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RESuUMO

Os cimentos fosfato de calcio (CPC) tém vindo a despertar cada vez mais interesse
por apresentarem vantagens em relacdo a outros materiais, tais como o cimento acrilico ou
os blocos ceramicos, usualmente utilizados na reparacao dssea. Estes sao constituidos por
um ou mais fosfato de cdlcio, e uma solucdo liquida, originando uma pasta que endurece
rapidamente, e que resulta num material cristalino, biocompativel e osteocondutor.

O objectivo deste estudo foi investigar algumas das propriedades de um novo CPC a
base de B-Fosfato tricélcico (B-TCP) que se caracteriza por incluir na sua fase liquida, além de
um acido carboxilico, um aditivo polimérico, o hidroxipropilo quitosano (HPCS), cuja sintese
foi optimizada por variacdo dos parametros temperatura e duragdo da reacgao.

As propriedades mecanicas e de manuseio, assim como o produto final do CPC foram
estudados efectuando-se testes de compressdo, flexdao, tempo de presa, injectabilidade e
difraccdo de raios-X (DRX). Além disto investigou-se o comportamento in vitro e in vivo
realizando-se testes de citotoxicidade e implantando-se o CPC no fémur de 8 coelhos durante
um periodo de 4 meses.

Verificou-se que o CPC produzido neste trabalho é um cimento de brushite, que
endurece em 10 min, conferindo tempo suficiente para a colocacdo da pasta numa seringa e
sua facil injeccdo, e que apresenta uma resisténcia a compressdao até 9MPa e flexdo até
6MPa, sendo por isso aceitavel para aplicacGes cirurgicas, em locais ndo sujeitos a grandes
tensdes. Por outro lado verificou-se que apesar da sua aparente toxicidade este é bem

tolerado in vivo, resultando num material biocompativel.

Palavras chave: Cimento fosfato de calcio, brushite, substitutos dsseos,

biocompativel.



ABSTRACT

The discovery of calcium phosphate cements (CPC) has opened up a new era in
medical applications by showing advantages to other materials, usually used for bone repair,
like acrylic cements or ceramic blocks, also used for bone defects. CPC are constituted by a
solid phase, containing one or more calcium phosphate, and a liquid solution. When mixed, a
paste is formed which rapidly sets, resulting in a crystalline precipitate similar to the
inorganic part of the bone, given rise to a biocompatible and osteoconductive material.

The aim of this study was to investigate some of the properties of a new cement
based on B-tricalcium phosphate (B-TCP), that includes in its liquid phase, in addition to the
carboxylic acid, a polymer addictive called hydroxypropyl chitosan (HPCS), whose synthesis
has been optimized by changes in temperature and duration parameters of the reaction.

The mechanical properties and handling of CPC final product has been study by
compressive and flexural tests, setting time, injectability and X-ray diffraction (DRX). In
addition the in vitro and in vivo behavior was also investigated, through citotoxicity test and
the implantation of the CPC in the femur of 8 rabbits during 4 months.

We noted that the CPC produced in this study is a brushite cement, that sets in 10
min, giving enough time for placing the paste in a syringe and its easy injection. It presents a
resistance to compression until 9MPa and flexion until 6MPa, therefore acceptable for
surgical applications in locations under major tensions, and despite its apparent toxicity it is

well tolerated in vivo, resulting in a biocompatible material.

Keywords: calcium phosphate cement, brushite, bone substitute, biocompatible.
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Ca/P Raz3o Célcio Fésforo

CaP Calcium phosphate — Fosfato de calcio PMMA

CAP Carbonated apatite — apatite carbonatada; PVA
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MCPM  Monocalcium phosphate monohydrate —
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UnNIDADES

cm Centimetros
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kN kilo-Newtons
N Newtons



PREAMBULO

A presente tese de mestrado realiza-se no ambito do curso de Mestrado Integrado
em Engenharia Biomédica, da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de
Lisboa (FCT-UNL), e foi realizada na empresa de acolhimento CERAMED e em colaboracgdo o
Hospital Veterinario de Sdo Bento.

A CERAMED (ceramicos para aplicagdes médicas) foi criada em janeiro de 2005,
surgindo na sequéncia de um projecto desenvolvido pelo CATIM (Centro de Apoio
Tecnolégico a Industria Metalomecanica) em 2003, onde iniciou uma unidade de
revestimentos de implantes ortopédicos e dentdrios — o CATIMedical. Com o sucesso desta
unidade de producdo, e aumento da dimensdo dos negdcios, o CATIMedical comegava a
afastar-se do objectivo do CATIM, enquanto Centro Tecnoldgico. Dai sentiu-se necessidade
de criar uma nova empresa inteiramente dedicada a esta parte comercial — a CERAMED.
Desde entdo, esta desenvolve a sua actividade na area dos biomateriais e tem vindo a
crescer. Actualmente é especializada em revestimentos para dispositivos médicos:
revestimentos de implantes médicos por APS, revestimentos de instrumentos médicos por
PVD e revestimentos organicos, anodizacdo e coloracdo do titanio, possuindo também uma
area de investigacdo e desenvolvimento de novos produtos.

O Hospital Veterinario de S3o Bento iniciou a sua actividade em 1997 e desde essa
data tem pautado a sua evolug¢do por uma progressiva especializacdo dos seus quadros, com
especial enfoque nas diversas vertentes da clinica de animais de companhia.

Com um servico de atendimento permanente de 24 horas dia, conjuga a superior
vocacdo e qualificacdo dos seus colaboradores com a dotagdo actualizada dos mais diversos
meios e equipamentos complementares de diagndstico, visando proporcionar aos seus
clientes um servigo de superior qualidade, e sempre orientado por uma pratica constante dos

bons principios médico-veterinarios.
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1.1 Enquadramento do problema

Actualmente com o aumento da esperanca média de vida, também se verifica um aumento
das doengas que estdo relacionadas com o grupo etdrio mais avancado. Entre estas, a mais
preocupante é a osteoporose, que afecta essencialmente mulheres. Segundo Alberto Quintal,
director do servico de reumatologia do Hospital Central do Funchal, depois dos 50 anos, uma em
cada trés mulheres sofre de osteoporose, enquanto um em cada 30 homens ird sofrer [1]. A
osteoporose é uma doencga que se caracteriza pela diminuicao de massa déssea, a qual leva a que o
osso fique cada vez mais rarefeito, de tal forma que provoca um aumento da sua fragilidade,
facilitando a ocorréncia de fracturas.

Em Portugal ocorrem cerca de 6.500 fracturas, por ano, sé devido a osteoporose. No reino
unido este numero atinge as 120 mil sendo as mais frequentes fracturas do punho, anca e coluna [1].

As fracturas da coluna vertebral estimam-se em cerca de 100 milhGes em todo o mundo e
caracterizam-se por uma dor local intensa e limitacdo de movimentos. Os tratamentos comegam
com a prevengao, no entanto, quando se verifica a incidéncia da doenca, o tratamento passa pelo
uso de medicamentos durante um periodo que pode ir de um a trés meses. Porém se apods este
periodo se mantiverem as queixas, os pacientes podem ser submetidos a uma cirurgia -
vertebroplastia ou cifoplastia [2]. Em qualquer uma destas cirurgias o médico aplica, no corpo
vertebral fracturado, um material liquido, que em poucos minutos fica tdo ou mais duro que o 0sso,
no sentido de aumentar a resisténcia da vértebra fracturada e reconstrui-la. Até agora, o material
mais utilizado, ndo sé neste tipo de cirurgias mas também no preenchimento e reconstrucdo de
segmentos dsseos e fixagdo de proteses, tem sido o cimento acrilico, a base de polimetacrilato de
metilo (PMMA), no entanto, este pode causar muitos efeitos secundarios. Isto ocorre essencialmente
pelo cimento acrilico ser um produto téxico, e como tal os esforgos para encontrar uma alternativa a
este cimento tém sido muitos [3].

A ideia mais promissora é a substituicdo do cimento acrilico por um material composto
essencialmente por fosfatos de célcio, tais como a hidroxiapatite (HA) e o B-TCP que sdo ceramicos
biocompativeis, bioactivos e osteocondutores. Propriedades estas que os convertem no biomaterial
por exceléncia para implantacdo éssea [4].

Os fosfatos de calcio, essencialmente a HA e o B-TCP tém sido utilizados desde a década de
80 como materiais reparadores dos ossos, disponiveis na forma de granulos ou blocos [5,6]. Os
blocos apresentam tamanhos e formas pré-estabelecidas o que dificulta a sua adaptacdo ao local de
aplicagdo. Quanto aos granulos, apesar de se adaptarem mais facilmente a zona de aplicagdao, ha
tendéncia para que ocorra migra¢do de particulas, aumentando a possibilidade de complicagdes

cirdrgicas podendo até levar ao fracasso da cirurgia. Assim, apesar do sucesso relativo a
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biocompatibilidade e osteointegracdo, a sua aplicacdo estd limitada a cada caso em particular, ao
estado do paciente e tamanho do defeito ésseo, havendo por vezes dificuldades na conformacgdo
exacta do material ao defeito, e até uma indisponibilidade da quantidade de material necessario para
restaurar toda a cavidade defeituosa [7,8].

Na década de 80, Brown e Chow, descobriram o primeiro cimento a base de fosfato de calcio
(CPC). Isto é, uma mistura de pds de fosfatos de cdlcio e dgua que forma inicialmente uma pasta e,
com o tempo, devido a dissolucdo dos fosfatos de calcio constituintes e precipitacdo de HA, mesmo a
temperatura ambiente ou corporal, dd origem a um material com alguma resisténcia mecanica [9].
Isto veio revolucionar a aplicacdo de fosfatos de cdlcio como substitutos dsseos, pois além da sua
excelente biocompatibilidade, e bioactividade, com a aplicacdo dos CPC ndo seria necessdrio dar
forma ao preenchimento, verificando-se um éptimo contacto entre o osso e o implante e o total
preenchimento de cavidades com uma incisdo minima.

Desde entdo, a investigacdo tem sido no sentido de encontrar um CPC com as caracteristicas
ideais, pois apesar de todas as vantagens mencionadas, estes apresentam certos inconvenientes,
entre eles uma resisténcia mecanica relativamente baixa e tempos de endurecimento (setting times)
inadequados por serem muito longos ou muito curtos. Uma resisténcia mecanica préxima da que o
0sso humano apresenta e setting times ajustados ao tempo necessdrio para a sua aplicagao cirurgica,
aumentam consideravelmente o campo das potenciais aplicagdes para estes materiais, cujas
principais aplicacbes se limitam actualmente a drea de odontologia, cirurgia maxilofacial,
cranioplastia e reparacdo de fracturas nos membros superiores. A ambicdo é eleva-lo ao nivel dos
cimentos acrilicos, que sdo hoje em dia muito utilizados em fixacdo de préteses articulares
cimentadadas e na substituicdo de discos intervertebrais e preenchimento de corpos vertebrais,
usufruindo de todos os beneficios que os fosfatos de calcio podem trazer a nivel de osteointegragao,
biocompatibilidade, e eventualmente como portadores de antibidticos para prevenir e/ou combater
mais eficazmente as infec¢gdes que poderdo surgir no local do implante.

Tendo por base a premissa exposta, ir-se-a, neste trabalho testar uma nova formulagdo de

um CPC cuja inovagdo serd a utilizagdo de uma matriz polimérica composta por um derivado do

quitosano (CS), o hidroxipropilo quitosano (HPCS), em conjunto com um fosfato de calcio (CaP).
Assim serdo avaliadas as propriedades fisico-quimicas e mecanicas do CPC. Contudo, como o
cimento ésseo pode apresentar diferentes propriedades mecanicas, alteradas por factores de
formulagdo, proceder-se-a a algumas variagGes para a optimizacdo do produto. Estas variagGes dizem
respeito essencialmente a trés factores: a optimizacdo do processo de obtencdo do agente

polimérico, a concentracdo do mesmo na fase liquida do cimento e a razdo entre as duas fases

liquida e solida.
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1.2 Conteudo da dissertacao

A primeira parte desta tese, capitulo 2, corresponde ao enquadramento teérico, composto
por varias secgdes.

A segunda parte da tese inclui os restantes capitulos, do 3 ao 10, os quais correspondem ao
estudo propriamente dito.

No capitulo 3 resume-se a metodologia dos testes efectuados, nomeadamente ensaios de
compressdo e flexdo, injectabilidade, tempo de presa, viscosidade, FTIR, H-RMN, DRX, GPC/SEC,
citotoxicidade e ensaios in vivo.

No capitulo 4 apresenta-se a composicdo do CPC, fazendo uma breve descricdo dos seus
constituintes.

Os capitulos 5 e 6 correspondem a producdo e caracterizacio do HPCS e do CPC
respectivamente e, como tal, nestes sdo apresentados os resultados obtidos e efectuada a andlise
dos mesmos.

O capitulo 7 corresponde a descricdo de uma experiéncia na qual se simula uma
vertebroplastia contendo ndo sé o procedimento utilizado, como também os resultados obtidos.

No capitulo 8 resume-se a técnica e o procedimento cirdrgico dos testes in vivo, assim como
se apresentam alguns dos resultados obtidos até ao momento.

O capitulo 9, vem complementar uns resultados obtidos no capitulo 8 e visa averiguar a
resisténcia e composicao do cimento apds a sua imersdao em soro fisioldgico durante alguns dias.

O ultimo capitulo (10) apresenta as conclusdes retiradas da analise de resultados, assim
como perspectivas para futuros estudos de modo a completar de forma mais consistente € completa
o estudo deste CPC.

Nos anexos, encontram-se o modelo dos protocolos utilizados para o registo experimental.
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2.1 Dos cimentos acrilicos aos cimentos a base de fosfato de calcio

Muitos materiais tém sido propostos para o uso em cirurgia ortopédica, quer na reparagao
de defeitos dsseos, quer em cirurgias feitas a articulagdes, essencialmente da anca e do joelho apds a
ocorréncia de artroses em estado mais avangado, ou na coluna vertebral quando a pessoa sofre de
osteoporose. Em todos os casos, o comportamento do material em contacto directo com o osso é

critico, pois isso pode condicionar o sucesso de uma cirurgia.

Até final do século XX os materiais mais utilizados na substituicdo de articulagdes, consistem
em endoproteses feitas de titdnio, ou liga de titanio fixa ao osso por cimento acrilico. Para além
deste tipo de cirurgias que se efectuam desde 1940, este cimento também é utilizado como apoio
interno da coluna vertebral e preenchimento e reconstrucdo de cavidades dsseas [10].

Estes cimentos sdo sobretudo compostos por metil metacrilato (MMA), presente na fase
liqguida, e PMMA, presente na fase sdlida. A fase sélida contém ainda um iniciador da reac¢do de
polimerizagao do MMA, e assim quando se procede a mistura das duas fases, estas formam uma
pasta moldavel pronta a ser aplicada no local afectado e que enrijece rapidamente [11].

Os rdpidos tempos de secagem, as excelentes propriedades mecanicas [12] bem como a
facilidade de manuseamento e moldacdo, tal qual pastilha eldstica, sdo propriedades ainda
inatingiveis por outros cimentos [13]. No entanto, apesar destas excelentes propriedades os
cimentos acrilicos ndo sdo bioactivos nem biodegradaveis [14] e podem originar complicacdes, ao
nivel das intervencgdes cirurgicas, tais como [3]:

1) Altas temperaturas durante o processo de secagem/endurecimento, o que pode levar a

necrose do osso e lise dssea;

2) Retraimento da matéria durante o processo de endurecimento, o que no caso das
proteses pode levar a sua ma colocacdo na cavidade do o0sso. A pequena lacuna que pode
ficar entre a prdtese e o osso é fechada com tecido fibroso que permite um micro-
movimento da prétese em relagdo ao 0sso e que pode muitas vezes causar ostedlise’.

3) A cirurgia em si, pode levar a ossificacdo heterotépica’ e deste modo a uma imobilizagdo

sendo necessario efectuar varias revisdes cirurgicas ao longo do tempo.

' Aostedlise é a absorgdo do tecido 6sseo que pode provocar a destruicdo mais ou menos extensa dos 0ssos.

