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RESUMO:
Quatro fatores devem ser considerados no implante de bioceramicas: a) indice de

bioatividade; b) area superficial (reatividade); c) facilidade de manipulacéo; e, d)
formacdo de “scafolds” para ancorar células. Para atender tais solicitagdes foi
proposto o biomaterial fosfato de célcio amorfo (ACP) na forma de fibras
entrelacadas. Tal morfologia promove alta superficie de contato com fluidos
corporeos, € propicia ao ancoramento de células e ainda apresenta facilidade de
manipulagdo durante o procedimento cirdrgico. Esta bioceramica foi obtida pelo
processo Hager-Rosengarth. Formaram-se fases amorfas coaxiais na fibra do
biomaterial como consequéncia do super-resfriamento do liquido precursor. O
presente trabalho estuda a relagdo entre estas fases coaxiais formadas e o
comportamento seletivo de dissolugcéo por camadas da fibra de ACP. Realizou-se
ensaios de dissolugcéo em fluido corporeo simulado, citotoxidade e de caracterizacao
de materiais (MEV, DRX e FT-IR). O controle da bioatividade em funcdo da
distribuicdo coaxial das fases amorfas foi indicado.
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1.INTRODUCAO
O fosfato de calcio amorfo (ACP) € apontado na literatura como um estagio

precursor da hidroxiapatita na formacado de tecido ésseo Y, quando cirurgicamente
enxertada em organismos vivos. Este material caracteriza-se por ser a Unica das
formas de fosfatos de calcio que apresenta ordem de curto alcance, ou amorfa e
similar aquela dos vidros. Esta estrutura desordenada torna o ACP uma fase
altamente instavel que se dissolve em meios aguosos quase instantaneamente (por

hidrolise), e passa a precipitar em um processo de crescimento microcristalino,
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resultando na formacao de fases de fosfato de calcio termodinamicamente estaveis
3 tais como, por exemplo, a hidroxiapatita, fosfato tricalcico, fosfato octacalcico e
apatita ®?. A estrutura morfolégica do ACP consiste de particulas esféricas de
aproximadamente 9,5 A de diametro © agrupadas em clusters, por vezes
nanométricos ). Nos intersticios entre as particulas de ACP sintético foi observada
15-20% de agua retida na estrutura ©® a qual facilita a dissolucdo dos agregados.
Desta forma tem sido observada melhor osteocondutividade e indice de bioatividade
do ACP em ensaios in vivo que outras fases cristalinas de fosfato de célcio ¥, sem
contudo apresentar citotoxicidade " significativa. Adicionalmente, é relatado o
aumento da atividade da fosfatase alcalina de mesoblastos, da proliferacao celular e
promocéo da ades&o celular com o uso deste material ®. O comportamento do ACP
durante a formacéo de tecidos mineralizados o torna adequado para finalidades de
reparacdo e regeneracao tecidual 6ssea, com ampla utilizacdo na odontologia e
ortopedia.

O ACP pode ser obtido na forma de fibras micrométricas e emaranhadas,
resultando em morfologia similar ao algod&do natural. Esta morfologia é possivel com
0 uso do processo Hager-Rosengarth, normalmente utilizado para a obtencdo de
mantas de fibra de vidro para isolacdo termo-acustica © A vantagem do biomaterial
na forma de fibras emaranhadas é tornar possivel o enxerto adaptar-se a qualquer
configuragéo de defeito do tecido 0sseo, combinando as fungdes hemostaticas com
as caracteristicas principais do ACP, isto é, ser biocompativel, 0sseointegravel,
reabsorvivel e auxiliar na remodelacao 6ssea.

No processo Hager-Rosengarth © o liquido precursor é estirado por meio da
aceleracdo centrifuga e resfriado pelo ar ambiente, o qual representa um fluxo em
relacdo a fibra formada, devido & velocidade angular desta ®?. As fibras de ACP,
sdo em realidade vidros de fosfato de célcio, pois sdo submetidas ao super-
resfriamento, adicionalmente, as propor¢des molares entre CaO e P,Os onde ocorre
a formagéo do ACP, entre 1:1 e 1:1,5 ou 50:50% e 40:60%, s&o similares aquelas
descritas para a formac&o deste tipo de vidro no sistema binario CaO:P,0s ™.

