecido danificado (Hasirci e Hasirci, 2018).

Como a interacao do material com o corpo ocorre na interface implante-tecido, as
propriedades superficiais do material determinam como se dardo as interacdes entre o
implante e o organismo. Esta interacdo causa efeitos no organismo e no biomaterial, os
quais podem ser benéficos ou deletérios, podendo resultar a falha do implante,
necessidade de demais procedimentos cirlrgicos e até o 6bito do paciente (Ratner et al.,
2004; Hasirci e Hasirci, 2018). As possibilidades de interacdo entre os tecidos e o
biomaterial esta representado na Figura 6.
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INTERAGOES BIOMATERIAIS-TECIDOS

Interagoes locais
(na interface biomaterial-tecido)

Efeito do material nos Efeito do ambiente nos

tecidos hospedeiros materiais
Efeitos Fisicos-Mecanicos
e Interagdes sangue-material ¢ Desgaste
o Toxicidade . Fadlga~
o Modificagdo na cicatrizagdo ® Corroséo
¢ Inflamacéo ¢ Corrosdo por tenséo
e Infecgcdo _ o
o Formagio de tumores Efeitos Biologicos

e Adsorgédo de constituintes do
tecido pelo material

e Degradagéo enzimatica
e Calcificagdo

Complicagoes associadas
ao dispositivo

Trombose/ Tromboembolismo
Infeccéo

Falhas na cicatrizagdo

Falha do biomaterial

Reacéo adversa do tecido local
Efeito adverso sistémico

Interagoes sistémicas

Embolizagéo
Hipersensibilidade

Aumento de elementos do
implante no sangue
Transporte linfatico de particulas

Figura 6: Esquema das possibilidades de interacdo entre organismo e implante.

Fonte: Adaptado de (Ratner et al., 2004).
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4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biomateriais e Ceramicas

Avancadas (Labiomat) do Departamento de Materiais da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul (UFRGS).

Na Figura 7 é apresentado o fluxograma com a descri¢cdo da metodologia utilizada

na elaboracao deste trabalho.

Caracterizacdo do
a-TCP

Degomagem da Seda

Sintese do precursor de a-TCP
Solugdo: NaCO; 1g/L em H,0

Precursores: (NH,),HPO, e Ca(NO,),

Caracterizacdo da

degomagem
P N Dissolugdo da Fibroina de Seda - MEV
Calcinagdo do precursor a o L.
1350°C e moagem do material Solvente: Solugdo ternaria de
8 CaCl,, EtOH, H,0

) ]

- DRX
- FTIR

Caracterizagdo da SF

Preparag¢ado do cimento de
fosfato de célcio
Misturas a-TCP + SF

Disposicao da mistura nos
moldes

Permanéncia em camara
umida por 5 dias

Caracterizacao das amostras
de cimento

- DRX

-FTIR

- Resisténcia a Compress&o
- Tenacidade & Fratura

- MEV

Figura 7: Fluxograma das etapas de desenvolvimento do trabalho.

-FTIR

Para o desenvolvimento do trabalho, foram utilizadas fibras seda de 20/22 denier

fornecidas gentilmente pela empresa Bratac.
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4.1 SINTESE DO a-FOSFATO TRICALCICO

O a-TCP foi sintetizado por via Umida, ou seja, através da calcinacdo de uma fase
precursora obtida por precipitacdo em solu¢cdo aquosa, utilizando-se precursores com
concentracdes de Ca?* e PO4* definidas e mantendo-se a relagéo molar de Ca/P em 1,5.
Esta sintese foi selecionada, devido a dificuldade de obtenc&o de a-TCP em fase pura
através do método de via seca, ja que 0s precursores utilizados nesta via de sintese
apresentam teores consideraveis de magnésio (Mg), o qual desloca o equilibrio da reacao
de transformagéo B<a para a formacao de B (Enderle et al., 2005; Carrodeguas et al.,
2008; Frasnelli e Sglavo, 2016).

O procedimento consiste em uma reacdo acido-base, em que uma solugéo de 0,5M
de hidrogenofosfato de amoénio [(NH4)2HPO4, Dinamica -P.A.] foi adicionada com uma
taxa de gotejamento de 14mL/min a uma solucédo 0,5M de nitrato de calcio [Ca(NO3)z,
Labsynth — P.A.] em baldo de fundo redondo de trés bocas sob temperatura de 60°C. A

solucéo final foi mantida nesta temperatura sob agitagéo constante de 250 rpm por 24h.