ZA ossificagdo heterotdpica é a formagdo de osso em tecidos moles junto a articulagdes, isto é, € um processo bioldgico
metapldsico, no qual ha neoformagdo de osso em tecidos moles adjacentes as grandes articulagdes, locais onde,
normalmente o tecido ésseo ndo é encontrado [130].
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Na tentativa de evitar todos os maleficios citados, hd muitos anos que se estudam outras
alternativas. A mais promissora é ter um implante de CaP, que endurece como um cimento, pois este

material apresenta alta biocompatibilidade e a maleabilidade de um cimento acrilico.

Os fosfatos de calcio, tais como a hidroxiapatite e o B-TCP, sdo os constituintes principais da
parte mineral do osso normal e dentes. Sendo materiais bioactivos e osteocundutores, distinguem-se
pela formacdo de um forte laco bioldgico permitindo o crescimento e proliferacdo do osso até ao
implante. O B-TCP, por ser biodegradavel, a medida que é reabsorvido, permite o crescimento dsseo
até a completa substituicdo do implante, dai que seja o material de eleicdo para este tipo de

produto.

Em 1984, Gruninger e os seus colaboradores designaram este novo tipo de produto de
“cimento fosfato de calcio”(CPC) e, segundo a sua designagdo, consiste numa mistura entre sais de
fosfatos de cdlcio com agua, ou uma solucdo aquosa, para formar uma pasta que possa reagir a
temperatura ambiente ou corporal, dando origem a um precipitado que contém um ou mais fosfatos
de célcio e que endurece pelo intercruzamento dos cristais do precipitado [4].

Este cimento pode entdo ser aplicado em excertos dsseos, e substituicio de partes
danificadas do sistema 6sseo, oferecendo grandes vantagens que se traduzem por uma facil
manipulagdo e excelente contacto entre o enxerto e o osso. E preparado durante a cirurgia, ndo
necessitando de forma prévia, para além de ser biocompativel e bioactivo.

Os CPC também podem servir como sistemas de administragdo de farmacos, tais como
antibidticos, anti-tumurais e anti-inflamatérios [15].

Para além disto, as grandes vantagens dos CPC em relagdao ao PMMA s3o que estes reagem a
baixas temperaturas, ndo causando a necrose do tecido envolvente, nem da matriz dssea. Durante
um certo periodo de tempo a pasta é moldavel, permitindo o facil manuseio quer para a colocagdo e
utilizacdo do produto numa seringa, quer para moldag¢do e posicionamento do produto no local com
as proprias maos. O produto final, também é composto por fosfatos de calcio que promovem a
osteointegracdo, o que ndao acontece com o PMMA. Contudo as caracteristicas do produto final
podem variar, consoante a composicdo das fases do cimento, a razdo entre a fase liquida e sdlida

(L/S), a razdo molar Calcio/Fésforo (Ca/P) e a presenca de aditivos.
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2.2 A quimica dos cimentos fosfato de calcio

2.2.1 Componentes dos Cimentos Fosfatos de calcio

A maioria dos CPC resulta de uma combinacdo de pés de ortofosfatos (OrtoF) de calcio® com
uma solucdo aquosa, que poderdo no entanto ter alguns aditivos com o intuito de melhorar as suas
propriedades intrinsecas.

Na tabela 2.1 encontram-se listados os OrtoFCa mais importantes e usualmente utilizados na

formulacdo dos CPC e a respectiva razdo Ca/P.

Tabela 2.1 - Ortofosfatos de calcio existentes, mais utilizados nas formulag¢des dos cpc.

Nome do Composto Abrev. Mineral Ca/P Féormula Quimica

Fosfato monocilcico

o ohidratads MCPM 0,5 Ca(H,P0,),.H,0
Fosfato monocalcico
_ MCPA 0,5 Ca(H,P0,),
anidro
Fosfato dicalcico DCPD Brushite 1,0 CaHPO,4.2H,0
dihidratado
Fosfato dicalcico anidro | DCPA? Monetite 1,0 CaHPO,
Fosfato octacalcio OoCP 1,33 Cag(HPO,),(P04)4.5H,0
a- fosfato tricalcico ao-TCP 1,5 a-Ca;(P0O,),
B - fosfato tricalcico B-TCP 1,5 B-Ca;(PO.),
Fosfato de calcio amorfo | ACP 1,2-2,2 Ca:H,(PO)..nH:0,

n=3-4,5; 15-20% H,0

Hidroxiapatite deficiente

o CDHA® 1,5-1,67 | Cayox(HPOL),(PO4)ex(OH)2y (0<x<1)
em cdlcio
Hidroxiapatite HA 1.67 Cay9(P0O4)s(OH),
Fluorapatite FA 1.67 Caio(PO.)6F,
Fosfato tetracalcico TTCP Hilgensto-ckite | 2.0 Ca,(P0O,),0
Apatite carbonatada CAP Dahlite Cagg(HPO,)0.7(PO4)as5(CO3)0.7(0OH) 1 5

Como aditivos, certos CPCs utilizam principalmente ides tais como o Na’, K, Mg“. Outros

utilizam também sais de célcio, tais como os pirofosfatos® de calcio e o 6xido de célcio (CaO).

* Familia de fosfatos de calcio que contém o grupo PO,”.
* Também referida somente como fosfato dicélcio (DCP).
> Também referida como hidroxiapatite precipitada (PHA), quando x=0.
6 e PR , 4-
Familia de fosfatos de calcio que contém o grupo P,0; .
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A maioria dos CPCs, tendem a desintegrar-se, apds a implanta¢do, ao entrarem em contacto
com os fluidos corporais ou com o sangue. Por esta razdo, tém sido feitos alguns estudos
adicionando-se também agentes coesivos para evitar que essa desintegra¢do ocorra.

Assim, ha autores que para melhorar a coesdo de um cimento a base de TTCP e DCP,
adicionaram alginato de sddio a frac¢do liquida do cimento, outros tentaram usar diferentes
polissacarideos tais como o hidroxipropilcelulose, carboximetilcelulose, acetato de quitosano, lactato
de quitosano [16]. Todos estes aditivos melhoraram as propriedades de manuseio do cimento, no
gue diz respeito a sua coesao, contudo verificou-se que isso alterou outras propriedades do cimento.
Nos derivados de celulose o tempo de consolidacdo (setting time) aumentou, enquanto que nos
derivados do quitosano a resisténcia mecanica diminuiu [17].

Para outra formulacdo de cimento, contendo ACP e DCPD, estudou-se os efeitos da adicdo de
dihidrogenofosfato de sddio (NaH,PO,), polietileno glicol (PEG), glicerina e acido citrico nas
propriedades reoldgicas e injectabilidade do cimento. Com isto verificaram que a injectabilidade e o
setting time do cimento pode ser aumentada pela adicdo de solugdo de fosfato dissédico (Na,PO,)

mas diminuidas quando se adiciona PEG, glicerina ou acido citrico a pasta [18].

Em todos os estudos se verifica que as propriedades do cimento, tais como a plasticidade
inicial, o tempo de consolida¢do ou coesdo, e de endurecimento, assim como a resisténcia mecanica
final e injectabilidade podem ser controladas fazendo-se variar diversos factores, sendo os principais

a considerar os descritos na tabela 2.2 [19].

Tabela 2.2 - Factores que afectam as propriedades das pastas de CPC.

— A pureza dos principais constituintes sélidos;

— A propor¢do da mistura entre os principais constituintes sélidos;
— Aditivos (aceleradores, retardadores, agentes coesivos);

— Tamanho das particulas e humidade dos soélidos;

Fase solida

Fase liquida —Aditivos;
—pH;
Mistura —Relagao liquido/sélido (L/S)
—Temperatura
Maturacao —Humidade

—pH do meio
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2.2.2 Solubilidade

Os CPC sdo preparados utilizando-se uma solugdo aquosa e um ou varios CaP. A maioria dos
CaP sdo classificados como reabsorviveis, o que significa que em condi¢Ges fisioldgicas estes se
dissolverdo. Assim, nos CPC quando os constituintes sdo misturados com o liquido para a reacgao, os
CaP comecam por se dissolver na solucdo. Esta solubilizacdo ocorre, (i) até que a composicdo do
liguido encontre um ponto invariante, que corresponde ao ponto de interseccdo das linhas de
solubilidade dos componentes; (ii) até se atingir o ponto de saturacdo da solucdo, no caso de um
Unico CaP. Quando esse ponto é encontrado, solubilizacdes adicionais dos sais de fosfato de calcio,
sO poderdo acontecer se ocorrer a precipitacdo de alguns CaP com o qual a solu¢cdo aquosa esta
supersaturada, removendo ides de cdlcio e fosfato da solucdo. O pH determinara o tipo de
precipitado, excepto quando se tratar de formas amorfas, que sera um tipo de CaP menos soluvel
(tabela 2.3). Durante a reac¢do de precipitacdo os cristais de CaP crescem dando origem a um

emaranhado de cristais, conferindo desta maneira rigidez mecanica ao cimento [20].

Tabela 2.3 - Fosfatos de calcio que podem ser precipitados a temperatura ambiente ou corpdrea [20].

Ca/P | Abrev. Nome do precipitado Formula pH
Fosfato monocdlcico
0,5 MCPM monohidratado Ca(H2P04)2H-0 0-2
1,0 DCPD Fosfato dicalcico dihidratado CaHPO4.2H,0 2-6
(o CaxHy(PO4),nH-0, )
1,35 ACP Fosfato de célcio amorfo n=3-4,5; 15-20% H20 4-9
1,33 OCP Fosfato octacalcio Cag(HPO4)2(P04)4.5H,0 5,5-7,0
1,5 CDHA | Hidroxiapatite deficiente em cdlcio | Cag(HPO4)(P0O4)s(OH) 6,5-8,5
1,67 | HA Hidroxiapatite Ca10(P04)s(OH)2 9,5-12

A solubilidade dos fosfatos de cdlcio em dgua é uma propriedade que também se deve ter
em conta, pois o comportamento in vivo do CPC pode ser previsto em grande parte devido a
solubilidade dos seus constituintes e/ou da sua fase final [21]. Se a solubilidade de um CaP, como é o
exemplo da hidroxiapatite, for muito baixa, a sua degradagao é praticamente inexistente e muito
lenta, se por outro lado a solubilidade do calcio fosfato for elevada, o CPC sofre degradagao. Usando
as diversas solubilidades dos fosfatos de calcio, pode-se prever a sua taxa de degradacgao in vivo, em
pH7.0, por esta ordem [22]:

MCPM > TetCP = a-TCP > DCPD > DCP > OCP > 3- TCP > CDHA > HA
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O OCP é muitas vezes encontrado como uma fase intermediaria e transitéria durante a
precipitacdo de outros calcios OrtoFs mais estaveis, como é o caso do CDHA [23].

O DCPD é o CaP mais facilmente sintetizado pelo organismo. Este ja foi detectado em calos
de fractura [24], osso [25], e pedras dos rins [26] e também é considerado um precursor da formacgao
de HA no osso [27]. E biocompativel e osteocondutor e a pH fisiolgico (pH=7,4) é o mais soluvel
(sem contar com o MCPM). Também é metaestavel e consequentemente pode ser convertido
noutros fosfatos de calcio, tais como o DCP (a pH = 6-7) ou CDHA (a pH=7). In vivo o DCPD é
rapidamente reabsorvido e substituido por osso novo [8]. Contudo, verifica-se muitas vezes a
transformacdo de DCPD em HA, especialmente em locais onde se verifica uma fraca irrigacao de
sangue [28].

O CDHA é menos soluvel do que DCPD, mas a sua solubilidade ndo é muito exacta pelo facto
de poder apresentar uma razdo Ca/P entre 1.5 a 1.67 [29]. Todavia acredita-se que a solubilidade
aumente a medida que a razao diminua. Outra dificuldade em definir a solubilidade do CDHA prende-
se com o facto de que muitos CPC possuem aditivos para melhorar as suas propriedades, e o CDHA
incorpora facilmente iGes estranhos tais como carbonatos, cloro, flior e magnésio, que podem ter
uma grande influéncia na solubilidade e até no tipo de HA que precipita. Dai que se encontre, em
algumas situacbes, fases de HA substituida, como é o caso da apatite carbonatada (CA) ou
fluoroapatite (FA — Ca1o(PO4)sF,) [3]. O tamanho das particulas dos cristais também é importante,
pois no CDHA estes sdo muito pequenos na ordem dos 10-20nm. Nesta ordem, a solubilidade
depende do tamanho das particulas, e quanto menor sdo, maior solubilidade apresentam. O CDHA
com uma razdo Ca/P de 1.5 também é usualmente chamada de TCP. Este termo pode ser confundido
com o B-TCP que apresenta quase a mesma composicdo quimica, mas diferentes estruturas

cristalograficas. Estima-se que a solubilidade possa estar préxima da do B-TCP [30].
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2.2.3 Produtos Finais

Apesar do grande nimero de formulagées que tem sido tentado nestes ultimos anos, os CPC
dividem-se quanto ao seu produto final, em apenas trés: apatite; brushite e CaP amorfo. Contudo
num estudo que se fez sobre o CaP amorfo, verificou-se que esta é uma fase metaestdvel, e que o
cimento que da origem a este produto se converte rapidamente em apatite [31]. Desta forma
podemos classificar os CPCs em duas categorias que serao abordadas em separado e que se baseiam
na taxa de absor¢do: apatite e brushite. A grande diferenca entre a formacao de apatite e a brushite
€ o pH a que ocorre a reacgdo: pH neutro ou basico da origem a apatite e, pH 4acido (inferior a 6)

forma brushite .

2.2.3.1 Apatite

Nos cimentos cujo produto final é apatite, podem ocorrer precipitados diferentes, tais como
uma hidroxiapatite pouco cristalina, e/ou CDHA. Normalmente a reaccdo de endurecimento destes
cimentos ocorre com pouca ou nenhuma libertacdo de calor e a um pH préximo do fisiolégico,
podendo este ultimo factor contribuir para a alta biocompatibilidade que estes materiais
apresentam. Por isto, eles podem até ser utilizados em sistemas de libertacdo de farmacos [32,33].
Nesta década, alguns avangos resultaram mesmo em cimentos que apresentam uma resisténcia
mecanica mais préxima dos valores do osso cortical [34]. Apesar destas propriedades bastante
atractivas, a maior limitagdo dos cimentos de apatite é que a hidroxiapatite é praticamente insoluvel
a pH fisiolégico. Os cimentos sdo geralmente micro-porosos, sendo normalmente reabsorvidos pelos
osteoclastos mediante fagocitose, a partir da superficie do material, e a sua taxa de dissolucdo é
quase inexistente.

Os cimentos de apatite contém muitas vezes na sua constitui¢do pos de TCP e/ou TTCP [35],
DCPA ou DCP ou ainda CDHA [36].

A reactividade do TCP varia em fungdao da fase cristalina e tamanho das particulas.
Geralmente, observa-se uma reactividade maior para fases termicamente mais estaveis e com
particulas mais pequenas, dai que a ordem de reactividade para os TCP seja, B-TCP < a-TCP < ACP
[3].

Um exemplo da reaccdo de obtencdo da apatite é o cimento proposto por Brown e Chow
composto por uma mistura de DCPD ou DCPA com TTCP numa razdo de 1:1 e dgua ou solugdes

diluidas de acido fosfdrico (H;PO,) [37]. Em ambos os casos o produto final da reacgdo é HA.
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Mais tarde com os mesmos reagentes Brown e Fulmer, mostraram que é possivel obter CDHA como
produto da reac¢do alterando apenas a razdao do TTCP com DCPD ou DCPA para 1:2 (eq. 1 e 2) [38].
Nestes casos o que ocorre é uma reac¢do acido-base, ou seja, uma fase de CaP relativamente
acida, que reage com outra fase relativamente basica para produzir um CaP relativamente neutro.
Exemplos deste tipo de reac¢bes apresentam-se a seguir.
6Cas(P04),0 + 6CaHPO, — 3Caq((P04)e(0OH), (1)
6Cay(P0O,4),0 + 12CaHPO 4 — 4Cay(PO 4)s(HPO 4)OH + 2H,0 (2)

A possibilidade do CDHA resultar de uma hidrélise de um a-TCP, foi descrito por Monma e
Kanazawa. Mais tarde Ginebra, Fernadez e colaboradores verificaram a transformacao do a-TCP para
CDHA pode ser completa a um tempo clinicamente aceitavel (eq. 4) [39]. Nesta reac¢do ocorre
transformacdo de uma fase metaestavel numa fase mais estavel em meio aquoso, como resultado,
ambos os fosfatos de célcio tém a mesma razdo Ca/P quer na fase inicial, quer no final da reaccgo.

