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RESUMO

Em Engenharia Tecidual, a fabricacdo de scaffolds capazes de guiar o
crescimento, a organizacao e a diferenciacdo de células no processo de formacao
de novos tecidos apresenta grande relevancia. Véarias sdo as técnicas de
processamento para a fabricacdo desta classe de material: réplica de esponjas
poliméricas, incorporacdo de material organico ao p6 ceramico, gelcasting, emulsao,
entre outras. Na fabricacdo de scaffolds focados na terapia de tecidos 6sseos, 0s
cimentos de fosfato de célcio (CFC) apresentam grande destaque, pois além de
reabsorviveis, apresentam morfologia e composi¢cdo quimica semelhante a fase
mineral 0ssea. Este trabalho tem como objetivo a obtencéo de scaffolds de CFC por
meio de duas técnicas, emulsdo e gelcasting. Os scaffolds foram caracterizados
quanto suas propriedades fisicas e mecanicas e as fases cristalinas formadas apos
a cura do cimento foram determinadas por difracéo de raios X. As amostras obtidas
por ambos 0s métodos apresentaram porosidade entre 61-65% e microestrutura
constituida de poros aproximadamente esféricos (ds,=50-100 pm). A resisténcia
mecanica das amostras variou entre 5,5-1,5 MPa. As fases cristalinas encontradas
foram monetita (CaHPO4) e brushita (CaHPO4 2H,0).
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INTRODUCAO

Os cimentos de fosfato de calcio (CFC) sdo formados pela combinagdo de um
ou mais sais de fosfatos de célcio (FCa) que ao serem misturados com uma fase
liquida formam uma pasta que endurece espontaneamente a temperatura ambiente

1.2)  Estes

ou corporea como resultado da precipitacdo de um ou varios FCa
materiais representam uma alternativa as ceramicas cristalinas de FCa obtidas por
sinterizacdo em altas temperaturas (>1000°C) como a hidroxiapatita e o fosfato
tricalcico. Os CFCs apresentam excelentes biocompatibilidade, bioatividade,
osteocondutividade e sd@o reabsorviveis. No entanto, existem alguns aspectos a
serem melhorados, questbes cruciais como o controle da taxa de reabsorcao, a
valorizacdo do potencial osteogénico, e o cumprimento das exigéncias e
necessidades clinicas do cirurgido ©.

Nos ultimos anos, novas estratégias que exploram as propriedades intrinsecas
dos CFCs tém sido investigadas, como a possibilidade de emprega-los na fabricacao
de scaffods para o cultivo celular. Estudos biolégicos e praticas clinicas mostram
que em adicdo a composicdo quimica do material, a estrutura de poros
tridimensional € necessaria para permitir adesao, proliferacao e diferenciacéo celular
e promover o fluxo de nutrientes e remocé&o de produtos metabdlicos @,

Véarios sdo os métodos de processamento para a obtencdo de scaffolds
ceramicos: método da esponja polimérica, incorporacdo de materiais organicos ao
po ceramico, geracdo de bolhas dentro da suspensao, controle nas condicfes de
sinterizacdo com o objetivo de alcancar uma parcial densificacdo, gelcasting,
emulsdo, entre outros ©®. Neste trabalho duas rotas de processamento foram
usadas para a geracao de scaffolds de cimento de fosfato de calcio (SCFC),
emulsao e gelcasting.

O método de emulsédo consiste na mistura de dois liquidos imisciveis em que
um deles esta disperso em outro na forma de goticulas, geralmente estabilizadas por
um emulsificante, que se localiza na interface entre as fases liquidas, reduzindo a
tensao interfacial. As emulsdes podem ser classificadas conforme sua fase continua:
agua em oleo (w/o) apresenta goticulas de agua dispersas na fase 6leo continua,
enquanto 6leo em agua (o/w) consiste em goticulas de 6leo dispersas em agua ©. O

processo de gelcasting desenvolvido pelo Oak Ridge National Laboratory %% foi
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inicialmente aplicado a producdo de materiais de alta densidade. O método baseia-
se na introducdo de mondmeros organicos a uma suspensdo aquosa do po
ceramico, que por meio da polimerizacdo in situ produzem um reticulado tri-
dimensional que consolida a matriz ceramica. Para a producao de scaffolds, esta
técnica foi associada a aeracdo de uma suspensao ceramica contendo um agente
espumante. Em ambos os casos, a gelificagdo ocorre por meio da cura do CFC, a
qual se da pela hidratacdo das particulas de fosfato de calcio. Nesse processo ha a
dissolucéo de ions, a nucleacdo e a precipitacdo das fases hidratadas que formam
fortes ligacbes com as particulas vizinhas e, desta maneira, promovem o
endurecimento do sistema 2.

Desta forma, este trabalho tem como objetivo estudar a viabilidade da
producdo de scaffolds de CFC por emulsdo e gelcasting. Os SCFC foram

caracterizados quanto suas propriedade fisicas, mecéanicas e morfoldgicas.