A formacgdo de fases coaxiais em fibras ceramicas de carbeto de silicio (SiC)
obtidas por processos de deposicdo de vapor é descrita na literatura >,
Comportamento similar pode ser esperado para fibras obtidas por processos que
envolvam o super-resfriamento das mesmas. Em sistemas vitreos, podem ocorrer

fases amorfas com caracteristicas similares as suas contrapartidas cristalinas @,
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contudo, deve-se melhor considerar “regides” com gradientes composicionais
correspondentes as formas cristalinas, formadas coaxialmente devido as diferencas
na taxa de resfriamento desde a superficie das fibras (taxa elevada) até o nucleo
das mesmas (taxa lenta).

Analisando o diagrama binario Ca0O:P,0s ™ (Fig.1) podemos deduzir para o
resfriamento do liquido de fosfato de céalcio as possiveis regides coaxiais formadas
durante o super-resfriamento das fibras. A Fig. 1b mostra um diagrama esquematico
da possivel distribuicdo destas regides em um hipotético corte de uma fibra de ACP.
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Figura 1 — a) Sistema CaO:P,0s: 1) Possivel curva de resfriamento durante a
formacao da fibra de ACP; e, 2) Faixa composicional do liquido. b) Esquema em
corte transversal da distribuicdo de fases amorfas coaxiais na fibra segundo a curva

de resfriamento considerada

O presente trabalho busca verificar a ocorréncias de gradientes composicionais
ou “fases amorfas” coaxiais e seus efeitos na bioatividade de fibras de ACP obtidas

pelo processo Hager-Rosengarth.

2.MATERIAIS E METODOS
Os reagentes utilizados foram: CaO - Nuclear, 95,0 %em massa e, P,0s5 Vetec,
97,0% em massa. O material de partida € obtido por reacdo hidrotérmica de CaO e

P,Os em relagdo molar Ca/P > 1. O material apés secagem a 90°C durante 72h foi
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pulverizado ( 65 mesh, < 210um) e levada a fusdo a 1350°C durante 2 horas para
refino, fluindo a seguir para a base de rotagédo do dispositivo de Hager-Rosengarth
para formar as fibras, as quais sao resfriadas pelo ar ambiente. Este equipamento foi
desenvolvido pela empresa Consulmat Produtos Técnicos, Industria e Comércio
Ltda. A caracterizacdo das mesmas foi realizada utilizando as técnicas de Difracéo
de raios-X (DRX — Higaku Multiflex), Espectrometria de infra-vermelho com a
transformada de Fourrier (FT-IR - Thermo Nicolet - Nexus 870 FT-IR) e, Microscopia
eletrénica de varredura (MEV — Hitachi Tabletop TM3000). O teste de dissolugédo em
fluido corporal simulado (SBF) foram realizados durante 48 horas a 37°C conforme a
metodologia indicada por Kokubo et AL ®. O ensaio de citotoxicidade realizou-se
utilizando o método de incorporacdo do vermelho neutro, em células da linhagem
NCTC 929 do banco de tecidos da ATCC. Foram preparados extratos dos materiais
e colocados em contato com a cultura celular e a determinacdo do indice de

citotoxicidade 1Csgo, 7.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO
As fibras como obtidas pelo processo Hager-Rosengarth sdo mostradas na Fig.
2. Pode-se observar nesta figura que o didmetro das mesmas ndo € homogéneo e

varia aproximadamente entre 10 um a 500 pm.

AL DS.1 x100 1mm

Figura 2 — Micrografia de fibras de ACP obtidas pelo processo Hager-Rosengarth
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Na Fig. 3 € mostrado o difratograma correspondente a fibra de ACP.

ACP

Intensidade u.a.)