Alguns exemplos deste tipo de reaccdo sdo apresentados a seguir.

3C(13(P04)2.nH20 - Cag(P04)5(HP04)0H + (37’1 - 1)H20 (3)
3((1 —ou ﬁ—)Ca3(P04)2 + H20 4 Cag(P04)5(HPO4)0H (4)
3C(14(P04)20 + 3H20 - Cag(P04)5(HP04)0H + 3C(1(0H)2 (5)

Devido a presenca inicial de carbonatos, o precipitado pode ter como produto final CAP,
como é o caso do Norian SRS e o Biocement D (agora Calcibon®) [40]. No entanto o CDHA e CAP
formam-se num ambiente aquoso e tém baixa cristalinidade, estas sdo muito semelhantes as
apatites bioldgicas dos ossos e dentes. Acredita-se que estas propriedades sejam as responsaveis
pelas excelentes caracteristicas de reabsorgdo in vivo.

A caracteristica mais importante dos cimentos de apatite, é que a forga que liga os novos
cristais recém-formados, quer do CDHA, quer do CA é fraca. Consequentemente, estes podem
separar-se facilmente da massa do cimento, especialmente depois de ter ocorrido dissolugao parcial.
E, quando isto ocorre, os osteoclastos e outras células podem facilmente ingerir os cristais de
apatite.

Imediatamente apds a implantagdo, qualquer cimento fica exposto ao sangue e a outros
fluidos, o que atrasa o setting time. O setting time para cimentos de apatite tem sido extensivamente
estudado e parece ser bastante longo. Por exemplo, a original formulagdo proposta por Brown e
Chow possui um setting time que pode ir de 15 a 22 min [9,41] o que pode levar a complicacGes.
Todos os cimentos de apatite sdo viscosos e facilmente moldaveis mas tendem a ser dificeis de

injectar. Dai que para melhorar as suas propriedades seja necessério jogar com a razdo L/S e ainda
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utilizar aditivos. Os aditivos utilizados neste tipo de cimentos sdo muitas vezes acidos fosfdricos,
MCPM, e outros OrtoFs sollveis. Estes aditivos promovem a dissolugdao dos sdlidos através da
reducdo do pH do meio, traduzindo-se numa diminui¢ao do setting time.

Como exemplo da influéncia de OrtoF soluveis, como é o caso do Na,HPO, ou NaH,PO, no
setting time dos cimentos de apatite, é que estes OrtoF de sddio impedem que as particulas de DCPA
se encontrem isoladas. O que faz com que a dissolucdo do DCPA e formagdo do CDHA durante o
endurecimento ocorra de uma forma linear, evitando assim a rapida formacdo do CDHA. Isto é
importante porque se a formacao de CDHA for muito rapida, podera aparecer DCPA que nao reagiu,
o que diminui a dissolucdo de DCPA, tornando a reac¢do mais lenta [42].

Grande parte dos cimentos comerciais sdo cimentos de apatite, cujo produto final da

reac¢do de solidificagdo é PHA ou HA carbonatada (tabela 2.4).

Tabela 2.4 — Composicdo e respectivo precipitado de alguns cimentos de apatite presentes no mercado [43].

Nome do cimento Companhia Componentes Produto final
a-BSM
Embarc ETEX ACP, DCP + H,0 PHA
Biobon®
Norian® SRS _ a-TCP, CaCO3, MCPM + H,0,
Norian® CRS Synthes-Norian Na,HPO, CAP
™ - TTCP, DCP + H,0, Na,HPQ,,
BoneSource Leibinger NaH,PO, PHA
B . a-TCP, TTCP, MCPM + H,0,
Cementek Teknimed Ca(OH),, H;PO, PHA
Calcibon” _ a-TCP, DCP, CaCO;, PHA +
(antigo Biocement D) Biomet Na,HPO, CDHA
Mimix™ da Lorenz Surgical a-TCP, TTCP e acido citrico PHA
° - + +
Biopex Mitsubishi ;xa;I;CP, TTCP, DCPD, HA + H20 PHA
a-TCP, TTCP, DCPD, HA, Apati
Biopex'-R Mitsubishi Mgs(PO,), e NaHSO, _ Apatite
. (N3do especificado)
+ H20, ides
QuikSet Mimix™ Lorenz Surgical N3o especificado _ Apatite
(Ndo especificado)
™ a-TCP, Mgs(PO,),, MgHPO,, Apatite
Kyphos Kyphon SrCOs + H,0, (NH,),HPO, (N3o especificado)
Callos™ Skeletal Kinetics N3o especificado _ Apatite
(Ndo especificado)
Shanghai Rebone Apatite
Rebone Biomaterials Co, Lda. TTCP, DCP+H;0 (N&o especificado)
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2.2.3.2 Brushite

Os CPC de Brushite sdo muito diferentes dos de apatite. Enquanto as pastas dos CPC de
apatite passam gradualmente de um estado viscoso para uma massa resistente, os CPCs de brushite
sdo geralmente mais liquidos e endurecem mais rapidamente [44].

O produto final conhecido como brushite é o DCPD. Mirtchi e Lemaitre [45] foram os
primeiros a produzir este tipo de cimentos em 1987, onde utilizaram MCPM (acido) para reagir com
0 B-TCP (basico) obtendo como produto final DCPD (neutro).

B — Caz(P04), + Ca(HyP04),.H,0 + 7H,0 — 4CaHPO,.2H,0 (6)

A utilizacdo do 4cido fosférico (H;PO,) para reagir com TCP, foi proposto no mesmo ano pela
Bajpai, onde para além deste testou outros tipos de acidos carboxilicos e mondmeros de baixo peso
molecular [46]. A reac¢do é dada por:

Cas(PO,), + H3PO, + 6H,0 — 3CaHPO,-2H,0 (7)

Até agora, ha mais formulagGes propostas, como por exemplo B-TCP+H3;PO, [42,47], B-
TCP+MCPM [45] e TTCP+MCPM+CaO [28]. Todos os cimentos de brushite solidificam por meio de
reacgdes acido base (eq. 6 e 7). Como o DCPD precipita a pH inferior a 6, a pasta do cimento de
brushite é 4cida durante a reaccdo de endurecimento [48]. Por exemplo, durante a solidificacdo de
um cimento de brushite composto por B-TCP+MCPM o pH varia de valores préoximos de 2, até um pH
guase neutro de aproximadamente 6 [47]. Ao substituir o MCPM por um acido OrtoF, este torna as
pastas de cimento muito acidas durante os primeiros 30s, mas depois o pH segue o perfil obtido com
o MCMP. Contudo esta segunda formulagdo traz algumas vantagens em vez do uso de MCPM,
nomeadamente o facto de tornar a preparagdo mais facil e mais rapida, permitir um melhor controlo
da composi¢do quimica e reactividade e uma melhoria das propriedades fisico-quimicas (como é o
caso de maiores tempos de solidificacdo, e maior resisténcia a trac¢do devido a uma maior
homogeneidade da pasta). No entanto, a utilizacdo de 4acidos OrtoF pode comprometer a
biocompatibilidade da formula¢do do cimento, devido a apresentar baixos valores de pH durante a
conformacao [47].

Se uma pasta de cimento contém um excesso de uma fase bdasica, o pH de equilibrio sera
dado pela interseccdo das linhas de solubilidade da fase bdsica da mistura com a linha do DCPD. Por
exemplo, o pH de equilibrio das seguintes combinagdes: B-TCP+MCPM, HA+MCPM, TTCP+MCPM sdo

respectivamente 5,9, 4,2 e 7,6 [20,49], o que se pode confirmar pela observac¢do da figura 2.1.
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Log([calcium in solution] [M])

Figura 2.1 - Diagrama de solubilidade de varios CaP em agua a 37°C. A solubilidade é
expressa na quantidade total de iGes de calcio presentes na solugdo (log[Ca]) e pH da
solugdo. Os dados de solubilidade foram retirados por Vereecke e Lemaitre [22].

A figura 2.1 apresenta as linhas de solubilidade de 8 sais de CaP na forma do logaritmo de
concentracdo total de calcio, log[Ca], da solucdo saturada em funcdo do pH.

As linhas de solubilidade da maioria dos sais de CaP apresentam no diagrama, inclinacdao
negativa nas regidoes neutras e acidas, ou seja, a pH abaixo de 7. Isto reflecte o facto de que todos os
compostos sdo mais sollveis a medida que o pH diminui. A inclinacdo da linha de solubilidade é uma
indicacdo da rapidez a que a solubilidade dos sais aumenta com a diminuicdo do pH.

O diagrama de solubilidade mostrado na Figura 2.1 é util porque revela a estabilidade
relativa dos sais em varios valores de pH. Num dado pH, um sal cuja linha de solubilidade se encontra
abaixo de uma de outro sal significa que este é menos soluvel (mais estavel) do que o outro. Assim, é
claro a partir do diagrama da figura 1, que a 37°C a HA é o menos soluvel de todos os sais, a ndo ser
que o pH desca abaixo de 4,2, pois nesse caso o DCPA torna-se o menos soluvel. Por outro lado, o
MCPM é o mais soluvel, no entanto por ser muito acido, ndo é biocompativel, e é um produto que
ndo nos interessa obter, sendo assim, os fosfatos de cdlcio com mais conveniéncia sdo o DCPD por
ser o CaP mais bio-reabsorvivel e ser também biocompativel, e a CDHA por ser o CaP mais
semelhante ao osso.

A brushite é moderadamente soltivel a pH fisioldgico. Portanto, a sua reabsor¢ao pode
ocorrer quer por fagocitose quer por dissolugdo, a seguir a implantag¢do. Os cimentos de Brushite
podem ser largamente ou até totalmente reabsorvidos em apenas 16 a 18 semanas [50,51]. Apesar
disto, o uso da generalidade dos cimentos de brushite sdo limitados, por serem, mecanicamente
menos resistentes do que a maioria dos cimentos de apatite [52]. Contudo, as propriedades

mecanicas tendem a aumentar a medida que o osso volta a crescer [53]. Uma razdo para que a
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resisténcia inicial seja menor é que devido a uma reacgao de solidificagdo muito rapida, as pastas de
brushite sdo geralmente muito liquidas, sendo normalmente misturados com uma grande razdo L/S,
em comparagdo com a propor¢do estequiométrica. Isto resulta em alta porosidade e
consequentemente num cimento menos resistente. Em certos casos, estas podem endurecer em
apenas 10s, chegando ao maximo da sua resisténcia em apenas 1 dia [44]. A rapida reaccdo de
solidificacdo deve-se, provavelmente, ao facto de no final da reaccdo de endurecimento o pH da
pasta aumentar, com a diminuicdo da solubilidade dos reagentes [47]. Para controlar o inicio da
reaccdo de endurecimento e, consequentemente, proporcionar tempo suficiente para que o
cirurgido possa aplicar o CPC de maneira segura, podem ser propostas duas estratégias: o uso de
inibidores da nucleacdo e crescimento de cristais (retardadores) [44], e/ou utilizar reagentes menos
soliveis como por exemplo a HA em vez de B-TCP [54,55]. Para controlar a reaccao de solidificacdo
total, devem ser utilizadas particulas mais pequenas, de 1um ou inferior, e monodispersas.

Varios aditivos tém sido utilizados para retardar a reac¢cdo dos cimentos de brushite, tais
como ides citrato, sulfato, e pirofosfato. Num estudo feito por Bohner e colaboradores [56] de todos
estes ides, os pirofosfatos parecem ser os mais eficazes. Pensa-se que os pirofosfatos podem actuar
como agentes retardantes, por se ligarem a superficie dos cristais recentemente formados e, deste
modo, inibir a cristalizacdo. Contudo, os ides pirofosfatos, também abrandam a taxa a que o B-TCP é
consumido, resultando num aumento do tempo durante o qual o pH do cimento permanece acido, o
gue pode comprometer mais uma vez a biocompatibilidade deste tipo de cimentos.

A adicdo de 4cidos carboxilicos, tais como o 4cido citrico, a fase liquida do cimento, também
pode melhorar o setting time, a injectabilidade, e as propriedades mecanicas do cimento [57].
Estudos mais recentes, testaram a influéncia do acido lactico, malico, citrico, e tartdrico na reacgao
de solidificagdo dos cimentos de brushite, e verificam-se que todos eles prolongam a reac¢do de
solidificagdo mas com diferentes efeitos nas propriedades mecanicas [58].

Como o DCPD é uma fase metaestavel, em condigdes fisioldgicas este pode transformar-se
em CDHA por meio de dois processos: dissolugao e precipitagdo. Alguns estudos parecem mostrar
que esta reac¢do de transformagdo pode levar a reac¢bes inflamatodrias, pela libertagdo de acido
durante esse processo [20]. No entanto, Bohner [20] verificou que a adicdo de pequenas quantidades
de iGes magnésio ao cimento, actua como um inibidor da precipitacdo de CDHA prevenindo que isto
aconteca, ou seja, reduzindo a possibilidade de inflamacao.

No mercado ja é possivel encontrar cimentos de brushite apesar de serem muito poucos em
comparacdo com os cimentos de apatite. Estes sio o ChronOS™ Inject (da Synthes- Norian),

Eurobone’ (da Kasios), e VitalOs (da CalciphOs).
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2.3 Propriedades basicas do cimento

2.3.1 Preparacao do cimento

Os CPC preparam-se de forma semelhante a de um cimento, tal como se pode observar pelo
esquema da figura 2.2. Ao misturar-se os dois componentes, liquido e pd, o produto que se obtém é
uma pasta plastica, e extremamente viscosa. Ao longo de um determinado periodo de tempo, que
podera ir de alguns minutos a varias horas, esta perde a plasticidade e ganha cada vez mais
consisténcia, permitindo o seu facil manuseio (t;). A partir do momento em que a pasta se encontra
rigida (t;), diz-se que esta atingiu o setting time (endurecimento), e deste ponto em diante o seu
manuseio pode levar a deterioracdo do cimento, desfazendo-o. Contudo a sua resisténcia mecanica
aumenta progressivamente alcancando o maximo do seu valor apds um periodo de tempo que pode

ser de vdrias horas a alguns dias.

Mistura

Pasta
plastica

Pasta
rigida

(t; = min...h)

(te=h ... dias)
Endurecimento

Massa

resistente

Figura 2.2 - Esquema geral de
preparagao de um CPC [19].

Segundo Driessens e colaboradores [19], este tipo de material deve apresentar, para o uso clinico, as
seguintes caracteristicas:

1) O tempo durante a qual se efectua a mistura dos componentes, deve ser suficiente curto,
aproximadamente 1min;

2) O tempo de solidificacdo deve ser tal que permita a manipulacdo adequada da pasta de
cimento, mas ndo demasiado elevada para ndo comprometer a aplicagdo clinica (t; = 5min; t;
< 20min);

3) O tempo durante o qual se pode manipular o cimento sem diminuir a resisténcia final, tp,

deve ser estar proximo a t; (tp = 5 min);

‘CERAMED 18



PRODUCAO DE CIMENTOS OSSEOS A BASE DE FOSFATO DE CALCIO | INTRODUCAO

4) O tempo de coesdo, tc, tempo a partir do qual o cimento ndo dilata nem se desintegra

guando em contacto com os fluidos corporais, deve ser suficientemente menor que tp e t; (tc

<tp=t);

5) A resisténcia a compressao deve ser, pelo menos, da ordem da do osso trabecular;

6) O efeito térmico durante o periodo de consisténcia/endurecimento deve ser o menos

possivel;

7) O pH durante e depois do periodo de consisténcia deve ser similar ao fisiolégico para evitar

danos citotodxicos (6.5 < pH < 8.5).

2.3.2 Propriedades mecanicas

As propriedades mecéanicas sdo uma preocupacado evidente no que diz respeito ao uso de

fosfatos de cdlcio. Uma vez que estas podem condicionar a aplicagdo in situ destas ceramicas, este é

um assunto de grande interesse para os clinicos. A resisténcia a compressdao do osso cortical e

trabecular varia, dependendo da sua densidade, desde 130 até 180MPa, e de 5 a 50MPa

respectivamente.

Existem uma série de factores que podem ser os responsaveis pelo aumento ou diminuicao

das propriedades mecanicas dos CPC. Estes aparecem resumidos na tabela seguinte:

Tabela 2.5 — Resumo das propriedades que podem afectar a resisténcia do CPC.

Factor ‘ Consequéncia
Razdo L/S Quanto maior é esta razdo, maior a quantidade de liquido
presente e menor € a resisténcia a compressao.