Tanto o pH quanto a temperatura sdo parametros criticos na sintese do precursor
com a estequiometria correta para a obtencao do a-TCP ap0és a calcinacdo. Desta forma,
se adicionou de hidréxido de aménio [NH4OH, Dindmica-P.A.] ao baldo em 3 etapas: (i)
apos 1min de reacdo, (ii) ap6s a adicao de 50% da solucdo de hidrogeno fosfato de
amonio e (iii) apés a adicdo de toda a solucdo de hidrogenofosfato de amdnio. As
guantidades de solucdo e os parametros utilizados na sintese do material estédo

resumidos na Tabela 3.

Tabela 3: Parametros utilizados na sintese de a-TCP por via imida.

Concentragao Razé&o Ca/P Volume de . Velo_C|dade
pH da mistura Temperatura rotacional de
dos reagentes dos reagentes NH4sOH L«
agitacao
05M 15 85 mL 7-8 60°C 250 rpm

A solucéo foi filtrada a vacuo com um funil de Bichner e a secagem do po
resultante foi realizada em estufa a 100°C por 24h. Posteriormente, o material obtido foi

moido manualmente com almofariz e pistilo de porcelana e peneirado em peneira de
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malha 60 mesh (abertura de 0,250 mm) e calcinado a 1350°C em um forno elétrico
CARBOLITE. Foram utilizadas duas rampas de aquecimento: (i) aquecimento da amostra
até 1100°C sob taxa de aquecimento de 10°C/min e (ii) aquecimento até 1350°C sob taxa
de aquecimento de 5°C/min. A amostra foi mantida a 1350°C por 1 hora e, apds o
patamar, o material permaneceu dentro do forno até atingir a temperatura ambiente.
Finalmente, o produto foi moido com almofariz e pistilo de porcelana e peneirado em

peneira com malha 200 mesh (abertura de 0,074 mm).

4.2 OBTENCAO DA SOLUCAO DE FIBROINA DE SEDA
4.2.1 Degomagem da seda

Para a obtencéo da fibroina de seda, foi realizado, primeiramente, o processo de
degomagem das fibras de seda, processo necesséario para a remocdo da camada de
sericina. Foi utilizado o processo descrito por Li et al. em 2002 (Li et al., 2002). Para isso,
fibras de seda foram imersas em uma solucédo 1g/L de carbonato de sédio [Na2COs,
Dinamica — P.A.] a 85°C e mantidas sob agitagdo constante por 30min. Este
procedimento foi repetido 3 vezes, realizando-se a troca da solucao entre as repeti¢cdes.
Apos, as fibras foram enxaguadas e imersas em agua destilada (H20) a temperatura
ambiente por 30min sob agitacdo. As fibras resultantes do processo foram secas em uma
estufa a 40°C por 24h.

4.2.2 Dissolucédo da fibroina de seda

Para a dissolucéo das fibras de SF, foi preparada uma solucéo ternéria de cloreto
de calcio [CaClz, Dinamica, P.A.], etanol [EtOH, Dinamica, P.A.] e 4gua, com proporgao
molar de 1:2:8. As fibras foram adicionadas a solu¢cdo em quantidades adequadas para
a obtencao de solugdes com 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 e 4% em massa de SF e mantidas sob
agitacdo por 4h a temperatura de 80°C. As solugBes foram armazenadas em um

refrigerador para a evitar a diminuicdo da massa molar das cadeias poliméricas.
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4.3 PREPARACAO DO CIMENTO DE FOSFATO DE CALCIO

O cimento de fosfato de calcio foi obtido através da mistura de do a-TCP
sintetizado com a solucdo de fibroina de seda em quantidades adequadas para a
obtencdo de uma pasta com 25% em massa de solucdo de SF, ou seja, uma razéo
liquido-p6(L/P) de 0,33 mL/g. A mistura foi realizada manualmente, utilizando-se uma
espatula de aco inoxidavel, até a obtencdo de uma pasta homogénea. Este processo foi
realizado para as diferentes solugbes de fibroina de seda. A pasta obtida foi transferida
manualmente aos moldes especificos de cada ensaio a ser realizado e foi mantida nestes
por 15min. Posteriormente, as amostras foram retiradas dos moldes e colocadas em uma

camara umida a 60°C por 5 dias.

As concentragfes massicas de SF em cada variante de teste e suas respectivas

nomenclaturas se encontram na Tabela 4.

Tabela 4: Nomenclatura e porcentagens massicas de fibroina de seda em cada variante de teste.