MATERIAIS E METODOS

Os scaffolds de cimento de fosfato de calcio foram preparados com base no
sistema B-TCP/H3P0O4. O cimento foi obtido por meio da mistura (L/P = 0,80 mL/qQ)
do p6 de B-TCP (Ca3(POs)., Sigma Aldrich, dsp=7pm, 10%<d< 90%-=
0,987<d<15,934) e uma solucdo aquosa de 3 mol/L de acido ortofosférico (Vetec,
HsPO,) e 0,08 mol/L de &cido citrico (Vetec, Ce¢HsO7). A principal funcdo do &cido
citrico & envolver as particulas de TCP dando-lhes cargas altamente negativas,
gerando repulsédo e criando uma defloculacdo. Consequentemente, a molhabilidade
das particulas e a fluidez da pasta do cimento sdo aumentadas. Por causa deste
processo, 0 acido citrico interfere na cinética da reagdo de cura tornando-a mais
lenta 2,

No método da emulsdo (SE), o hexano (Synth) foi adicionado a pasta de
cimento, que continha duas gotas de surfactante (Renex 40, Oxiteno), em uma
relacdo volume-volume de 1:1. Em seguida, este sistema foi mantido sob agitacao
mecanica por 2 minutos. No método de gelcasting (SG), foi adicionado a fase liquida
do cimento 12% em massa de surfactante (Renex 40, Oxiteno). Em seguida, esta
mistura foi submetida a agitacao por 2 minutos até a formacdo de uma espuma que
foi misturada cuidadosamente com o p6 ceré@mico. A Tabela 1 resume as condi¢des

de obtencao de cada amostra bem como a sua nomenclatura.

2258



55° Congresso Brasileiro de Ceramica, 29 de maio a 01 de junho de 2011, Porto de Galinhas, PE, Brasil

Tabela 1 - Condi¢Oes de fabricacédo de scaffolds e nomenclatura das amostras.

Amos tra Método L/P (mL/qg) Condicdes
CFC Convencional L/P =0,80 mL/g
SE Emulsio Adicao de hexano

0,80 em relacao 1:1 (v/v)

Adicéo de 12% em
massa de surfactante

SG Gelcasting

Em ambos os casos, ap0s a homogeneizacao do sistema, a pasta resultante foi
vertida em moldes cilindricos de Teflon® (12 mm de diametro e 6 mm de altura) e
deixados secar em temperatura ambiente por 24 horas e, em seguida, desmoldados.

A densidade geométrica (pgeo) foi medida a partir das dimensdes e massa dos
corpos de prova. A fragdo de vazios dos scaffolds foi determinada pela porosidade ¢,
expressa por [1-(pgeo/pr)], considerando-se p; = 3,07 g/cm®. Os resultados obtidos
foram analisados estatisticamente por meio do teste ANOVA. A morfologia e a
microestrutura dos scaffolds de cimento de fosfato de calcio foram analisadas por
microscopia eletrbnica de varredura (JEOL, JEOL 5900LV). As amostras foram
dispostas sobre uma fita de carbono e recobertas com uma fina camada de ouro
(Bal-Tec MCS 010). As fases cristalinas formadas apos a cura do cimento foram

determinadas por difracdo de raios X (Shimadzu XRD 7000, 26=10-40°, 30 mA e 40

kV). A resisténcia mecanica dos SCFC foi determinada por meio de ensaio de
compressao uniaxial que foi realizado a temperatura ambiente em uma maquina de
ensaios universal (Instron 5500R) com velocidade de carregamento de 0,5 mm/min e
célula de carga de 2kN. Para cada grupo estudado, foram testados pelo menos 10
corpos de prova Os resultados obtidos foram também analisados estatisticamente
por meio do teste ANOVA.

Como material de controle, o CFC sem aditivos foi preparado e suas

propriedades foram comparadas com as dos scaffolds.
RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 1 apresenta os difratogramas de raios X dos scaffolds, do CFC e do

pé de B-TCP. A cura do cimento resultou, em todos 0s casos, em uma mistura de

2259



55° Congresso Brasileiro de Ceramica, 29 de maio a 01 de junho de 2011, Porto de Galinhas, PE, Brasil

monetita (CaHPO,, DCPA, JCPDS 9-0080), brushita (CaHPO, 2H,0). De fato,
analisando as micrografias da superficie de fratura das amostras (Figura 2) verifica-
se a presenca de agulhas que sdo as responsaveis pela resisténcia mecanica do
material (monetita e brushita) e de particulas de fosfato de célcio (B-TCP) que néo
reagiram. Além disso, observa-se que os métodos propostos nao alteram a

morfologia do material final em nenhum dos casos.
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Figura 1 - Difratogramas de raios X dos scaffolds, do CFC e do B-TCP. CFC:
cimento de B-TCP; SE: scaffolds obtidos por emulséao; SG: scaffolds obtidos por
gelcasting. Legenda: * - B-TCP, # DCPA, + DCPD.