20
Figura 3 — Difratograma das fibras de ACP como preparadas.

Este difratograma ndo apresenta picos que indiquem fases cristalinas
correspondentes a compostos se fosfato de calcio, pelo contrario, seu padrdo de
difrag@o de raios-X € largo e difuso, préprio dos materiais amorfos. Contudo, neste
padréao difuso, observa-se um maximo a 25 graus (2 ©), caracteristico de estruturas
vitreas. Um segundo maximo, de menor intensidade observado a 42 graus (2 ©),
pode ser indicativo que o material seja composto de pelo menos duas fases vitreas.
O espectrograma obtido pelo ensaio por FT-IR das fibras de ACP, € mostrado na
Fig. 4. Através da andlise dos picos deste espectrograma *®, observa-se que apesar
da clara indicacdo da presenca de ligacdes do tipo P-O, assinalados por “8” na
figura, os picos indicativos tipicos destas ligagdes em compostos de ordem cristalina
(“1” na figura), apresentam baixa intensidade. Este resultado esta de acordo com os
resultados observados na analise por DRX (Fig. 3). Observa-se nos picos relativos
as ligacbes com anions fosfato (“6” e “7” na figura) , a falta de ordem cristalina
predominante destes na estrutura da fibra, o que por sua vez esta de acordo com a

(19)

literatura para compostos de ACP ***, por outro lado, a estrutura do material similar a
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do vidro ndo pode ser confirmada, apesar da presenca de pico de pequena

intensidade indicando ligag6es P-O tipicas de redes vitreas (“2” na figura).

8 3 >
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Figura 4 — Espectrograma das fibras de ACP

Ainda analisando o espectro da mesma figura, sdo importantes as indicacées
de ligacbes com grupos hidroxila no material (“4” e “5” na figura), os quais
poderiam ser interpretados como resultado de &gua intersticial nos granulos antes
da fusdo, as quais teriam se combinado ao material. Contudo, ndo sendo
originalmente agua estrutural, esta hipétese € pouco provavel. A presenca destes
picos, parece melhor indicar a alta reatividade da fibra de ACP com meios aquosos,
ou até mesmo a umidade presente no ar.

A Fig. 5 mostra as curvas obtidas no ensaio de citotoxidade. Nesta figura
podemos observar que as fibras de ACP apresentam clara biocompatibilidade, pois
a curva de viabilidade estd acima de 50% (ICsoy). De fato, esta curva aproxima-se
do controle negativo. Desta maneira este material é indicado como néo citotéxico.

Este resultado € importante para materiais destinados a enxertia 6ssea e demonstra
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que o processamento do ACP para fibras ndo prejudica as propriedades de

interesse deste biomaterial.
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Figura 5 - Curvas obtidas no ensaio de citotoxidade das fibras de ACP

A Fig.6 mostra uma micrografia da fibra de ACP apds ser submetida ao ataque
por SBF.

T7_0019 AL D50 x800 100 um

Figura 6 - Micrografia da fibra de ACP apds ser submetida ao ataque por SBF
durante 48 horas
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Na micrografia podemos observar a formacdo de compostos de fosforo e
calcio, precursores de hidroxiapatita. Este fato indica a bioatividade do material e
portanto adequacao a utilizacdo proposta.

Apoés o ataque por SBF, o comportamento de dissolucdo das fibras também
pode ser observado. Aparentemente as mesmas dissolvem-se seletivamente por
camadas. A fig. 7 mostra a possivel sequencia de dissolucao destas fibras mediante
o efeito do SBF. Na mesma figura é sugerida a possivel composicdo de cada
camada, de acordo com o diagrama de equilibrio de fases binario CaO:P,0s (Fig.1).