Proporcao Ca/P Esta tem influéncia na natureza do produto, contudo o
dos reagentes | maximo de resisténcia mecanica pode variar para cada formulagao.
Tamanho das Particulas menores, podem levar a uma maior resisténcia a

particulas compressao.

A quantidade de Podem levar ao aumento ou diminuicdo da resisténcia

aditivos mecanica consoante o tipo e a quantidade utilizada.
Os produtos metaestaveis como é o caso do DCPD ou do OCP
- podem transformar-se, em condigdes fisioldgicas, noutros que sejam
Estabilidade . P . .
uimica mais estaveis e de baixa solubilidade tal como o CDHA, mantendo a
1 sua resisténcia, indefinidamente durante o seu armazenamento em
solugdes aquosas a 379C quase neutras [30].
Pode levar a desidratagdo do cimento causando mais
Temperatura . A A
porosidade e consequentemente menor resisténcia mecanica.
CERAMED
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Razdo L/S

Teoricamente, é de esperar que cimentos com elevadas razBes L/S apresentem fracas
propriedades mecanicas, porque resultam em cimentos com alta porosidade [59]. Como
consequéncia, baixar a razdo L/S do cimento para um valor onde a pasta seja facil de trabalhar,
resulta em formulagdes com porosidade reduzida o que corresponde a um aumento das
propriedades mecanicas do cimento [60]. Por outro lado, sabe-se que a porosidade eleva a
degradacdo dos ceramicos fosfatos de cdlcio, e determina o crescimento natural de novo tecido
dsseo. Contudo, isto depende de mais factores do que apenas das propriedades mecanicas em si, tais
como o sitio da aplicagdo (vascularizacdo, carga suportada, dimensdo do defeito), as propriedades
bioldgicas do material (biocompatibilidade, osteocondutividade, e degradacao) entre outros aspectos

[61].

Propor¢do Ca/P dos reagentes

Um exemplo da influéncia desta razdo é o de um cimento formado por uma mistura de
MCPM e CA, em que os valores mais elevados de resisténcia a compressdo obtiveram-se quando a
razdo Ca/P da mistura se manteve num intervalo de 1,24 a 1,45 [60]. Por outro lado, verificou-se que
para um CPC composto por a-TCP e DCP, o maximo de resisténcia a compressado registou-se quando
a razdo Ca/P se aproximou do valor de 1,36 [62], enquanto que numa composi¢do parecida,

contendo a-TCP e MCPM, o valor maximo foi a Ca/P=1,5 [63].

Tamanho das particulas

Chow e colaboradores [64], modificaram a dimens3do das particulas de um cimento composto
por TTCP e DCP, e com isto conseguiram uma variagao de 0 a 51MPa de resisténcia a compressdo. De
acordo com este estudo, o tamanho das particulas tem efeito directo no valor minimo aceitavel para
a razdo L/S do cimento, de tal maneira que diminuindo a razdo L/S, a porosidade também diminui e a

resisténcia mecanica aumenta.
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A quantidade de aditivos

Com a adicdo de aceleradores (NaH,P0O,.2H,0, Na,HPO,) a fase liquida de um cimento
formado por a-TCP e DCP verificou-se um aumento dos valores iniciais de resisténcia a compressao
[65]. Contudo, verificou-se-se que estes provocam um efeito adverso sob o valor éptimo da
resisténcia a compressao, originando reducgdes até 50%. Ginebra e colaboradores [66], melhoraram
as propriedades de um cimento de a-TCP adicionando-lhe mais do que 1% m/m de Na,CO; a fase

liquida contendo 4% m/m de Na,HPO,.

Watanabe et. al [67], optaram pela adicao de fluidificantes, que tém como papel principal a
diminuicdo do tempo de solidificacdo, no entanto verificou-se que estes também servem para
melhorar a resisténcia mecanica do CPC. Um exemplo disso é o caso do acido citrico, este retarda a
reaccao de dissolucdo-precipitacdo do cimento, diminuindo a resisténcia a compressdo durante a
fase inicial de solidificacdo, mas aumentando a resisténcia no estdgio final do cimento, dando origem
a CPC mais fortes. Durante o mesmo estudo, estes adicionaram também alcool polivinilico (PVA) com
o qual obtiveram, igualmente apds o periodo de endurecimento, em cimentos com melhor

resisténcia mecanica.

Outro tipo de aditivos, consiste na incorporacdo de sementes de cristais, isto é, cristais de
fosfatos de calcio precipitados, a fase sélida dos cimentos, como é o caso de cristais de hidroxiapatite
precipitada (PHA) ou brushite (DCPD). A sua inclusdo nos cimentos pode levar ao aumento da
resisténcia a compressao, no entanto, o tamanho destes cristais € um factor muito importante.
Takezawa e colaboradores [68] mostraram que num cimento composto por TTCP e DCP, ao
utilizarem graos mais pequenos de PHA a resisténcia a compressao foi acima de 42 MPa, valor muito
além do que o que tinham obtido com cristais de maiores dimensdes, cerca de 10MPa. A quantidade
de cristais também pode ser um factor importante. Brown e Chow [41] ndo encontraram muita
diferenca na resisténcia da sua mistura de TTCP e DCP ao adicionarem mais de 10% de PHA. Contudo
Bermudez e colaboradores [69] ao adicionar mais do que 40% de sementes de cristais de DCPD, a

mistura entre B-TCP e MCPM, viram que a resisténcia mecanica diminuia continuamente.
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Estabilidade quimica

Regra geral, os cimentos DCPD desintegram-se durante o periodo de instabilidade, quando
sdo colocados numa solugdo neutra e a sua tendéncia é para hidrolizarem [70]. Também o OCP tende
a transformar-se em CDHA, em contacto com uma solucdo aquosa neutra [30]. Contudo, num
cimento de OCP feito a partir de a-TCP, ao adicionar-se PHA, ao fim de um periodo de
armazenamento de 90 dias ndo se verificou nenhuma altera¢do na sua resisténcia mecanica [30].

Driessens e colaboradores [30] mostraram que a resisténcia de cimentos CDPD obtidos por
uma mistura de fosfatos de calcio tais como a-TCP ou TTCP com &acidos, ou solucdes acidas, depende
criticamente das suas condi¢cdes de armazenamento. Devido a baixa solubilidade do CDHA, e a sua
estabilidade relativa, em comparacdo como outros fosfatos de calcio, espera-se que os cimentos cujo
produto final € CDHA, mantenham a sua resisténcia indefinidamente durante o seu armazenamento

em solucdes aquosas a 37°c, quase neutras.

A temperatura

A pH baixo, tal como o registado na matriz dos cimentos de brushite, durante o periodo de
solidificacdo, e a temperatura superior a 40 °C, mostrou-se que se forma monetite (DCPA). A
presenca de monetite foi atribuida a desidratacdo dos cristais de brushite [71]. Uma vez que a
monetite é considerada mais densa do que a brushite (2,8 em comparacdo com 2,32 g cm™), a
desidratacdo da brushite resulta numa retrac¢do da matriz do cimento e a formagdo de porosidade
adicional, reduzindo consideravelmente a resisténcia a compressdo. Para além disso, a desidratagdo
da brushite resulta num desenvolvimento de ides de hidrogénio, que podem diminuir o pH e criar

uma reacgdo adversa in vivo [42].
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2.3.3 Propriedades de manuseamento

2.3.3.1 Setting time - tempo de presa

A atractividade dos cimentos CaP depende em muito da sua facilidade de manuseamento
durante a pratica cirdrgica. Estes devem ganhar consisténcia, num tempo relativamente curto mas
gue permita ao cirurgido efectuar, a implanta¢do no local e sem que haja atrasos na cirurgia, o que
poderia até comprometer a salide do doente.

Actualmente, existem dois métodos standards para se estudar a consisténcia e
endurecimento do cimento, sdo eles: o método das agulhas Gilmore [Standard Test Method for
Time-of Setting of Hydraulic-Cement Paste by Gillmore Needles (ASTM: C 266-89)] e o método das
agulhas de Vicat [Standard Test Method for Time of Setting of Hydraulic Cement by Vicat Needle
(ASTM C 191-92)].

Ambos consistem numa inspeccdo visual da superficie do cimento, apds uma identacdo com
uma agulha que podera ser de Vicat [72] ou Gilmore [73,74]. Quando, apds a identacdo, a agulha ja
ndo deixar marca entdo considera-se que o cimento se encontra solidificado.

Em qualquer um dos testes é possivel obter dois valores, o tempo inicial de presa (t) e o
tempo final de presa (t;), ver esquema da figura 2.2. No entanto, ndo existe um consenso total sobre
guais devem ser os valores ideais de t; e t;, e qual o seu significado clinico.

Driessens e colaboradores, [31] sugeriram que o cimento deve ser injectado antes de t;
enquanto a ferida deve ser fechada depois de t;, certificando-se que de que o cimento ndo sofreu
deformacdo entre esses dois periodos. Por outro lado Sarda e colaboradores [75], sugeriram que o
cimento, provavelmente, alcanga resisténcia suficiente para resistir a pressdo durante o fecho da
ferida, mesmo que esta ocorra antes de t;.

Também para Ginebra e colaboradores [76], o significado clinico destes tempos, é que a
pasta deve ser implantada antes de t; e que a ferida pode ser fechada depois de t;. Um cimento ndo
deve ser deformado entre os tempos t; e t; porque neste periodo da solidificagdo do cimento,
qualquer deformagdo poderd induzir fendas no mesmo [77]. Assim o periodo entre t; e t; deve ser o
tempo que o material leva a solidificar até se tornar num material forte o suficiente, para aguentar
uma certa pressdo sem deformar ou partir.

Durante as suas investigacdes Khairoun e colaboradores [78], verificaram que alguns
cimentos se desintegravam assim que entravam em contacto com agua, solu¢des aquosas e fluidos
corporais, tais como o sangue. Entao estes desenvolveram um teste para medir o que chamaram de

tempo de coesdo (CT), isto é, o tempo a partir do qual o CPC ndo se desintegra quando é imerso em
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solucdo de Ringer. Desta definicdo ficou claro que o CPC deve ser aplicado no defeito 6sseo apds CT,
mas antes de t;.

A primeira tentativa de formular as exigéncias clinicas, em termos de fixagcdo do tempo de
presa e tempo de coesdo, veio dos grupos de trabalho de Ginebra e Khairoun e colaboradores
[79,80]. Da sua experiéncia com alguns clinicos, formularam alguns requisitos para o correcto

manuseio dos CPC, que se traduzem por:

3<t<8 m
t—CT>1 (1
t;<15 (nn

No qual os nimeros se encontram expressos em minutos.

Esquematicamente isto pode ser expresso por :

Proibida a Intervalo de tempo
Implantagdo  para aImplantagdo Fecho da ferida
\ /

-

Solidificacado

0 1CT3 ¢ 8 t; 15
Tempo em minutos

v

Figura 2.3 — Esquema ilustrativo do setting time [20].

A exigéncia (I1) significa que o CT deve ocorrer pelo menos um minuto antes de t;, para que o
médico tenha no minimo um minuto para aplicar e moldar o material. Como a mistura dos
componentes dura cerca de 1 min, o CT mais curto que é permitido é de apenas 2min. Assim o
médico tem pelo menos um minuto para retirar a pasta do local onde é efectuada a mistura,
colocando-o na espatula ou seringa na qual efectuard a colocagao do CPC no local do defeito ésseo.
Este procedimento deve ocorrer apds o CT e antes de t;. Alternativamente o médico também podera
aplicar o CPC directamente com as maos, moldando-o com os dedos (tipo pastilha-elastica) até obter
a forma desejada para a sua utilizagdo, desde que a aplicacdo ocorra, igualmente, entre CT e t;. Para
aplica¢Oes dentarias, o t; deve ser préximo de 3 min, enquanto para aplicacdes ortopédicas deve ser
proximo de 8 min. Contudo, em nenhum dos casos é toleravel para um clinico que o t; seja superior a

15min [79,80].
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A utilizacdo do CPC como um injectavel, pode tornar o processo demorado, uma vez que o
CPC é preparado em plena cirurgia pelo clinico. Depois de se efectuar a mistura é necessario
transferir a pasta para a seringa, o que pode levar algum tempo. Neste caso, pode ser desejavel que
o tempo inicial de presa seja mais préximo dos 8 minutos para que se tenha tempo de preparar a
seringa, enquanto ainda é possivel a deformagdo do cimento sem que ocorram danos estruturais.
Até agora a maioria dos cimentos é preparada manualmente, colocando-se a fase sdlida e liquida
numa espécie de almofariz, e misturando-se tudo com o pildo ou uma espdtula. Idealmente este
processo deveria ocorrer sem deixar bolhas presas no interior da pasta [81] e, portanto, foram
levantadas algumas preocupacdes no que diz respeito a existéncia de misturas que nao figuem
homogéneas, que poderiam comprometer a resisténcia do implante, bem como sobre as
inconsisténcias entre os operadores causando variagdes imprevisiveis no desempenho do cimento
[20,49]. Assim uma forma de melhorar todo o procedimento, poderd passar pela utilizacdo de
misturadoras automaticas, que permitam controlar a mistura e a manipulacdo do CPC e onde o
factor humano, desempenhe apenas um papel menor, reduzindo consequentemente o risco de

ocorréncia de falhas. No mercado ja se encontram algumas marcas comerciais que possuem

misturadoras automaticas para a preparacgdo dos seus CPC.

2.3.3.2 injectabilidade

Para além de um curto periodo de solidificacdo e endurecimento, a injectabilidade da pasta
também é uma propriedade muito importante. Isto é especialmente verdade, nos processos que
envolvem defeitos de acessibilidade limitada, como cavidades restritas, ou quando ha necessidade
de uma colocacdo precisa da pasta para a conformacdo de uma drea com defeito, e quando se
pretende utilizar técnicas cirdrgicas minimamente invasivas.

Khairoun e colaboradores [17,82] mediram a injectabilidade de um CPC analisando a
percentagem de pasta que poderia ser extrudida de uma seringa equipada com uma agulha. Estes
caracterizaram uma ma3 injectabilidade quando se verificava a ocorréncia de separag¢do de fase entre
o soélido e o liquido, levando a uma extrusdo parcial. Segundo estes autores quanto maior for a
quantidade de cimento extrudido da seringa, mais injectavel este é. Em todas as suas experiéncias,
os autores utilizaram o mesmo sistema de injeccdo e a mesma carga (100N). Faz sentido manter a
mesma geometria, pois é espectdvel que a mudan¢a de geometria provoque altera¢des da

injectabilidade. No entanto, é questiondvel utilizar sempre a mesma forga. De facto, quando se
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utilizam polissacarideos como aditivos, mesmo em pequenas concentragdes (até 5%), pode obter-se
um CPC muito viscoso [83]. Como tal, a for¢a necessdria para extrudir a pasta da seringa pode chegar
facilmente a valores superiores a 100N e, consequentemente, ser declarada “ndo-injectdvel”. Com
base nestas observac¢oes, o dispositivo utilizado por Khairoun [17,82] e colaboradores ndo mede a

injectabilidade de uma pasta mas sim a sua facilidade de injec¢do. Esta ultima propriedade é

-

importante apenas se o cimento se destinar a ser injectado a mao, isto é, quando a forga aplicada
limitada (geralmente cerca de 200N). Na pratica cirdrgica, muitos cimentos sao aplicados sob alta
pressdo por meio de uma pistola de injeccdo. Além disso também sdo utilizadas diferentes
geometrias.

Tendo em conta o referido, Bohner e Baroud [84] definiram entdo a injectabilidade de uma
pasta, como sendo a capacidade da pasta se manter homogénea durante a sua injec¢do. Por outras
palavras, este deve poder ser extrudido através de uma agulha, mas sem que ocorra separacao de
fases. Esta separacdo de fases pode ocorrer quando a fase liquida da mistura se encontra muito
fluida. Neste caso, quando se pressiona, o liquido sai da seringa, enquanto a maioria das particulas
de CaP permanecem na seringa funcionando como um filtro. O risco de isto acontecer aumenta
guando é necessario aplicar uma grande pressao [49]. Para tal, um dos aspectos cruciais que deve ser
levado em conta é a coesdo da pasta, pois um CPC com a coesdo ideal endurece mesmo em contacto
com fluidos sem se desintegrar e sem que haja separac¢do de fases durante a injec¢do do produto.
Outro aspecto, talvez o mais importante, é a sua viscosidade. Para que um CPC seja injectdvel a pasta
deve apresentar baixa viscosidade, de modo a oferecer pouca resisténcia ao sair da seringa, no
entanto formulagdes mais viscosas sdo Uteis em situagdes em que o cirurgido opta por colocar
manualmente a pasta no local [79].