Concentragdo massica

Concentracéo de SF em Concentracdo massica

Variante solucao (%) de solcui:;né:n?g(g/z;sta de de SF no cimento (%)
SFO 0,0 25 0,000
SF250 1,0 25 0,250
SF375 15 25 0,375
SF500 2,0 25 0,500
SF625 2,5 25 0,625
SF750 3,0 25 0,750
SF875 3,5 25 0,875
SF1000 4,0 25 1,000
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4.4 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS
4.4.1 Caracterizacdo do a-TCP
4.4.1.1 Difragao de Raios-X

As fases cristalinas presentes no p6 obtido foram determinadas qualitativamente
através da andlise de difracdo de raios-x (DRX). Para a analise, foi utilizado um
difratémetro Philips do modelo X’Pert MDP com radiacdo CuKa (A=1,5418 A) e filtro de
Ni ajustado a 40kV e 20mA. A varredura da amostra foi realizada com velocidade do

goniémetro de 0,05°/s e no intervalo de 26 = 20° a 50°.
4.4.1.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

A analise de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
foi aplicada de forma a se verificar os grupamentos quimicos do pé obtido. Para a analise,
foi utilizado um espectrémetro Perkin EImer do modelo Spectrum 1000 em modo de
transmisséo, com espectro na regido de frequéncias entre 400 e 4000cm™2,

4.4.2 Caracterizacado da Fibroina de Seda
4.4.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura

Para verificar a eficiéncia do processo de degomagem da seda, foi realizada a
obtencado de imagens de MEV. A obtenc¢éo das imagens foi realizada em um microscoépio
JEOL modelo JSM 6060 com feixe de 15kV e sob ampliagcdo de 300x. Previamente a
analise, foi realizada a metalizacdo da superficie da amostra com fina camada de ouro

de forma a se melhorar a conducdo da amostra.

4.4.2.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

A analise de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
foi aplicada de forma a se verificar os grupamentos quimicos do polimero apds o0 processo

de degomagem. Para a analise, foi utilizado um espectrémetro Perkin Elmer do modelo
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Spectrum 1000 em modo ATR, com espectro na regido de frequéncias entre 600 e
4000cm™.

4.4.3 Caracterizacdo das amostras de cimento de fosfato de célcio
4.4.3.1 Difracdo de Raios-X

As fases cristalinas presentes nos CPCs obtidos apds armazenamento em camara
umida foram determinadas qualitativamente através da andlise de difracdo de raios-x
(DRX). Para a analise, foi utilizado um difratdmetro Philips do modelo X’'Pert MDP com
radiacio CuKa (A=1,5418 A) e filtro de Ni ajustado a 40kV e 20mA. A varredura da
amostra foi realizada com velocidade do gonidmetro de 0,05°s e no intervalo de 26 = 20°
a 50°. Esta andlise foi realizada em todas as variantes de CPC obtidas neste trabalho.

4.4.3.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

A andlise de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
foi aplicada de forma a se verificar os grupamentos quimicos do cimento de fosfato de
calcio obtido. Para a andlise, foi utilizado um espectrémetro Perkin EImer do modelo
Spectrum 1000 em modo de transmissao, com espectro na regido de frequéncias entre
400 e 4000cm™™.

4.4.3.3 Resisténcia a Compressao

Para a avaliacdo da resisténcia a compressao dos cimentos obtidos, foi seguida a
norma ASTM F451-20, a qual é utilizada para ensaios de compressdo de cimentos

dsseos.

Os cimentos foram conformados em moldes cilindricos de diametro de 6mm e
altura de 12mm, conforme a Figura 8, e mantidos no molde por 15min. Posteriormente,
as amostras foram retiradas dos moldes e mantidas em uma cadmara com umidade
relativa de 100% por 5 dias a temperatura de 60°C. Apds o periodo em camara Umida,
as amostras foram submetidas a analise visual direta, com objetivo de verificar a
integridade destas. As amostras com defeitos visiveis como fissuras e trincas foram

descartadas.
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Figura 8: Geometria das amostras para 0s ensaios de resisténcia a compressao.