AL D5.1 x40k  20um

AL D51 x1.5k  50um

T7_0052 AL D50 x20k  30um T7_0040 AL D5.1 x600 100 um
c) d)

Figura 7 - Micrografias de fibras de ACP apds serem submetidas ao ataque por SBF

durante 48 horas. Na sequéncia de imagens é possivel observar as etapas do
processo de dissolucdo das mesmas. As composi¢cées mineralégicas foram

atribuidas apos comparacédo com o diagrama de fases do sistema CaO:P,0s5
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Aparentemente ocorre a difusdo de ions oriundos da solucdo através da
camada externa, 0s quais interagem com a camada intermediaria, levando a
expansdo volumétrica desta, fato que resulta em trincas e quebras da camada
externa a qual por fim tende a desprender-se (Fig. 7-a,b e c). Prosseguindo o
processo de dissolucdo, o nucleo da fibra (camada interna) parece apresentar a
estrutura similar a tipica entre duas fases que se resfriaram até o ponto eutético
durante sua solidificagdo, desde um liquido fundido. Como resultado uma das fases
de maior solubilidade foi dissolvida, restando uma estrutura final de morfologia
trabecular, a qual apresenta a interesse por poder atuar como “Scafold” para o
ancoramento celular e crescimento de tecidos quando o biomaterial é empregado
em enxertia 6ssea (Fig. 7-d).

A fig.8 mostra micrografias de uma fibra de ACP ap6s ataque por SBF. Na

mesma estao indicados os pontos onde a composicdo aproximada foi analisada por
MEV-EDX.

a) Camada externa b) Camada intermedidria ¢) Camada interna
Ca: 33,3% mol ca: 29% mol Ca: 24% mol
P: 66,6% mol P: 71% mol P: 767% mol

Figura 8 - Micrografia de fibra de ACP apds ser submetida ao ataque por SBF

durante 48 horas. Os pontos com circulo amarelos

Nos resultados das analises por MEV-EDX, podemos observa que a
concentracdo relativa entre célcio e fésforo, varia desde a camada externa para o
interior da fibra, ou seja, a camada externa contem aproximadamente 33 mol % de
calcio, a intermediaria aproximadamente 29 mol% de céalcio e 0 nlcleo
aproximadamente 24 mol % de calcio. Estes resultados sdo coerentes com a curva
de resfriamento proposta na fig.1 e ambos apoiam a distribuicdo de fases amorfas
proposta nas micrografias da Fig. 7.
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4. CONCLUSOES

O potencial do uso de fibras de ACP obtidas pelo processo Hager-Rosengarth
para aplicagbes em enxertia 0ssea, foi demonstrado.

As fibras obtidas aparentam possuir arranjo vitreo em sua estrutura,
distribuidas em regifes coaxiais com gradiente composicional, as quais guardam
similaridades com sua contrapartida cristalina.

A distribuigdo composicional coaxial da fibra rege 0 mecanismo de dissolugao
das mesmas, onde a fase residual apresenta morfologia trabecular adequada para
promover o ancoramento celular e o crescimento de tecidos.

A interacdo das fibras com hidroxilas néo foi esclarecida, porém provavelmente

seja indicativa da alta reatividade do biomaterial.
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AMORPHOUS CALCIUM PHOSPHATE FIBERS:
COAXIAL AMORPHOUS PHASES DRIVING THE BIOACTIVITY

ABSTRACT

Four main factors must be considered in implant bioceramics: a) level of bioactivity b)
surface area (reactivity), c) ease of handling, and d) formation of "scafolds" to retain
cells. The amorphous calcium phosphate (ACP) on entangled fibers morphology was
proposed to meet such requests. Such morphology promotes high surface contact
with body fluids, it facilitates the anchoring of cells and even features easy handling
during the surgical procedure. This bioceramic was obtained by Hager-Rosengarth
process. Coaxial amorphous phases in the biomaterial fiber were formed as a result
of melted liquid super-cooling. This paper studies the relationship between these
formed coaxial phases and selective dissolution behavior of ACP by layers of it's
fibers. It were performed the following testes: dissolution in simulated body fluid,
cytotoxicity and materials characterization (SEM, XRD and FT-IR). The bioactivity

control due to the coaxial distribution of amorphous phases was evalued.

Keywords: Fiber, Biomaterials, ACP.
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