Varios aspectos devem ser levados em conta, no que diz respeito a melhorar a viscosidade de
um cimento. O primeiro, poderd passar pelo proprio aparelho de injec¢do, pois canulas mais
pequenas, e com um didmetro maior favorecem a injectabilidade do cimento. Outros aspectos a
modificar, ja dirdo respeito a prépria composicdo do CPC. Aumentando a quantidade de liquido,
consegue-se que a pasta figue menos viscosa e consequentemente mais facil de injectar. Contudo,
como ja foi mencionado, isto podera trazer consequéncias a nivel das propriedades mecanicas, assim
como levar a aniquilagdo da coesdo da pasta. Outro ponto, respeitante a composicdo, passa por
variar o tamanho das particulas dos componentes do CPC, optando por particulas mais finas. Porém,
um tamanho mais pequeno requer uma maior quantidade de liquido, o que diminui a coesdo da
pasta e leva a uma maior porosidade e, igualmente, a uma reducgdo nas propriedades mecanicas

[20,49].
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Para além destes aspectos, um que também tem sido muito estudado é o uso de varios
aditivos. Adrianjatovo e Lemaitre [85] observaram que a injectabilidade de um CPC de brushite foi
bastante melhorado pela adi¢ao de polisacarideos. Contudo, esta melhoria nao foi quantificada nem
bem descrita. Leroux e colaboradores [86] usaram glicerofosfato de sddio, acido lactico, e quitosano
para melhorar a injectabilidade de um outro tipo de CPC. Estes autores mediram a pressao requerida
para extrudir a pasta e observaram que estes aditivos diminuiram essa for¢a. O uso de pequenas
guantidades de quitosano levaram a uma boa fluidez e boa injectabilidade. No entanto, uma
guantidade mais elevada levou a diminuicdo quer da injectabilidade, quer do tempo de solidificacao.
Mais recentemente Belkoff e colaboradores [87] adicionaram solucbes de hidroximetilcelulose a um
CPC, e Borzacchiello e colaboradores [88] adicionaram dlcool polivinilico (PVA) e em ambas as
situacbes se verificou uma melhoria na injectabilidade. Os polissacarideos sdo particularmente
interessantes neste campo devido a sua compatibilidade e boas propriedades reoldgicas. A maioria
das solucdes de polissacarideos apresentam cardcter pseudopldstico, isto é, a viscosidade da solucdo
diminui a medida que a taxa de cisalhamento aumenta. Assim, um CPC que contenha na sua
composicdo uma solucdo de polimérica pode por isso ser facilmente injectada e apresenta boa
coesdo. Contudo, apenas sé muito poucos polissacarideos sdo aceites para uso parental. Além do
mais, a solucdo polimérica pode normalmente apenas ser esterilizada através de ultrafiltragdo [49].

Também Sarda e colaboradores [73] descobriram que pela simples adicdo de ides de citrato
conseguiam igualmente melhorar em 50-100% a injectabilidade de um cimento composto por uma
mistura de a-TCP e agua. Um resultado semelhante foi obtido pelo grupo de Barralet [59,89] para

cimentos de brushite e apatite.
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2.4 Aplicagcoes médicas

Diferentes estudos ja mostraram que os CPC sdo materiais altamente biocompativeis e
osteocondutores, que podem estimular a regeneracdo dssea [90,91]. A principal finalidade dos CPC é
preencher lacunas no osso metafisario, reduzindo a necessidade de se recorrer a enxertos dsseos,
embora estes também possam ter outras aplicacdes em medicina, tais como nos campos ortopédico
e dentario.

O primeiro CPC comercial, foi introduzido no mercado para o tratamento de defeitos e
deformacdes maxilo-faciais [92], e posteriormente para o tratamento de defeitos em zonas
fracturadas [40]. Agora, as companhias comeg¢am a introduzir no mercado os chamados cimentos de
segunda geracgdo, e a alargar o seu portfdlio para preencher os varios requisitos dos seus clientes. Por
exemplo, como se provou, em estudos efectuados em animais, que os cimentos de brushite sdo mais
rapidos a serem reabsorvidos do que os cimentos de apatite, este tipo de CPC tem interessado cada

vez mais os clinicos [74].

2.4.1 Campo ortopédico

Brown e Chow [9,41], consideraram que este tipo de materiais poderia ser utilizado na
substituicdo de osso que tivesse sido retirado durante uma cirurgia, ou perdido apés um trauma
[93], ou como material de selagem para cirurgia ortopédica, tendo em conta que este seria capaz de
promover crescimento ésseo nas suas proximidades.

Moore e colaboradores [94] tentaram usar um CPC para aumentar a fixa¢ao de fracturas da
anca instaveis e melhorar a sua fixagdo por meio de parafusos transpediculares, usados para fixar
com firmeza a instrumentagdo posterior da coluna. A comparacao dos testes in vitro de compressao
e distensdo deste cimento com o classico PMMA, demonstraram resultados favoraveis a sua
utilizacdo

Schwarz e colaboradores [95] utilizaram um cimento CaP para cimentar uma prétese da anca
canina. Os resultados sdo bastantes satisfatérios quando se compara os resultados da aplicacdo de
carga in vitro aos obtidos com o cimento 6sseo PMMA.

Estudos mais recentes, mostram que os CPC injectaveis, tém sido adoptados para: tratar
quistos do osso calcaneo [96,97], e fracturas patoldgicas, entre outras [98]; vertebroplastia ou

cifoplastia (para reparacgdo directa de fracturas do corpo vertebral) [99] e em cranioplastia [20].
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2.4.2 Campo ondontologico

Também neste campo os CPC apresentam uma grande potencialidade para varias aplicacGes

tais como:
a.

b.

Suporte ou revestimento para proteger a polpa do dente’ [9,41];

Material para tapar uma polpa exposta [9,41];

Material para substituir ou promover a regeneracdo do osso perdido devido a uma
doenca periodontal [9,41];

Material tempordrio de enchimento [9,41];

Material odontolégico de enchimento para canais radiculares [100];

Material para preenchimento de cavidades deixadas apds a extrac¢do dentdria [101].
Cimento para selagem em odontologia [9,41];

Material de cimentacao de pins de reconstrugdo [102].

Material para encher defeitos dsseos a volta de implantes dentdrios [103].

A Polpa dentdria é uma estrutura interna do dente. Esta é formada por tecido conjuntivo ricamente
vascularizado e inervado. Se a polpa se encontra danificada, infeccionada ou morta é necessario proceder-se a
sua remocado. O espaco resultante deve ser limpo, preparado e preenchido. Este procedimento veda o canal. Os
casos mais comuns ocorrem devido a um dente partido ou uma carie profundo. Alguns anos atrds, os dentes
com polpas infeccionadas ou mortificadas eram extraidos. Hoje em dia, um tratamento de preenchimento do
canal salva muitos dentes que de outra forma teriam sido perdidos
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3.1 Ensaios de Compressao

Os ensaios de compressdo foram implementados sobre provetes de cada amostra de CPC, na
forma de barras cilindricas, com diametro de 6mm e comprimento de 12mm, determinado pela

norma ABNT NBR ISO 5833 [104]. Para cada amostra foram ensaiados cinco provetes de uma

unidade de CPC.

Este ensaio consiste na aplicacdo de uma forga axial compressiva sobre os cilindros de CPC.

Um exemplo da montagem do ensaio e respectivo resultado (tipico deste material) estdo

apresentados na figura 3.1 e 3.2 respectivamente.

3

0.25 0.50 6.75 1.00 1.25 1.50
DISPLACEMENT M1

Figura 3.1 — Exemplo do ensaio de Figura 3.2 — Curva tipica resultante do ensaio de compressdo de

compressao num dos provetes de CPC. um provete.

No presente trabalho usou-se uma madquina universal de ensaios de Trac¢dao, marca Instron,
modelo 4507 (figura 3.3 e 3.4) com capacidade para aplicar forgcas de compressdo a velocidade
constante. Pela norma, para os cimentos acrilicos, a velocidade definida é de 25mm/min. No

entanto, como é um material cerdmico optou-se por uma velocidade mais reduzida, de 5mm/min.

Figura 3.4 - Consola e computador de apoio

Figura 3.3 - Maquina universal de ensaios mecanicos
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Antes do inicio do ensaio, deve-se ter algum cuidado relativamente aos provetes,
nomeadamente verificar as suas bases quanto a horizontalidade. Se necessadrio, devem ser
ligeiramente decapadas, a fim de se obter uma superficie lisa e perpendicular ao eixo vertical do
provete. No final, os provetes sdo novamente medidos e as suas dimensdes inseridas na maquina. O
ensaio decorre automaticamente até que se atinge a ruptura do provete, o que corresponde a carga
maxima suportada. Na ruptura, a maquina para automaticamente de adquirir dados e fornece o

valor de tensdo maxima exercida em N, bem como a tensdo de ruptura em MPa.

Em teoria a resisténcia a compressao é dada pela tensdo de ruptura, que se traduz pela divisao
da carga maxima suportada pelo provete pela area da seccdo transversal sobre a qual foi aplicada a
forga.
carga maxima suportada F(N)

MPa) =
area da secgdo transversal < o(MPa) A(mm?)

®)

Tensdo de ruptura (MPa) =

3.2 Flexdo

O ensaio de flexdo realizou-se sobre provetes de cada amostra de CPC com a forma de uma
barra paralelipédica com 75mm de comprimento, 10mm de largura e 3.3mm de espessura. Estes
valores encontram-se de acordo com a norma ABNT ISSO 5833 [104]. Para cumprir os requisitos
desta norma foram ensaiados cinco provetes de cada amostra de CPC. Para este ensaio, utilizou-se
igualmente a maquina universal de ensaios de tracgcao referida no ensaio de compressao.

A técnica do ensaio consiste em apoiar o provete em dois pontos, com uma distancia entre
eles (L), e aplicar lentamente uma forga de flexdo (F), a meia distancia entre os pontos de apoio L (ver

figura 3.5). A este da-se o nome de ensaio de flexdo em 3 pontos.

L/2 L/2

Figura 3.5 — Esquema do sistema utilizado para os ensaios de flexdao em 3 pontos
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Antes do ensaio, deve-se conferir a linearidade da espessura dos provetes, e medir cada um
em comprimento, largura e espessura. Os provetes sdo entdo colocados na maquina de traccdo,
ajustando-a a espessura dos provetes. Apés a colocacdo dos dados, da respectiva amostra no sistema
informatico da maquina, inicia-se o ensaio a uma velocidade de Imm/min. Na ruptura, a maquina
para automaticamente de adquirir dados e fornece o valor de tensdo mdxima exercida em N, bem
como a resisténcia e médulo de flexdo em MPa.

A resisténcia a flexdo é a tensdao mdxima desenvolvida na superficie da barra quando sujeita a
uma forca que leva a barra a quebrar. A resisténcia a flexdo em 3 pontos é dada pela féormula
seguinte:

3P L
s = Tapn2 ©)

Onde:

O¢: resisténcia a flexdo do material em MPa;

Fmax: forca aplicada no momento da fractura;
L: distancia entre os pontos de suporte (mm);
b: largura do provete (mm);

h: espessura do provete rectangular (mm);

Deste ensaio pode retirar-se, ndo sé o valor de resisténcia a flexdao, como também o mdédulo
de flexdo. Este é medido pela tensdo aplicada e a deformacdo resultante dentro do limite elastico,
em que a deformacgdo é totalmente reversivel e proporcional a tensdo. Regra geral, uma curva de

tensdo Vs deformagdo, mostra uma zona linear no inicio (figura 3.7).

0.10 0.20 0.3

DISPLACEMENT m

Figura 3.6 — Exemplo do ensaio de Figura 3.7 — Curva tipica resultante do ensaio de flexdo de um
flexao num dos provetes de CPC. provete.
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Nesta regido a deformacgdo é reversivel, e o material é perfeitamente eldstico retornando
completamente ao seu formato original quando se retira a carga aplicada. O coeficiente angular na

regido de linearidade é denominado mddulo de elasticidade e é dado pela férmula:

£= (0)()

F/d: corresponde ao declive da parte linear da curva forca vs deslocamento

Onde:

L: distancia entre os pontos de suporte;
b: largura do provete;

h: espessura do provete;

3.3 Injectabilidade

Além da resisténcia & compressdo e flexao, a injectabilidade do cimento ésseo também tem
uma importancia critica quando se trata da utilizacdo de técnicas minimamente invasivas. Tais como
a fixacdo de fracturas in situ, ou a vertebroplastia percutanea, para preencher e fortalecer as lesGes
dsseas osteoporicas em risco de fractura.

As maiores vantagens que os CPCs injectaveis trazem sdo o facto de reduzir do tempo da
intervencado cirurgica, minimizar os efeitos prejudiciais de uma grande retrac¢do muscular, reduzir a
dor pds operatoéria e tamanho da cicatriz, e por fim, mas igualmente importante reduzir os custos de
todo o procedimento cirurgico.

Na pratica definimos a injectabilidade de uma pasta, como a forga necessaria para expedir a
pasta através da seringa, considerando-se o CPC injectdvel se a for¢a necessaria para tal ndo exceder
os 100N.

Assim para a realizagdo deste ensaio utilizou-se mais uma vez a mdaquina de trac¢do, em
modo de compressdo a uma velocidade de 5mm/min. Contudo desta vez interessa-nos a carga
maxima que a maquina efectua, e ndo a tensdo de ruptura.

Para o ensaio utilizou-se uma seringa polimérica de 5ml, sem agulha, cuja montagem aparece
ilustrada na figura 3.8. Cada ensaio foi iniciado depois de decorridos 3 min e 30 s da adi¢do da
fraccdo liquida, e para cada amostra utilizou-se uma nova seringa. As leituras foram efectuadas na
curva de for¢a/deslocamento em intervalos de tempo adequados, registando-se a forca maxima em

Newtons.
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Prato de
Compressio
Seringa
+ Cimento
\ ( . SIPOTTE
Cimento

Injectado
l Prato de

Compressio

Figura 3.8 — Esquema do sistema utilizado para os ensaios de injectabilidade.

3.4 Tempo de presa

O tempo de presa é um ensaio que visa controlar o tempo de endurecimento do material. O
controlo desse endurecimento pode efectuar-se observando a penetracdo de uma agulha de Vicat na

superficie da pasta de CPC, até ao momento que esta atinge um valor determinado.

3.4.1 Determinagdo do tempo de inicio de presa ou dough time

O tempo de inicio de presa, ou dough time, é o tempo decorrido entre a mistura do cimento
e o momento a partir do qual é possivel manipula-lo sem que este esteja pegajoso. Deste modo, este
procedimento é muito simples e ndo necessita de ser efectuado com recurso ao aparelho de vicat.
Como alternativa, o procedimento utilizado foi o mesmo aconselhado pelo anexo B da horma ABNT
ISSO 5833. Para este, comega-se por misturar os componentes e da-se inicio a medi¢ao do tempo.
Apds aproximadamente 1 min examina-se a superficie do cimento, pressionando a mesma com um
dedo, utilizando-se luvas cirdrgicas sem pd, e observa-se se entre estes ha formacgao de fibras. Limpa-
se a luva de todo o material aderente e repete-se o procedimento em intervalos de tempo regulares
até que a separacdo entre a luva e o cimento se faga de maneira limpa, ou seja, até ao momento em

que este deixa de colar as luvas, registando este Ultimo como tempo de inicio de presa.
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3.4.2 Determinagdo do tempo de fim de presa ou Setting time

O tempo de fim de presa, é o tempo necessdrio para a pasta adquirir a firmeza suficiente de
modo a resistir a uma certa pressao. Neste caso o ensaio foi realizado por adaptacao da norma NP
EN 196-3 [106], no departamento de civil da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia (FCT) da
Universidade Nova de Lisboa.

Para este ensaio utilizou-se uma agulha de Vicat em aco, munida de um acessorio anelar
(figura 3.9). As partes méveis apresentavam uma massa total de aproximadamente 300g, sendo seu

movimento vertical e sem friccdo aprecidvel e o seu eixo coincidente com o da agulha (figura 3.10).