O teste de compresséao foi realizado em um equipamento de ensaio mecanico
universal INSTRON modelo 3369, com taxa de travessa de Imm/min e célula de carga
de 2kN. A resisténcia a compressao do material é definida pela tensdo de ruptura do
corpo de prova, a qual depende da forca aplicada atuante na area transversal. Este valor
é calculado conforme a equacéo (7), em que o é a tensdo de ruptura em MPa, F é a forca
aplicada no momento de fratura em N e A € a area transversal do corpo de prova em
mm?. Foram ensaiadas 5 amostras de cada uma das variantes de concentracdo de

fibroina de seda.
F
o= (7)
4.4.3.4 Tenacidade a Fratura

Para a avaliagédo da tenacidade a fratura (Kic) dos cimentos obtidos, foi seguida a
norma ASTM E399-20a, norma utilizada para a definicdo da tenacidade a fratura de

cimentos 6sseos (Guandalini, Baleani e Viceconti, 2004).

Os cimentos foram conformados em moldes retangulares de 5,5mm de espessura,
11mm de altura e 50mm de comprimento, conforme a Figura 9, e mantidos no molde por
15min. Posteriormente, as amostras foram retiradas dos moldes e mantidas em uma
camara com umidade relativa de 100% por 5 dias a temperatura de 60°C. Apds o periodo
em camara umida, foi induzida um entalhe de 5mm no meio do comprimento da amostra,

conforme a Figura 9, e as amostras foram submetidas a analise visual direta, com objetivo
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de verificar a integridade destas. As amostras com defeitos visiveis como fissuras e

trincas indesejadas foram descartadas.

I 11mm C-2d
n 5mm
1
e 25mm ! 25mm T - <
5,5mm

Figura 9: Geometria das amostras para os ensaios de tenacidade a fratura.

———— 40 mMm ——————————>

)
A

e | —

Figura 10: Configuracéo do modo de flexdo 4 pontos utilizado no ensaio de tenacidade a fratura.

O teste de tenacidade a fratura foi realizado em um equipamento de ensaio
mecanico universal INSTRON modelo 3369 em modo de flexao 3, pontos com montagem
conforme o esquema representado na Figura 10. Foi utilizado taxa de travessa de
1mm/min e célula de carga de 2kN. A tenacidade a fratura do material é definida pela
equacao (8) e depende da forga aplicada sob o corpo de prova (F), da distancia entre os
apoios do ensaio (S), da espessura (B) e altura da amostra (W) e de uma funcéo

dependente a razdo entre o comprimento do entalhe (a) e W. Esta fungéo é definida na

equacao (9).

Kic = W) f (W) (8)
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f (a) _ 3\/%_ 1,99 — (%)(1—%)[2,15 —3,93%+2,7(%) ] o

w ans. a2
2(1+255) (1)

w
Foram ensaiadas 5 amostras de cada variante de concentracdo de fibroina de
seda.

4.4.3.5 Microscopia Eletronica de Varredura

Para verificar as caracteristicas microestruturais das amostras de cimento de
fosfato de célcio reforcado com fibroina de seda, foi realizada a obtencdo de imagens de
MEV. A obtencé@o das imagens foi realizada em um microscopio ZEISS modelo EVO
MA15 com feixe de 15kV e sob ampliacdo de 5000x. Previamente a analise, foi realizada
a metalizacdo da superficie da amostra com fina camada de ouro de forma a se melhorar

a conducéo da amostra.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1CARACTERIZACAO DO a-TCP
5.1.1 Difrag&o de Raios-X

A Figura 11 apresenta o difratograma correspondente ao fosfato de calcio obtido pela
sintese por via Umida de a-TCP descrita na Secéo 4.1 apés a calcinacédo a 1350°C. Os
picos observados evidenciam a predominancia de a-TCP no material obtido, confirmando
que a sintese realizada permitiu a obtencdo do produto desejado. Como referéncia foi
utilizada a ficha cristalografica ICSD 000923.

e a-TCP

Intensidade (u.a.)

20 25 30 35 40 45 50
20 (graus)

Figura 11: Difratograma de raios-X do a-TCP ap@s calcinac¢éo a 1350°C

N&o foi possivel a identificacdo de picos atribuidos a presenca de fases indesejaveis
como B-TCP e HAp, contaminagdes comuns na sintetizagdo de a-TCP. No entanto, o
limite de deteccao de fases no difratdmetro utilizado € de 4% e, por este motivo, ndo &
possivel afirmar que se obteve um material composto de a-TCP puro. Desta forma,
podemos afirmar que o a-TCP é a fase predominante obtida através da metodologia de

sintese utilizada.
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5.1.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