Figura 2 — Morfologia do cimento e dos scaffolds obtidos neste estudo. Setas

brancas indicam particulas de B-TCP sem reagir.
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Ambos os métodos foram eficientes em fabricar scaffolds com porosidade
variando entre 60,3-64,3% (Tabela 2). Quando comparados com o cimento de
fosfato de calcio, observa-se um aumento de 9% e 15% na porosidade das amostras
preparadas pelo método de emulsdo e gelcasting, respectivamente. Apds andlise
ANOVA dos resultados obtidos, pode-se afirmar com 95% de certeza que 0 método
de gelcasting é o que garante maior porosidade as amostras uma vez que o valor p

encontrado foi igual a zero.

Tabela 2 - Porosidade aparente das amostras. As amostras sao estatisticamente
diferentes. (ANOVA, p = 0).

Porosidade aparente (%)
CFC SE SG
55,7+0,8 60,3+0,9 64,3+1,9

A porosidade dos scaffolds e do cimento de B-TCP bem como a sua morfologia
podem ser observadas na Figura 3. Para os scaffolds produzidos pelo método de
emulsdo nota-se uma distribuicdo homogénea de poros, 0s quais apresentam uma
geometria que tende a esférica e tamanho médio de 100 um (Figuras 3-b-1 a b-3).
Enquanto que pelo método de gelcasting, observa-se também uma distribuicéo
homogénea de poros, porém os poros apresentam um formato irregular e tamanho
meédio de 50 um (Figuras 3-c-1 a c-3). Outra diferenca entre os dois métodos é a
presenca de interconectividade dos poros. Pelo método de emulsdo os poros se
apresentaram de maneira isolada enquanto que pelo método de gelcasting observa-
se uma certa conectividade entre os poros.

E importante observar que os cimentos de fosfato de célcio sdo materiais que
apresentam elevada porosidade (aproximadamente 50%); entretanto o tamanho de
poros é extremamente pequeno (aproximadamente 1 pm) ndo permitindo a migragéo
e a adesao celular. Dessa forma, além dos métodos propostos terem elevado o teor
de porosidade, os tamanhos de poros obtidos sado relevantes para a reabsorcdo do

material in vivo.
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Figura 3 - Micrografias de superficie de fratura das amostras: a) CFC; b) SE e
c) SG.

Como esperado, o0 aumento na porosidade das amostras refletiu na resisténcia
mecanica dos scaffolds, conforme mostra a Figura 4. Observa-se uma queda de
35% e 75% na resisténcia mecanica quando a porosidade apresenta um incremento
de 9% (SE) e 15% (SG), respectivamente. De fato, apos teste estatistico ANOVA, é
possivel afirmar com 95% de chance (p=0,000) que as amostras sao
estatisticamente diferentes. Uma vez que estes materiais sdo fabricados para serem
utilizados como substitutos 6sseos, € importante levar em consideracgao a resisténcia
a compressao do osso humano: cortical (100 e 230 MPa) e esponjoso (2 e 12 MPa)
4 Portanto, a aplicacdo dos SCFC fica restrita a situacdes onde elevadas cargas

nao sao solicitadas.
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Figura 4 - Resisténcia a compresséo dos scaffolds de cimento de fosfato de

calcio em funcao da porosidade.

CONCLUSOES

Scaffolds de cimento a base de fosfato de céalcio foram obtidos com sucesso
por meio das rotas de processamento propostas, emulsdo e gelcasting. A
porosidade dos scaffolds variou numa faixa de 61-65% e a resisténcia mecanica
variou entre 3,83-1,51 MPa. Apesar de se ter tido uma brusca reducdo na resisténcia
mecanica dos scaffolds, os valores obtidos ainda estéo dentro da faixa referente ao

0SS0 esponjoso podendo ser aplicados na Engenharia Tecidual.
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FABRICATION AND CHARACTERIZATION OF CALCIUM PHOSPHA TE CEMENT
SCAFFOLDS

ABSTRACT

In Tissue Engineering, the need for scaffolds which are capable of guiding the
organization, differentiation and growth of cells leading to the formation of new
tissues is highly relevant. For the development of new scaffolds focused on bone
tissue therapy, calcium phosphate cements (CPC) have great potential, because
besides their resorbability, they present morphology and chemical composition
similar to the bone mineral phase. Moreover, there are several processing
techniques to produce ceramic scaffolds: polymeric sponge replication, incorporation
of organic material into the ceramic powder, gelcasting, emulsion, among others. The
aim of this work was to obtain CPCs scaffolds by using two techniques, emulsion and
gelcasting. The scaffolds were characterized by their physical and mechanical
properties and the crystalline phases formed after the setting reaction of cement
were determined by X-ray diffraction. The samples obtained by both methods
presented porosity between 61-65% and the microstructure consists of nearly
spherical pores (d50 = 50-100 um). The mechanical strength of the samples ranged
from 5.5 to 1.5 MPa. The crystalline phases found were monetite (CaHPO,) and
brushite (CaHPO,4 2H,0).

Key-words: Calcium phosphate cement, emulsion, gelcasting, scaffolds.
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