©1,13 2005
&

3041

X
-

]
=3

| Corte transversal
do acessorio anelar

[ i

Figura 3.9 - Vista de frente mostrando a montagem Figura 3.10 - Cotas da agulha com acessorio
para a determinagdo do tempo de fim de presa [106]. para determina¢do do tempo de fim de presa
[106].

Numa primeira fase do ensaio prepara-se o aparelho colocando a agulha e levantando-a até a
posi¢cdo de espera. O registo de tempo tem inicio, quando se procede a mistura dos componentes.
Enche-se o recipiente e coloca-se por baixo do aparelho. Em intervalos de tempo adequados, baixa-
se a agulha com cuidado até que entre em contacto com a pasta, evitando uma acelera¢do adicional
das partes méveis, e em seguida liberta-se. O tempo final de presa, ou setting time é dado pela
primeira vez que a agulha penetra apenas 0,5mm na pasta. Este é o tempo ao fim do qual o acessério

anelar deixa de fazer um traco na pasta, notando-se apenas um ponto marcado pela prépria agulha.
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3.5 Viscosidade

A viscosidade de um material expressa as propriedades de escoamento de um fluido (quanto
maior a viscosidade, maior é a resisténcia que as camadas internas impdem a fluir). Esta define-se
guantitativamente em termos de dois parametros bdsicos: a tensdo de cisalhamento T e taxa de
cisalhamento y. A figura 3.11 mostra o esquema da ac¢do e uma forga sobre uma camada de fluido
em caso de regime laminar. A partir deste, estabelece-se um sistema rectangular de coordenadas
onde o eixo do x corresponde a direccdo do escoamento, e onde o eixo do y é perpendicular a
superficie do fluido, ou seja, paralelo ao gradiente de velocidade. O eixo do z é mutuamente

perpendicular aos outros. Este é o caso de um cisalhamento simples.

<

Figura 3.11 — Acgao de uma forga de cisalhamento aplicada num fluido [107].

A forca F da origem a uma for¢a com a mesma intensidade mas em sentido contrario, que
existe somente devido as for¢as de coesdo do fluido entre as vdrias camadas. Uma camada do fluido
em y move-se com uma velocidade u= dx/dt na direc¢do x, enquanto outra camada em y + dy tem a

velocidade u + du. O gradiente de deslocagdo, dx/dy é dada pelo simbolo y.

dx

= (11)

|4

A taxa de variagdo do gradiente de deslocagdo ao longo do tempo, ¥, é a chamada taxa de
cisalhamento. Matematicamente, a taxa e cisalhamento é a derivada do gradiente de deslocagdo em
fungdo do tempo (eq.12).

d (dx du
t

= L= = - 12
=50 =g(5) =g Cempo™ (12)
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Assim a taxa de cisalhamento é idéntica ao gradiente de velocidade du/dy.
A tensdo de cisalhamento é a forg¢a (na direcgdo do fluxo) por unidade de drea normal ao eixo

doy.

F (na direcgéo do x) ( forga ) (13)

Ty

XA (normal a direcgdo de y) comprimento?

A viscosidade 1 define-se como a razdo entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de

cisalhamento (eq.14) e as suas unidades sdo, em unidades Sl de N.s/m’ = Pa.s.
n=- (14)

A relacdo entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de cisalhamento a temperatura constante
é conhecia como curva de escoamento. Os perfis de alguns tipos de comportamento reolégicos

frequentemente observados sdo apresentados na Figura 3.12.

(log) 7

0 ¥ (log) ¥
(a) (b)

Figura 3.12 - Tipos de curvas de fluxo para diferentes tipos de comportamento reoldgico: a) escala aritmética, b) escala

logaritmica. N, Neutoniano; P, Pseudo-plastico; B-P, Bingham-plastic (infinitamente pseudoplastico); D, Dilatante [107].

Segundo Newton, a relacdo apresentada na eq.14 é linear, ou seja, verifica-se que ha uma
proporcionalidade entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de cisalhamento. Os fluidos que seguem
este comportamento designam-se fluidos newtonianos.

Para além dos fluidos newtonianos, dependendo das suas caracteristicas de escoamento, os
fluidos também podem ser ndo newtonianos. O fluido newtoniano é aquele cuja viscosidade é igual,
independentemente da tensdo de cisalhamento a uma dada temperatura. Por outro lado, o fluido
ndao newtoniano caracteriza-se por uma mudanc¢a na viscosidade com o aumento da taxa de

cisalhamento (figura 3.13).
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Figura 3.13 - Curvas de viscosidade correspondentes a diferentes

comportamentos reoldgicos: Neutoniano; P, Pseudo-plastico; D, Dilatante.

Os sistemas ndo-newtonianos apresentam dois tipos de fendmenos que os distinguem de

sistemas newtonianos: fendmenos independentes do tempo e fendmenos dependentes do tempo.

Nos fendmenos independentes do tempo, os liquidos que podem apresentar
comportamentos designados por pseudoplasticos, plasticos e dilatantes.

Os pseudoplasticos sdo os liquidos que apresentam diminuicdo da viscosidade aparente com
o aumento da tensdo de cisalhamento (exemplo: tintas). Os plasticos sdo liquidos que apresentam
uma tensdo de cisalhamento minima para iniciar o escoamento. Os dilatantes sao liquidos onde ha o
aumento da viscosidade aparente com o aumento da tensdo de cisalhamento. Estes fluidos
comportam-se de maneira semelhante a um liquido a baixas tensGes de cisalhamento, contudo,
qguando submetidos a tensdes de cisalhamento elevadas, podem tornar-se tdo rigidos quanto um

sélido (exemplo: maisena).

Os fendmenos dependentes do tempo dividem-se em dois casos possiveis: tixotrdpicos e
reopéticos.

Os fluidos tixotrdpicos apresentam uma diminuicdao de viscosidade enquanto se aplica a
tensao de corte, quando esta pdra este volta a ficar mais viscoso. Por outro lado os fluidos reopéticos
apresentam um comportamento inverso, ou seja, a viscosidade destes fluidos aumenta com o tempo
de aplicagdo da tensdo, retornando igualmente a viscosidade inicial quando essa forca cessa (figura

3.14).
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Figura 3.14 — Comportamento dos fluidos dependentes do tempo [107].

Para o estudo da viscosidade, utilizou-se um viscosimetro de Brookflield (figura 3.14), o qual
permite medir electronicamente a for¢a de torgdo ja convertida em viscosidade, na unidade de
centipoise® (cP). O viscosimetro funciona pelo principio da rotagdo de um cilindro (spindle) submerso
na amostra a ser analisada, medindo-se a for¢a da tor¢ao necessaria para superar a resisténcia da
rotacdo. Este possui varios "spindles" cada um apropriado para medir a viscosidade de fluidos de
uma faixa especifica: os de menor diametro, servem para medir viscosidades mais elevadas; os de
maior didmetro, viscosidades menores.

Para a determinacdo da viscosidade da fase liquida do CPC, utilizou-se o spindle R3 a uma

velocidade de rotagdo de 100rpm, numa sala com temperatura de 22 + 1°C.

Figura 3.15 — Viscosimetro de Brookfield

81cP =107 Pa.s
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3.6 Espectroscopia de infravermelhos

A espectroscopia de infravermelhos, ¢ uma técnica de absor¢do, uma espécie de
espectroscopia vibracional, que permite identificar compostos quimicos e grupos substituintes. E
uma técnica rapida e barata, muito util na identificacdo de certos grupos funcionais em moléculas e
até na identificagdo de um composto desconhecido, por comparacdo do seu espectro com um de
referéncia [106].

O espectro vibracional de uma molécula é considerado uma propriedade fisica Unica e
caracteristica de cada molécula, ndo existindo dois compostos exactamente com o mesmo espectro
de infravermelhos. Todas as moléculas estdo em constante vibracdo, mesmo a temperatura do zero
absoluto. As suas ligagbes interatdmicas distendem-se (e contraem-se), e flectem-se relativamente
umas as outras. Um exemplo simples e ilustrativo dos varios tipos possiveis de vibracdo de uma

molécula é o metanal (H,CO), que possui 6 tipos de vibracdo, tal como se pode ver na imagem

seguinte:
H H H
A cC=0 h C=0 \‘C_ ?
/ / H/
J 4
Distensao simétrica C-H Distensdo assimétrica C-H Distensdo C=0

& cC=0 cC=0
/ /
H H ) ®H

Flexdo fora do plano (® e © s3o as
direcgdes significativas de movimento)

H H HE
f\ \ \o ®
/

Flexdo CH, Flexdo HCO

Fig.3.16 — Tipos de vibragdao da molécula de metanal.

A radiacdo do infravermelho causa excitacdo dos estados de vibracdo moleculares. Isto
ocorre somente quando a radiacdo infravermelha interage com uma molécula que sofre uma
mudanca de dipolo, e quando o fotdo incidente tem energia suficiente para a passagem ao préximo
estado de energia vibracional permitido. Se estas duas regras ndo forem cumpridas a absor¢do nao

pode ocorrer.
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Uma banda de absor¢do observada a um dado comprimento de onda especifico indica a
presenca de uma ligacdo particular, ou de um grupo de ligacGes, na molécula, o que ajuda a revelar a
estrutura do composto. Embora a absorcdo seja apenas ligeiramente afectada pelo meio da ligagdo
molecular ou do grupo, é possivel determinar, a partir de pequenas variagées nas frequéncias de

banda, que tipo de liga¢des se trata.

Os espectros de FTIR das amostras de Hidroxipropilo quitosano (HPCS), CS e CPC foram
obtidos a partir de pastilhas de KBr. Cada amostra sdlida foi triturada com um almofariz de forma a
obter um pé fino e homogéneo. Ao pé foi misturado Brometo de Potassio (KBr), na razdo de 1:10 nas
amostras correspondentes ao HPCS e quitosano, e 1:100 nas amostras correspondentes ao CPC.
Procedeu-se a maceracdo de cada mistura com ajuda de um almofariz e pildao, até completa
homogeneizacdo. A mistura obtida foi introduzida no pastilhador e posteriormente prensada a uma
pressdao de 10mbar. A pastilha de KBr foi colocada no respectivo suporte e o conjunto inserido na
camara do espectrofotémetro. O espectro de infravermelhos foi obtido para comprimentos de onda

na gama de 500 a 4000 cm™ num espectrémetro FTIR Mid-IR ABB Bomem, FTLA2000.

/

-

n FTLA2000

Figura 3.17 — Equipamento de FTIR.

3.7 Ressonancia magnética nuclear (1H-RMN)

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma técnica que permite determinar a estrutura
de moléculas organicas e de biomoléculas em solucdo, a partir da identificacdo de sinais referentes a
diferentes espécies nucleares (1H, 13C, 15N, 31P, etc...) quando os respectivos a&tomos tém iferentes

localizagdes no edificio molecular.
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Esta tira vantagem das propriedades magnéticas do nucleo capaz, de sentir a proximidade de
atomos electronegativos, ligacGes duplas, e outros nucleos magnéticos dentro da estrutura
molecular. Alguns atomos, comportam-se como se o seu nucleo se encontrasse carregado, a rodar
num eixo. A rotacdo destas particulas carregadas — rotacdo de carga — tal como uma corrente
eléctrica, dd origem a um pequeno campo magnético nuclear, orientado segundo o eixo de spin, o
que significa que estes funcionam como minusculas barras magnéticas. Um desses dtomos, aquele
que nos interessa neste trabalho, é o hidrogénio, ‘H. Na auséncia de campo magnético externo, os
momentos magnéticos dos protdes de uma amostra encontram-se orientados aleatoriamente. No
entanto, quando colocado num forte campo magnético externo, o nucleo magnético tenta alinhar
como se fosse uma agulha no campo magnético da terra. O momento magnético pode assumir duas
orientacdes possiveis: a favor ou contra o campo externo, correspondendo aos dois estados de spin
possiveis. O alinhamento segundo o sentido do campo é o mais estavel e terd de haver absorcdo de
energia para fazer saltar o minUsculo magneto protdnico para o alinhamento menos estavel, contra o
campo.

A energia minima necessdria capaz de provocar a passagem estado de energia mais baixo
para o estado de maior energia, depende da intensidade do campo externo. Assim, quanto mais
forte for o campo externo (Bp), maior é a tendéncia para se manter o alinhamento mais estavel, pois
mais alta serd a frequéncia da radiacdo (v,) necessaria para efectuar a inversdo. A férmula seguinte

demonstra essa relagao.

¥B
vy = (15)

Onde:

v, € a frequéncia de Larmor, em Hz, a frequéncia de ressonancia que, quando atingida, permite que
haja uma transigdo de estado.

y é a constante caracteristica do ndcleo, denominada razdo giromagnética, cujo valor €
2,675x10° T* s para o H.

B, é a intensidade do campo magnético externo.

Os dois alinhamentos do protdo num campo magnético, ndo tém a mesma energia. Sem

campo magnético ndo ha diferenca, no entanto sob um campo magnético, se o protao estiver
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alinhado a favor do campo a sua energia é mais baixa do que se estiver alinhado contra o campo
(figura 3.10). Ao aplicar-se um impulso de radiofrequéncia (rf) a amostra, por absorgado de energia, os
spins alinhados a favor, podem transitar para estados de energia menos estdvel (contra o campo). No
entanto, este facto ocorre apenas se o impulso de rf magnética estiver a frequéncia de ressonancia

do nucleo, uma vez que a absorc¢do de energia desses elementos é quantizada.

+ Quantum
I
+ B
;
"g AE = hv
= = vhE,
“{1' "
>
Increasing | |
B Hu

Figura 3.18 — Possiveis estados de energia do protio ao ser colocado sob um campo magnético [108].

A frequéncia de ressonancia é diferente para cada nicleo, o que permite que se obtenham
espectros caracteristicos para cada elemento. Por exemplo, a frequéncia ndo é a mesma para o
carbono e o hidrogénio, sendo para um espectrometro tipico de RMN (Bruker MSL 300 P)
respectivamente 73 e 300 MHz, num campo de 7 Teslas. Esta frequéncia depende linearmente do

campo (eq.11). A fig 3.19 é ilustrativa disso.

. Frequéncia de ressonancia do
Energia carbono

A

do spin elevado

Frequéncia de ressondncia do
hidrogénio

do spin baixo

» Frequéncia

Figura 3.19 — Esquema ilustrativo de como se obtém os espectros caracteristicos de cada elemento.
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Os spins nucleares ficam excitados no estado menos estavel, apenas enquanto o impulso de
rf estiver ligado. Assim que o impulso termina estes voltam ao estado de energia mais estavel (de
menor energia) perdendo a energia extra, que tinha sido fornecida pelo impulso de rf, no momento
em que tinham transitado para o estado de alta energia. Isto é conseguido pela emissdo de
frequéncias de rf que se podem detectar dando origem a um espectro RMN de frequéncia, onde os

os sinais (picos) correspondem as energias emitidas.

Estas frequéncias emitidas serdo ligeiramente diferentes da frequéncia de original. As
diferengas ocorrem devido aos diferentes ambientes quimicos dos atomos das amostras e o nimero

de spins associados a cada, que introduzem campos locais AB no campo principal Bo.

Para o 'H-RMN as frequéncias medidas s3o feitas relativamente a um composto de
referéncia, o tetrametilsilano (TMS), e o deslocamento quimico é expresso em parte por milhdo
(ppm) do campo magnético principal. Divide-se o deslocamento observado em Hz pelo valor da rf
utilizada, e assim o deslocamento quimico traduz-se por um valor constante, independente da rf e do

campo magnético.

_ deslocamento observado (Hz) X 10°

"~ frequéncia do espectrémetro (Hz) (16)
O resultado a que se chega é um espectro com muitos picos de absorcdo, cujas posicoes
relativas, por reflectirem diferengas de ambiente dos protdes, ddo indicagdes pormenorizadas sobre
a estrutura molecular. Na interpretagdo destes espectros existem varios factores a ter em conta, a

saber:
1. O numero de sinais — que nos indica quantas “espécies” de protdes diferentes ha na
molécula, uma vez que, protdes com o mesmo ambiente absorvem a mesma induc¢do

magnética (cada sinal pode apresentar uma estrutura fina independente do campo By).