O espectro de infravermelho para o o-TCP obtido se encontra na Figura 12. E
possivel observar 2 bandas largas, as quais se encontram nos comprimentos de onda
536-604 cm™ e 941-1124 cm™. A primeira banda se refere a sobreposicdo das bandas
em 551, 563, 585, 597 e 613 cm, as quais sdo referentes ao modo de vibracéo
assimétrico de flexdo da ligacdo P-O (va), correspondente aos grupos PO4* do a-TCP.
Ja a segunda banda, a qual apresenta maior largura, corresponde ao modo de vibracéo
assimétrico de deformacéo da ligacéo P-O (vs), também referente aos grupos PO4*. Esta
banda é constituida pela sobreposicdo das bandas contidas em 984, 997, 1013, 1025,
1039 e 1055 cm™. Todos os valores de frequéncia das bandas vibracionais identificadas

correspondem as bandas da fase a do fosfato tricalcico (Carrodeguas e De Aza, 2011).

Transmitancia(u.a)
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A(em™)

Figura 12: Espectro de FTIR do a-TCP sintetizado.

Desta forma, podemos afirmar que o método de sintese utilizado € adequado, ja
gue a analise de FTIR, assim como a analise de DRX, revelou que, dentro dos limites de

deteccdo, o a-TCP € a unica fase presente no fosfato de calcio obtido.
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5.2CARACTERIZACAO DA FIBROINA DE SEDA
5.2.1 Caracterizacdo da degomagem da seda

O processo de degomagem da seda é um processo termoquimico com objetivo de
remover a sericina e manter as fibras de fibroina estaveis. Para avaliar a efetividade deste
processo, foram obtidas imagens de MEV das fibras antes e depois deste processo, as

quais podem ser observadas na Figura 13.

Pode-se verificar, na escala de observacdo, que o processo realizado foi
possivelmente efetivo, ja que ndo é possivel a observacdo de residuos de sericina,

proteina glutinosa que envolve os filamentos de fibroina, nas fibras obtidas (Figura 13b).

Figura 13: Imagens de microscopia eletrénica de varredura das fibras de seda (a) antes e (b) ap6s o

processo de degomagem.

5.2.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

O espectro de infravermelho da fibroina de seda, apds a degomagem, se encontra
na Figura 14. E possivel identificar as diferentes conformacdes das cadeias peptidicas
da SF através das bandas de absorcdo associadas as amidas I, Il e lll. A banda com
absorcdo maxima em 1624 cm é referente a amida | e tem relacdo ao modo de vibracédo
de deformacéo axial da ligacdo C=0. Esta amida esta associada a duas bandas distintas,
uma a 1660 cm™ e outra a 1630cm™, correspondentes a contribuicdo da conformacéo

random coil e B-sheet, respectivamente. Devido a frequéncia de deteccdo desta banda,
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podemos concluir que ha uma grande concentracao de -sheet, ja que as ligacdes C=0
nesta conformacédo estdo mais envolvidas em ligacdes intermoleculares de hidrogénio,
deslocando a banda de FTIR da amida | para frequéncias inferiores (Rusa et al, 2005). O
mesmo ocorre com a banda de amida Il, correspondente ao modo de vibragcdo de
deformacéo angular da ligacdo N-H, a qual geralmente se encontra entre 1510 e 1545
cm™. Na amostra analisada, esta banda se encontra em 1511 cm™ devido ao
deslocamento da banda para frequéncias mais baixas devido a presenca majoritaria de
B-sheet com relacdo a estrutura random coil. J& a banda entre 1225 e 1260cm™ é
correspondente ao modo de vibracdo de flexdo da ligacdo O-C-N referente a amida lll e
é formada pela sobreposicéo de dois picos, um em 1229 cm™ e outro a 1255 cm*. Esta
apresenta seu maximo de absorcdo em 1229cm, frequéncia referente as regides
amorfas da SF, e um ombro em 1255cm-?, que esta relacionado a conformacéo B-sheet.
A banda em 692cm™ é relacionada a amida V, a qual é atribuida as conformacdes
cristalinas da SF (Rusa et al., 2005).

AmidaV

‘\Amidalll

Transmitancia(u.a.)

AN i
Amidal Pl Amidall
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A(cm™)

Figura 14: Espectro de FTIR da fibroina de seda apés o processo de degomagem.

Podemos afirmar, logo, que a fibroina de seda utilizada neste trabalho apresenta
estrutura rica na conformacao Seda Il, a qual é responsavel pela grande contribuicdo da
estrutura 3-sheet no espectro obtido.
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5.3CARACTERIZACAO DO CIMENTO DE FOSFATO DE CALCIO

5.3.1 Difracédo de Raios-X

Os difratogramas correspondentes as amostras de cimento de fosfato de calcio
obtidas sé@o apresentados na Figura 15. Para a andlise da presenca da fase CDHA foi

utilizada a ficha cristalografica JCPDS 9-432.

Intensidade (u.a.)
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Figura 15: Difratograma de raios-X das amostras de cimento de fosfato de célcio (a) puro, com adi¢ao de
(b) 0,250%, (c) 0,375%, (d) 0,500%, (e) 0,625%, (f) 0,750%, (g) 0,875% e (h) 1,000% de fibroina de seda

apos 5 dias em camara Umida.
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A transformacéo do a-TCP em CDHA apds a permanéncia em camara umida por
5 dias € evidente. Entretanto, é possivel observar picos de baixa intensidade
pertencentes a fase a na amostra sem adicao de fibroina de seda (SF0), indicando que
a transformacédo nesta variante foi incompleta. Por outro lado, todas as amostras de
cimento modificado apresentaram transformacdo completa do a-TCP em CDHA, dentro

dos limites de deteccdo do equipamento.

A transformacdo deste, sob concentracdes tdo pequenas quanto 0,250% em
massa da proteina, pode ser explicada pelo posicionamento dos grupos carboxila e de
aminoacidos na superficie da fibroina, os quais servem como pontos de nucleacdo para
fosfatos de célcio. Isto ocorre devido a forte atracdo de ions Ca?* por estes grupos
anidnicos, que causa supersaturagao local e a posterior nucleagédo de cristais e resulta
na capacidade da fibroina de guiar o crescimento de cristais de fosfatos de calcio ao
longo do eixo ¢ da estrutura cristalina destes (Li et al., 2014; Huang et al., 2019; Mobika
et al., 2020). Como esta transformacao é dificultada pela formacéo de graos de Hadley —
estruturas em que se forma uma casca de CDHA ao redor de grados de a-TCP ainda n&o
solubilizados — (Thurmer et al., 2012), podemos inferir que a propriedade da SF de
orientar o crescimento de graos de CDHA pode estar prevenindo a formacéao destes graos
através da precipitacdo preferencial de CDHA na superficie da fibroina, e, assim,
impedindo a formacao de gréos de Hadley e permitindo a transformacédo completa do
a-TCP.

A obtencdo de CDHA é desejavel em cimentos de fosfato de célcio baseados em
a-TCP, pois este apresenta maior semelhanca quimica e cristalografica a fase mineral

0ssea, facilitando a remodelacédo e regeneracéo do tecido 6sseo (Cao et al., 2014).

5.3.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

Os espectros correspondentes as variantes de cimento de fosfato de calcio apos
5 dias em camara Umida est&o representados na Figura 16. E possivel observar em todas
as amostras a presenca das bandas relacionadas ao modo de vibracdo assimétrica de

deformacdo da ligacdo P-O (v3) referentes aos ions PO4* dos fosfatos de célcio, uma
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banda de maximo de absorcdo a 1035 cm™* e um ombro a 1092cm, e bandas
relacionadas aos modos de vibracdo assimétrica de flexdo da ligacdo P-O (v4) e de

vibracdo simétrica de deformacéo da ligacdo P-O (vi) em frequéncias de 663 e 958 cm™,

respectivamente.
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Figura 16: Espectros de FTIR das amostras de cimento de fosfato de célcio (a) puro, com adi¢édo de (b)
0,250%, (c) 0,375%, (d) 0,500%, (e) 0,625%, (f) 0,750%, (g) 0,875% e (h) 1,000% de fibroina de seda
apos 5 dias em camara umida.
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Diferentemente da amostra de cimento de fosfato de célcio puro, todas as
variantes de cimento com adicdo de SF apresentaram picos caracteristicos da CDHA
com intensidade identificavel, corroborando os resultados da anélise de DRX. A larga
banda de absorcéo entre 3100 e 3600 cm™ é formada pela sobreposicdo de bandas em
3180 e 3466 cm?, as quais sédo referentes a vibracdo de deformacéo da ligacdo O-H, ion
presente na estrutura da CDHA (Mobika et al., 2020). Ja o ruido presente por volta de 800
e 900cm pode ser uma indicagdo da substituicdo do ion PO43 por CO3% na estrutura da
CDHA. Além disso, a banda com méaximo de absorcdo em 1628 cm™ é referente a
sobreposicao das bandas de amida | e amida Il da fibroina de seda (Cao et al., 2014;
Manoj et al., 2015; Mujahid, Sarfraz e Amin, 2015).