2. As posicOes dos sinais — que nos ddo informacdes acerca do ambiente electrénico de
cada espécie de protdo, ou seja, de que tipo de protdo se trata: aromatico ou alifatico;
primario, secunddrio ou tercidrio; benzilico, vinilico ou acetilénico; adjacente de atomos
de halogénio ou outros atomos ou grupos de atomos. Estas diferentes espécies de
protdes tém diferentes ambientes electronicos e é precisamente isso que determina o
local exacto do espectro em que um protdo absorve (figura 3.12). Estas posices

dependem de B,.
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Figura 3.20 — PosigGes dos sinais correspondentes a cada espécie de protdao em relagdo ao TMS [108].

3. As intensidades dos sinais — que nos revelam quantos protdes de cada espécie existem
na molécula. A drea de um sinal de RMN é directamente proporcional ao niumero de
spins associados ao sinal, isto é, ao nUmero de &tomos na amostra responsavel pelo sinal.

A drea de um sinal obtém-se simplesmente por integragdo do mesmo, produzindo um

traco de integral.

4. 0O desdobramento de um sinal em varios picos (estrutura fina) — que nos informa sobre o
ambiente de um protdo no que respeita a outros que se encontrem na vizinhanca. Em

geral o sinal de um protdo com n protdes vizinhos desdobra-se em n+1 picos com uma

razdo de intensidades determinada pelo triangulo de Pascal.

As amostras foram preparadas dissolvendo 0,3g de HPCS em 2ml de agua deuterada. Antes
de se dar inicio ao ensaio a solucdo foi filtrada utilizando-se filtros de membrana de porosidade

0.45um. O ensaio decorreu no Laboratdrio de Ressonancia Magnética Nuclear do Centro de

Investigacdo de Materiais (CENIMAT) num aparelho da marca Bruker MSL 300P.

Figura 3.21 — Espectréometro de RMN do CENIMAT
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3.8 Difraccao de raios-x (DRX)

A técnica de difrac¢do de raios-X oferece uma vasta informacdo sobre a microestrutura de um
determinado material, sendo que neste caso permite-nos a identificacdo das fases cristalograficas
presentes no CPC, ou seja, identificar a composicdo final do cimento.

Dado que os comprimentos de onda dos raios-X sdo aproximadamente iguais as distancias
entre os planos atdmicos dos sdlidos cristalinos, quando um feixe de raios-X colide com um sdélido
cristalinho, podem produzir-se picos reforcados de radiacdo, de diversas intensidades. Bragg
conseguiu obter uma relacdo entre o comprimento de onda da radiacdo-X e o angulo dos raios-X
reflectidos

Um atomo ao ser atingido por radiacao-X com determinada frequéncia, faz com que os seus
electrées vibrem com a mesma frequéncia, espalhando essa radiacdo em todas as direc¢ées. Como
os cristais apresentam uma estrutura cuja distancia entre os planos é da ordem do comprimento de
onda da radiacdo incidente, entdo haverd uma interferéncia construtiva em certas direc¢des e
destrutiva noutras. Contudo, a difraccdo ocorre somente na interferéncia construtiva e para que isso
ocorra é necessdrio que a diferenca entre as distancias percorridas pelos raios-X seja igual ao

multiplo inteiro do comprimento de onda, isto é
nl = 2dy,,.senf a7

Esta equagdo, conhecida como lei de Bragg [109], dd a relagdo entre as posi¢des angulares
dos feixes difractados reforcados, em termos do comprimento de onda A do feixe de raios-X
incidente e da distancia interplanar dy; dos planos cristalograficos. Na maior parte dos casos usa-se

difraccdo de primeira ordem, em que n = 1; neste caso a lei de Braggtoma a forma:

A= Zdhkl.seng (18)

A analise de DRX foi obtida por utilizagdo de um difractémetro Phillips modelo PW 1830,
instalado no Departamento de Materiais do Instituto Superior Técnico (UTL) com raios-X gerados a
partir de uma ampola de cobre sob um potencial de aceleragao de 40kV e um feixe de corrente de
30mA. A velocidade angular do gonidometro foi de 28/passo e o varrimento foi feito com foco nos
picos mais relevantes de 20° a 45°.

As fases obtidas por este método foram entdo comparadas com as fichas padrdes do JCPDS.

‘CERAMED 47



PRODUGAO DE CIMENTOS OSSEOS A BASE DE FOSFATO DE CALCIO | CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

3.9 Cromatografia liquida de exclusao molecular (GPC/SEC)

A cromatografia € um processo que permite separar compostos de misturas complexas com
grande precisdo. Este é essencialmente um método fisico de separacdo em que os componentes a
serem separados sdo distribuidos entre duas fases, uma das quais estacionaria e outra mével através
da primeira. A distingdo entre os principais métodos cromatograficos é feita em termos das
propriedades da fase mdvel. Deste modo temos numerosas técnicas cromatograficas, sendo aquela
gue nos interessa para caracterizar o HPCS uma cromatografia liquida de exclusdo molecular. Nesta,
como o nome indica, a fase mével é um liquido de baixa viscosidade, e como a fase estaciondria é um
solido poroso faz-se a separa¢do em fungdo do tamanho molecular. No entanto quando se utiliza
esta técnica no estudo de polimeros a fase estaciondria é um gel, chamando-se por isso

cromatografia de permeagdo de gel ou GPC.

A determinagcdo do peso molecular do HPCS foi realizada num equipamento de marca
KNAUER com bomba modelo Smartline Pump 1000. As solugbes foram filtradas utilizando filtros de
membrana de porosidade 0.45um, e as amostras de polimero foram injectadas com a concentragdo

de 0,001 % (p/v) e um volume de 100uL.

Figura 3.22 — Equipamento de GPC/SEC
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3.10 Citotoxicidade

No estudo da biocompatibilidade de um material para implante, o primeiro passo que deve
ser efectuado s3ao os ensaios in vitro de citotoxicidade. Estes visam minimizar o uso de animais em
laboratdrio, servindo como uma pré-seleccdo dos materiais que devem ser implantados.

Os testes foram efectuados com o intuito de testar a viabilidade celular, isto é o nimero de
células que se encontram vidveis apds o contacto com o produto, e consequentemente a
citotoxicidade do cimento. Estes foram realizados de acordo com a norma ISO 10993-5 [110], tendo
sido parte dos testes realizados no INETI e outra parte no departamento de quimica e engenharia

bioldgica do Instituto Superior Técnico.

A citotoxicidade foi determinada recorrendo ao teste do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2-5 diphenyl tetrazolium bromide) em extractos. Este consiste essencialmente em colocar o
material a ser testado (indirectamente) em contacto com uma cultura de células e, em tempo
apropriado, observar as alteracdes celulares que este material ocasiona.

Este teste € um método quantitativo e que permite a avaliacdo da funcdo mitocondrial. O
MTT é um sal de tetrazolium que é reduzido por enzimas desidrogenases, nas células vidveis
formando cristais de formazana solluveis em etanol. Este funciona como um indicador colorimétrico
da actividade metabdlica celular, sendo a sua forma oxidada amarela e a forma reduzida puarpura.

Para o teste as células (linha celular de fibroblastos L.929) foram plagueadas em placas de
24 pocos, contendo em cada poco 1.6x10° células e entdo incubadas a (37+2)°C em atmosfera
humida com 5% CO,. Preparam-se extractos dos diferentes materiais (incubando o material com
meio de cultura a 37 °C durante 24 horas), nos quais as células foram plaqueadas e determinou-
se a actividade metabolicas das células ap6s 48 horas.

Como controle negativo utilizou-se células com meio adicional de 10% de soro fetal, para
proporcionar um meio Optimo ao seu desenvolvimento e desta forma ndo se obter qualquer
resposta citotdxica. Para além deste efectuou-se um controlo positivo (meio com 0.01 M de fenol),
que é utilizado para se obter uma resposta reprodutivel da percentagem de células viaveis.

Por fim, adicionou-se o corante MTT, que em presenca de células viadveis, é reduzido a um
produto de cor purpura, permanecendo amarelo no caso de a viabilidade ser reduzida ou quase
inexistente. O corante precipitado é diluido em isopropanol e acido cloridrico e a leitura da

densidade éptica (DO) é medida a 570nm com filtro de referéncia de 655nm.
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Para cada material efectuou-se cinco réplicas assim como do controlo de células. No controlo
positivo o nimero de réplicas foi de 3.

Por fim percentagem de viabilidade celular é obtida com base nas leituras de absorvancia e
através da comparacdo da percentagem de células vivas em presenca de cada amostra com o

controlo de células.

3.11 Ensaios In vivo

A fim de comprovar a auséncia de toxicidade do composto CPC, avaliar o grau de
biocompatibilidade e comprovar a sua eficacia como substituto dsseo realizaram-se ensaios in vivo
em coelhos. O ensaio in vivo foi realizado conforme a norma ISO/TR 10993 - Biological Evaluation of
Medical Devices [110], num total de 8 coelhos, que por serem animais de facil obtencdo e
manuseamento servem para uma avaliacdo primaria dos objectivos.

Os ensaios decorreram seguindo protocolos anestésicos e cirurgicos habituais, e a sua
evolucdo foi acompanhada por meio de radiografias.

Finalizado o tempo do ensaio, pretende-se ver confirmados: a auséncia de toxicidade do
composto e a biocompatibilidade, bem como avaliar o efeito do composto no crescimento de

novo tecido 4sseo.
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Este cimento, tal como os cimentos acrilicos, é constituido por duas fases: uma componente
em pod (fase sdlida da mistura) e a uma componente liquida, que reagem quando misturados
formando uma pasta que enrijece em poucos minutos, sendo possivel com esta obter o efeito de

colagem.

4.1 Composicao da fase solida

A fase sdlida é composta por B-TCP que possui um rdacio entre calcio e fosforo (Ca/P) de 1.5.

Como foi referido, também os diametros de particula dos fosfatos de cdlcio usados podem
ter influéncia. Neste caso foi usado o B-TCP com particulas de 5 um de diametro, de forma a se obter
uma maior superficie difusional, que provoca uma diminuicdao no tempo de endurecimento.

O B-TCP que compde a fase sélida do cimento dsseo foi-nos fornecido pela Plasma Biotal

Limited, Uk, (p 251s, BM 168).

4.2 Composicao da fase liquida

A fase liquida é composta por agentes de dois tipos: um agente retardador e um agente

estruturante.

4.2.1 Agente retardador:

Na reaccdo de solidificacdo, a dissolugdo do CaP com um solvente aquoso poderd ser muito
rapida, formando-se um cimento de estrutura irregular e com baixa resisténcia. Para regular a
cinética desta reac¢do e tornar o cimento adequado ao uso médico, introduziu-se um agente
retardador, composto por um acido organico.

O acido organico, escolhido para este efeito foi o dcido malico. Esta selec¢do esta de acordo
com a necessidade de dissolu¢do do agente estruturante que necessita de um pH menor que 6.5. Por
outro lado, este é um produto biocompativel, usado em varias aplicagbes tais como comidas, bebidas
e produtos de beleza por ser acidulante, aromatizante e estabilizante (é identificado pelo niumero
E296 na industria alimenticia). Preserva o sabor, ajusta o pH e na industria farmacéutica, o acido
malico é utilizado na higienizacdo e regeneracdo de ferimentos e queimaduras. Contudo, o factor
essencial para a escolha do acido é a quantidade de grupos carboxilo que este possui.
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Neste caso optou-se por uma solugdo aquosa com 40% (em peso) de acido mdlico, de forma
a obter uma elevada presenca de grupos carboxilo. Esta elevada concentracdo de acido garante

também que o agente estruturante seja totalmente dissolvido.

4.2.2 Agente estruturante:

Como também foi referido, os CPC por serem ceramicos podem resultar em rupturas
precoces e eventuais fragmentag¢Ges dos implantes rigidos, fracturando catastroficamente quando
submetidas a forgas relativamente pequenas [111]. Assim de forma a evitar este efeito e contornar
esse problema, adicionou-se na fase liquida um agente estruturante, o HPCS. Este é um derivado do
quitosano capaz de formar matrizes nao rigidas, que lhes permitem suportar forcas maiores do que
os CPC.

O Quitosano é um biopolimero obtido da desacetilacdo da quitina, que é o maior constituinte
do exoesqueleto de crustdceos e outros animais marinhos [112]. Actualmente este tem sido utilizado
no tratamento de aguas, producdo de cosméticos, drogas e medicamentos, aditivos alimentares e
em membranas semipermeaveis. Mas, é no desenvolvimento dos biomateriais e aplicacdes
biomédicas que este tem sido mais estudado devido as suas excelentes propriedades [113]. Este é
biocompativel, biodegradavel, ndo toxico, pode ser utilizado como agente hidratante, como material
encapsular na producdo de sistemas de libertacdo de farmacos e servir de matriz na reconstrucdo
dssea, para além de apresentar propriedades cicatrizantes e eficacia contra bactérias virus e fungos
[114].

O HPCS, tal como o quitosano, é ndo toéxico e biocompativel e conhecido pelas suas
propriedades gelificantes (que depende tanto do grau de polimerizacdo, como da conformacdo do
polimero).

O HPCS deverd imobilizar as particulas do CPC, mantendo todas as partes que compdem o
cimento numa mistura uniforme, melhorando as propriedades de maleabilidade e injectabilidade

[16].

HEOR O—H
- O |
. 1 R=—CHCH,CH,3
(NHR), (NHCOCHg)

Figura 4.1 — llustragdo esquematica da estrutura quimica do HPCS (x > y; x+y =1).
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5.1 Procedimento Experimental da sintese de HPCS

O HPCS é obtido por modificacdo quimica do CS. A reac¢cdao de modificacdo da-se em duas
etapas. Primeiro utiliza-se hidréxido de sédio (NaOH) para a reacgdo de alcalinizagdo, e em seguida
pela adicdao de alcool isopropilico ((CH3),CHOH) e oxido de propileno (CsHgO) sdo introduzidos
grupos hidroxipropilo principalmente nos carbonos 3 e 6, podendo também ocorrer substituicdo no
grupo NH, do quitosano (Figura 4.1).

Esta substituicdo visa aumentar a reactividade pela inser¢do de mais grupos reactivos
conseguindo-se melhores propriedades de trabalho durante o tempo de presa e propriedades
mecanicas finais superiores, sem ter de se recorrer a outros elementos para regulacdo da estrutura

ao longo da reacgao.

A sintese do HPCS foi efectuada com ligeiras alteracdes a um procedimento existente na
literatura [115], pois periodo de alcalinizacdo foi reduzido para 1h e a amostra ndao foi mantida
durante a noite a -18°C. Na segunda etapa de obtencdo do hidroxipropilo, adicionou-se 8 ml de
alcool isopropilico e passado uma hora 16ml de 6xido de propileno mantendo a mistura a agitar em
refluxo. Para a optimizacdo do processo fez-se variar a temperatura e tempo de reac¢ao em refluxo.

A designacdo das amostras e respectivos parametros encontram-se descritos na tabela 5.1.

Tabela 5.1 - Parametros variaveis das respectivas amostras de HPCS.

Designagao da amostra Temperatura (°C) \ Tempo de reacgao (h)
P1 40 2
P2 40 4
P3 60 2
P4 60 4
P5 80 2
P6 80 4

5.2 Caracterizacao do hidroxipropilo quitosano

A caracteriza¢do do HPCS foi efectuada tendo em conta trés ensaios diferentes. Através dos
ensaios de FTIR verificAmos se e onde ocorreu a substituicdo do grupo hidréxilo no quitosano. Esses
dados foram entdo confirmados por ensaios de RMN que nos permitiram também quantificar o grau
de substituicdo. Por fim utilizou-se a técnica de cromatografia liquida de exclusdo molecular
(GPC/SEC), para verificar o efeito do processo, duracdo da reacg¢do e temperatura, no peso molecular

uma vez que este estd relacionado com as propriedades gelificantes do polimero.
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5.2.1 FTIR

Com o intuito de verificar as modificagcdes ocorridas no processo de sintese, efectuou-se a
comparacado das amostras de HPCS com uma amostra do quitosano precursor.

Consequentemente em todas as amostras de HPCS se verificou a presenca de uma grande
banda de absor¢do entre os 1320 - 1465 cm™ e outra ndo tdo evidente a 2970cm™. Ambos
caracteristicos da presenca do grupo hidroxipropilo, e que correspondem respectivamente a flexao e
distensdo dos grupos CH; CH, e CH correspondentes respectivamente ao carbono 9, 8 e 7 (figura 4.1).