5.3.3 Resisténcia a Compressao

Os valores de resisténcia a compressao para as variantes de teste de cimento de

fosfato de calcio se encontram no grafico representado na Figura 17.
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Figura 17: Resisténcia & compressao das amostras de cimento de fosfato de célcio com diferentes

concentracdes de fibroina de seda.
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Para a composicéo isenta de fibroina de seda e armazenada em camara Umida
por 5 dias, os valores de resisténcia a compressao é similar aos obtidos em literatura
(15,6 = 3,3 MPa) para sistemas de a-TCP com a utilizacdo de mesma razao L/P (Oh et
al., 2010).

Observa-se que a adicdo de fibroina de seda ao cimento baseado em a-TCP,
avaliando somente os valores médios, provocou um aumento consideravel da resisténcia
a compressao das amostras, obtendo-se um maximo (35,77 MPa) para a amostra com
adicao de 0,375% de fibroina de seda, equivalente a 252,6% da resisténcia referente a
amostra isenta de fibroina de seda. Para adi¢cdes superiores a 0,375%, obtivemos uma
reducdo da resisténcia; porém, todas as tensfes obtidas foram superiores a da amostra
original. Este comportamento demonstra uma boa interacdo entre os fosfatos de calcio

(a-TCP e CDHA) com a SF, apresentando bom acoplamento entre estas fases.

Entretanto, os valores obtidos ainda ndo sdo compativeis com aplicacdes
ortopédicas em ossos de estrutura predominantemente cortical e de altas solicitacfes
compressivas, como o caso do fémur, tibia e imero. Apesar disso, as resisténcias das
variantes com adicao de fibroina de seda sdo compativeis com as apresentadas pela

estrutura trabecular.

5.3.4 Tenacidade a Fratura

Os valores obtidos de tenacidade a fratura para as variantes de cimento de fosfato
de célcio se encontram na Figura 18.

Pode-se observar que a adicdo de fibroina de seda ao cimento de fosfato de calcio
provocou um aumento substancial da tenacidade a fratura do material, com maximo (1,43
MPa.m%?) para a amostra com adicdo de 0,500% de SF, equivalente a 550,0% da
tenacidade apresentada pela variante isenta de polimero. Para adi¢cdes superiores a
0,500%, obtivemos uma diminui¢do do valor de tenacidade; entretanto, todas as variantes
apresentaram tenacidade superior a variante de cimento puro e a variante com menor
tenacidade a fratura (com adicdo de 0,875% de SF e tenacidade de 0,76 MPa.m??)

apresentou o0 equivalente a 292,3% da tenacidade da amostra original. Este
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comportamento é provavelmente causado pela existéncia da fase polimérica no cimento,

a qual permite o reforco das microtrincas e, consequentemente, a tenacificacdo da matriz.
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Figura 18: Tenacidade a fratura das amostras de cimento de fosfato de calcio com diferentes
concentracdes de fibroina de seda.

Apesar dos aumentos da Kic obtidos pelas variantes com adi¢cdo polimérica, estes
ainda sao inferiores aos do osso cortical humano, que se encontram na faixa de 2 a 12
MPa.m? (Kokubo, Kim e Kawashita, 2003).

5.3.5 Microscopia Eletrénica de Varredura

A microestrutura da secéo transversal dos cimentos de fosfato de célcio com
diferentes adicdes de SF se encontram na Figura 19. As amostras de cimento de fosfato
de célcio isento de SF (Figura 13a) apresentam uma estrutura de cristais de CDHA
lamelares, estruturas que podem indicar a formacdo de grdos de Hadley e que sao

caracteristicas dos CPCs baseados em a-TCP (Thurmer et al., 2012; Hurle et al., 2016).
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Figura 19: Imagens de microscopia eletrénica de varredura com magnificacdo de 5000x para as variantes
de teste de (a) cimento de fosdato de célcio puro, com adicdo de (b) 0,250%, (c) 0,375%, (d) 0,500%, (e)

0,655%, (f) 0,750%, (g) 0,875% e (h) 1,000% de fibroina de seda.
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Diversos estudos apontaram a capacidade da fibroina de seda de estimular a
nucleacdo dos cristais de HAp e a orientacdo destes ao longo do eixo c, devido a
formacdo de supersaturacdo de ions nos locais de exposicdo dos grupos funcionais
presentes na SF (Wang e Li, 2007; Fan et al., 2010). A partir da adicdo de SF a
composicao desenvolvida neste trabalho (Figura 19a-h), € possivel verificar formacéao de
cristais agulhados e de menor tamanho de grdo, o que demonstra a alta capacidade da
SF na regulagem do crescimento dos cristais de CDHA, orientando o crescimento dos

cristais ao longo do eixo c.

Esta morfologia é, possivelmente, uma das causas do aumento das propriedades
mecanicas dos materiais desenvolvidos devido ao maior travamento mecanico
desenvolvido pelos cristais agulhados. Além disso, a microestrutura desenvolvida
demonstra grande similaridade a microestrutura as fases minerais do osso humano,
sendo uma estrutura biomimética, a qual permite uma maior afinidade celular durante o

processo de regeneracdo 0ssea (Cao et al., 2014).
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados, pode-se concluir que a metodologia
desenvolvida para a obtencdo de cimentos de fosfato de calcio permitiu a obtencéo de
materiais biomiméticos com aplicabilidade na area ortopédica.

As analises desenvolvidas permitiram a verificacdo de que a metodologia de
sintese e processamento dos materiais precursores foi eficaz na obtencdo de materiais
de alta pureza para a elaboracdo do cimento de fosfato de célcio baseado em a-TCP.
Além disso, a mistura desenvolvida permitiu a obtencdo de uma pasta moldavel para a

obtencéo das amostras de teste.

As avaliacdes quimicas utilizadas na caracterizacéo final das variantes de teste
demonstraram que, ap6s 5 dias em camara Umida, foi possivel a obtencdo de
transformacao total do a-TCP em CDHA em todas as variantes com adi¢cao de SF, o que
garante uma maior similaridade quimica e cristalografica do material obtido com a fase
mineral O0ssea. Além disso, foi possivel a obtencdo de aumento da resisténcia a
compressdo para todas as variantes reforcadas, obtendo-se um aumento maximo de
152,6%. Com relacdo aos ensaios de tenacidade a fratura, se obteve, novamente, um
aumento da propriedade em todas as variantes modificadas, com aumento maximo de
450,0% desta propriedade. Estes valores garantem uma maior estabilidade estrutural do
material sob as solicitacdes mecanicas inerentes a implantacdo quando comparado ao

cimento de fosfato de célcio puro.

Outrossim, a analise microestrutural das variantes demonstra uma alta capacidade
da fase organica na regulagem do crescimento dos cristais de CHDA. Com o aumento
da concentracao de fibroina de seda no material, nota-se a formacéo de cristais menores
e de maior orientacdo ao longo do eixo c, de forma a se obter cristais agulhados,
diferentemente dos cristais lamelares apresentados pelo cimento de fosfato de calcio
isento de SF. Esta adicdo permitiu, pois, a formacao de uma microestrutura de maior

similaridade a apresentada pela fase mineral 0ssea.

Desta forma, o conjunto de resultados obtidos mostra que a metodologia de

obtencdo de cimento de fosfato de calcio reforcado com fibroina de seda foi eficaz na
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obtencdo de estruturas biomiméticas com propriedades mecanicas superiores a do
cimento de fosfato de célcio puro e, com relacdo as analises no escopo deste trabalho,

com alta aplicabilidade na regeneracéo do tecido 6sseo.
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7 SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

Este trabalho pode ser aprofundado e complementado através das seguintes

sugestdes para trabalhos futuros:

e Realizar o estudo e verificagdo dos possiveis mecanismos apresentados
pela fibroina de seda que permitem a transformacéo de a-TCP em CDHA,;

e Ultilizar técnicas de analise complementares, como mapeamento de raios-
X por EDS e microtomografia para investigar a formacdo ou ndo de graos
de Hadley nas variantes de cimento de fosfato de calcio com adicdo de

fibroina de seda;

e Avaliar a viabilidade biologica das variantes de cimento de fosfato de calcio

através de ensaios de bioatividade e de cultura celular in vitro;

e Realizar a verificacdo da injetabilidade dos cimentos de fosfato de calcio
para a verificacdo da sua viabilidade em procedimentos minimamente

invasivos, como o caso da vertebroplastia;

e Realizar ensaios com cimentos de fosfato de calcio com adicao de solucbes
de fibroina de seda dialisadas, de forma a se comparar as propriedades
obtidas com as amostras sem dialise e verificar uma possivel influéncia

deste processo sobre estas.
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