Também se verificou que, em todos os HPCS, a banda correspondente a absor¢cdo do grupo
hidroxilo (-OH), entre o 3400-3500cm™, diminuiu quando comparado com as bandas a 2970cm™,
devido a uma diminuicdo da razdo molar OH/CH; (CH,, CH). Ou seja, houve efectivamente
substituicdo dos grupos hidroxilo por grupos hidroxipropilo o que levou ao aumento dos grupos CHs,
CH, e CH presentes na molécula durante a reac¢do de sintese do hidroxipropilo.

Com isto pode-se afirmar que em todas as amostras ocorreu substituicio com a
incorporacdo do grupo hidroxilo. De todas as amostras de HPCS, aquelas que demonstraram ter um
pico mais evidente a 2970 cm™* foram as amostras cuja reacgdo procedeu a 602C.

Para além destes picos confirma-se a presenca de um outro a 1100cm™, devido & absorc3o da
ligacdo C-O do grupo hidréxilo secundario (grupo hidroxilo ligado a um carbono secundario),
correspondente ao grupo hidroxilo do hidroxipropilo quando substituidos. Isto indica que devera ter
ocorrido igualmente substituicdo no carbono Cg, levando a substituicdo de um hidroxilo primario por
um secundario.

Para além disto, observa-se que em algumas das amostras a banda a 1590 cm™ desaparece
quase por completo, o que mostra uma diminuicdo evidente dos grupos NH,, e implica uma
substituicdo no grupo amina do quitosano. Este facto é mais evidente em todos os que reagiram
durante 4 horas, e segundo a literatura é representativo de graus de substituicdo mais elevados
[115].

Com base nesta analise conclui-se que o HPCS mais substituido é o P4, e o seu espectro de

comparagdo com o quitosano é apresentado a seguir.
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Figura 5.1- Comparagao entre o espectro de FTIR do CS e do HPCS P4.

5.2.2 GPC

Dos resultados de cromatografia (tabela e figura 5.2) retira-se que o HPCS com maior massa
molecular é o P4, apesar da grande polidispersao, que no entanto se regista para todas as amostras.

Comparando os valores entre si, observa-se uma analogia de comportamento no que diz
respeito ao aumento do tempo de reac¢do. Assim, ao aumentar-se a durag¢do da reaccao de 2 para
4h verifica-se que a massa molecular das amostras também aumenta.

A temperatura parece ser um factor crucial na reaccdo. Com o aumento da temperatura,
verifica-se um aumento da massa molecular. Contudo para os 802C os valores de Mw descem
significativamente quando comparados com os restantes HPCS, e mais ainda quando comparado
com o quitosano precursor (CS), o que nos leva a crer que esta € uma temperatura critica e deve ser
evitada. Desta forma, a temperatura ideal a que deve ocorrer a reaccao sera de 609C, obtendo-se

com isso um HPCS com um peso molecular mais elevado.

Tabela 5.2 - Pesos moleculares e polidespersao AL
obtidas para as amostras de Hpcs e quitosano o —p 55
percursor.
Amostra Mw ‘ PD ‘ H
P1 315532 3.7 ; H
358143 3.9 2
P3 406131 3.3
P4 563914 3.9
98956 2.7
P6 111338 2.7 ; ] 3 J i e
(o 900379 3.2

Figura 5.2 — Cromatogramas das amostras de hpcs
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5.2.3 H-NMR

A espectroscopia de ressonancia magnética permite que se faca uma analise quantitativa da
substituicdo do hidroxipropilo. A analise do grau de substituicdo (DS), foi feita de acordo com a

literatura [115], por comparacgao das areas dos picos utilizando-se a férmula seguinte:

Ing _ 3DS
Iyg 6+3DS

(19)

Onde lyg corresponde a area do pico de absorg¢do do hidrogénio relativo ao carbono 9 e Iy, 5 a
area do pico de absor¢do do conjunto dos hidrogénios dos carbonos 2 ao 8 (ver figura 4.1). O

espectro de H-RMN obtido para o P4 do HPCS esta ilustrado na figura 5.4.

=i ;
/A ﬂ,Jl; b ‘] N-acetil | 1
51 SRRty A, | N 2 1A

Figura 5.3 — Espectro de H-RMN do P4 do HPCS
Substituindo os valores encontrados para os respectivos integrais, l4o= 0,75 e ly,.s= 1, obtém-
se um DS de 6. Este valor sugere que para além da substituicdo dos trés grupos possiveis, C3, C6 e
amina, houve substituicdo do préprio OH do grupo hidroxilo, levando a incorporagdo de mais do que
um grupo reactivo em cada um desses grupos, resultando em algo muito semelhante ao que esta

representado na figura 5.5.

Figura 5.4- Figura representativa de um HPCS com DS = 5,2 [115].
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5.3 Caracterizacao da fase liquida

Uma vez que nos interessa um HPCS com o mdaximo de grupos substituidos, o HPCS escolhido
para constituir a fase liquida do cimento foi o P4.

No entanto, como a concentracdo do agente estruturante também devera ter influéncia nas
caracteristicas do cimento, optou-se por prosseguir os testes testando diferentes concentracdes de

HPCS (1, 3 e 5%) na fase liquida.

5.3.1 Viscosidade

Para testar a influéncia da concentracdo do HPCS na viscosidade da fase liquida do cimento,

utilizou-se um viscosimetro de brookfield. Os resultados estao apresentados no grafico da figura 5.5.

15 . Viscosidade da fase liquida
815 - ’

715 -

615 - yé

515 -

415 -

315 - yd

215 - ’

115 -

15 T T )

Viscosidade (cp)

4
% de HPCS
Figura 5.5 — Grafico de viscosidade das diferentes fases liquidas do CPC

Com base neste grafico verificou-se que para uma concentracdo mais elevada, a viscosidade
é maior. Isto traduz-se por um efeito de massa, isto €, com uma maior percentagem de HPCS,

aumenta a massa do sistema, que leva ao aumento da viscosidade do sistema.
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6.1 Procedimento experimental da producao do CPC

Como foi descrito no capitulo 4, este cimento é formado por duas fases: uma liquida e uma
solida. A fase liquida é composta por uma solu¢do aquosa de acido malico (AM) a 40% (em peso) e
HPCS em diferentes concentracdes e a fase sdlida apenas por B-TCP. Daqui resultaram 3 formulagGes
diferentes, em func¢do da quantidade de agente estruturante presente na fase liquida, designadas

por CPC1, CPC2 e CPC3, cujas composi¢Ges estdo descritas na tabela seguinte:

Tabela 6.1 — Designagao e composi¢ao de cada CPC em estudo.

) . - Fase liquida
Designagdo do CPC Fase solida Agente retardador Agente estruturante
CPC1 B-TCP AM a 40% 1% de HPCS
CPC2 B-TCP AM a 40% 3% de HPCS
CPC3 B-TCP AM a 40% 5% de HPCS

6.2 Caracterizacao do CPC

Cada um dos 3 CPC foi caracterizado, testando-se ao mesmo tempo, a influéncia da razado
liquido/sdlido (L/S) no tempo de presa, resisténcia a compressdo, flexdo, e injectabilidade. Estas
razbes L/S foram designadas por R1, R2 e R3 que correspondem aos valores 1, 0,75 e 0,5
respectivamente.

Para além destes testes, verificou-se a citotoxicidade do cimento e efectuou-se ainda DRX e
da amostra de CPC que revelou ter melhores propriedades, para verificar a composicdo final do

cimento.

6.2.1 Tempo de presa

Na tabela 6.2 apresentam-se os resultados em minutos para o tempo de presa, dos varios
CPC, em fungdo da razdo L/S, medido com o auxilio de um aparelho de Vicat. As medicdes foram

efectuadas no laboratdrio a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C).

Tabela 6.2 — Resultados do tempo de presa para os varios CPC e diferentes razdes L/S

Composicdo | RazdoL/S | Tempo de final presa (min)

R1 23+1
CPC1 R2 l6+1
R3 5+1
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Composicdo | RazdoL/S | Tempo de final presa (min)

R1 19+1
CPC2 R2 12+1
R3 4+1
R1 18+1
CPC3 R2 10+1
R3 31

Nestes verifica-se que para uma razdo onde a quantidade de fase sélida é maior, o cimento
endurece mais rapidamente. Assim se passarmos de uma razdo de 1:1 para uma razdo de 1:2 (L/S) o
cimento leva muito menos de metade do tempo a solidificar. A quantidade de agente estruturante
também parece ter efeito neste caso, pois para qualquer razdo L/S observa-se que tempo de final de
presa do cimento aumenta da seguinte forma: CPC1>CPC2>CPC3, ou seja, observam-se menores
tempos de presa para formulagGes com maiores quantidades de agente estruturante.

Dos valores obtidos, interessa-nos mais as razdes R2 e R3, uma vez que com R1 qualquer

uma das formulacdes demora um tempo superior ao aceitavel para uso cirurgico.

6.2.2 Resisténcia 4 compressao

Os provetes foram confeccionados num molde que permitisse produzir varios espécimes
provenientes da mesma pasta e com as mesmas dimensdes. Para tal utilizou-se um molde com as
caracteristicas ilustradas na figura seguinte. Este é uma adapta¢dao do modelo proposto pela norma
ABNT NBR ISO 5833, sendo que permite produzir 7 provetes de uma sé vez, enquanto que o
proposto pela norma da apenas para 5, contudo o procedimento de confecgao utilizado foi o mesmo,

e os provetes apresentam igualmente 6mm de diametro por 12mm de altura.

OO
()OO
OOO

Figura 6.1a — Vista superior do molde

6mm Figura 6.1b — Vista em perspectiva do molde
-
E i 12mm
-
|-
Figura 6.1c — Corte vertical do molde Figura 6.2 — Provetes obtidos com o molde
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Os ensaios de compressdo foram realizados de modo a verificar o efeito da razdo L/S, mas
também de maneira a acompanhar a evolugdo da resisténcia do CPC ao longo do tempo. Assim,
foram realizados testes para cada CPC apds 1 e 24h de armazenamento em estufa a 37°C, e
humidade relativa (Hr) de 55%, testando-se para cada, um minimo de 5 provetes. Os resultados
apresentados correspondem a média dos valores.

A par dos resultados apresenta-se também o respectivo mdédulo de weibull (m) [116,117].
Este permite-nos caracterizar a variancia na resisténcia do material, sendo andlogo ao desvio padrao
do mesmo. Contudo, quanto maior o valor de m, menos dispersos sdo os valores de resisténcia

mecanica.

Tabela 6.3— Resultados do teste de compress3o para os varios CPC e diferentes razées L/S

Resisténcia média, " Resisténcia média,

Composicdo | Razdo L/S a compressao a compressao

(MPa) apds 1h (MPa) apds 24h
R1 * - 0,9 2,09
CpPC1 R2 0.77 1,09 1,39 2,35
R3 1.34 1,49 1,95 4,43
R1 * - 1,89 1,74
CPC2 R2 0.93 2,03 3,69 2,88
R3 1.32 2,49 4,5 4,60
R1 * - 4,43 2,16
CPC3 R2 0.92 7,20 6,22 5,19
R3 0.99 4,25 9,21 2,90

*- Baixa consisténcia, partiram ao retirar do molde.

Pela andlise de resultados verifica-se que, como seria de esperar, a resisténcia do CPC
aumenta com o tempo. Passado uma hora da sua confecgdo a resisténcia é minima,
aproximadamente 1MPa, e semelhante para todas as formulagGes verificando-se contudo, dentro de
cada composi¢do, um ligeiro aumento destes valores para uma menor razdo L/S. Passado 24h as
diferencas entre as formulacGes sdo mais evidentes, e mais ainda quando se compara em termos de
razdo liquido/sdlido. A concentracdo do agente estruturante, aliada a uma menor razdo L/S, parece
ser o factor mais importante pois com uma variagao de 1 para 5% consegue melhorar-se os valores
de resisténcia em cerca de 7MPa, obtendo-se um maximo de 9.21MPa.

Em termos de mddulo de weibull, podemos dizer que também com a diminuicdo da razdo
liquido sélido os valores entre os provetes foram menos dispersos, a excep¢do do CPC3 R3 que tem
um valor mais baixo por se ter obtido um provete com um mdaximo de 12MPa de resisténcia

enquanto todos os outros rondaram os 9MPa.
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Em geral o parametro m, observado numa vasta faixa de materiais ceramicos, depende
fortemente do processamento, microestrutura, distribuicdo de poros, e do acabamento superficial.
Estes valores variam tipicamente entre 3 e 15 para materiais ceramicos [116,118], o que significa que
materiais com m = 15 apresentam menor espalhamento de valores de resisténcia a fractura do que
materiais com m = 3. Foi relatado que lotes de materiais ceramicos com m acima de 10 podem ser
considerados bons e fidveis [119,120] o que ndo se obtém em nenhum dos casos. No entanto o
melhor resultado foi o CPC3 R2 com m=5, o que significa que de todos foi o que apresentou menor
dispersao de valores considerando-se o CPC mais fidvel.

Assim, conclui-se que para as formulacdes onde a quantidade de sdélido e agente

estruturante é maior, a resisténcia também aumenta, provavelmente devido a um aumento de

coesdo entre as particulas e diminuicdo de porosidade.

6.2.3 Resisténcia a flexao

Os provetes foram confeccionados num molde que permitisse produzir vérios espécimes da
mesma amostra com dimensdes aproximadas de 75 mm de comprimento, 10 mm de largura e 3,3

mm de espessura (figura 6.3a, 6.3b, 3.6c).

3,3mm

Figura 6.3a — Vista superior do molde Figura 6.3b — Vista
lateral do molde
em corte

- @3 33mm Figura 6.3d — Vista em perspectiva do molde

x
A

75m

Figura 6.3c — Vista lateral do molde em corte

O procedimento para a obtengao dos provetes foi o mesmo utilizado no ensaio de resisténcia

a compressao. Estes foram testados apds 24h de armazenamento em estufa a 37 °C e Hr de 55%.
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Os resultados obtidos para R1 e R2 estdo apresentados a seguir e correspondem a média dos
resultados para os varios provetes. R3 ndo foi calculado porque nestes casos, devido as dimensdes
do molde e da rapida reaccdo de solidificacdo da pasta, ndo se conseguiu proceder ao seu correcto
preenchimento. Isto quer dizer que esta formulagao ndo é muito indicada para aplicacdo cirudrgica, a
nao ser que a quantidade a aplicar seja minima (de 1 a 2ml).

Os resultados da resisténcia e mddulo de flexdo encontram-se nas tabelas 6.4 e 6.5

respectivamente, assim como o médulo de weibull para cada amostra.

Tabela 6.4 — Resultados da resisténcia a flexdo dos ensaios para os varios CPC a diferentes razdes L/S e respectivos

maddulos de weibull.

Tabela 6.5 - Resultados do médulo de flexdo dos ensaios para os varios CPC a diferentes razdes L/S e respectivos

modulos de weibull.

R1 (MPa)

R2 (MPa)

59x 10" 1,3 6,0 5,7
1,6 4,0 6,17 4,3
3,1 3,2 6,77 3,1

R1 (GPa)

R2 (GPa)

4,2 x 10" 2,2 2,7 2,2
6,2x 10" 1,6 4,8 1,7
1,4 2,8 7,2 2,2

Na resisténcia a flexdo verifica-se que a razdo L/S é um factor muito importante, uma vez que
para uma maior quantidade de liquido, a resisténcia a flexao diminui bastante, ainda que aumente
ligeiramente quando se aumenta a quantidade de agente estruturante. O médulo de flexdo segue o
mesmo principio, aumentando significativamente de R1 para R2 e também de CPC1 para CPC2. Tal
como anteriormente referido, isto dever-se-a ao aumento de coesdo entre particulas e diminuicdo da
porosidade.

Em termos de médulo de weibull verifica-se que, quer para a resisténcia a flexdo, quer para o
madulo de elasticidade, os valores sdo bastante dispersos e existe nenhuma relagdo directa entre o

tipo de CPC e os valores encontrados.
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6.2.4 Injectabilidade

De modo a testar a aplicabilidade do CPC em técnicas minimamente invasivas, procedeu-se a
medicdo da injectabilidade registando a forca necessdria para extrudir a pasta da seringa. Até uma
forca de 100N o cimento pode ser aplicado manualmente, sem qualquer problema.

Na tabela 6.6 encontram-se os resultado obtidos para este teste relativos a cada CPC e cada

razdo L/S.

Tabela 6.6 — Resultados do teste de injectabilidade para os varios CPC e diferentes razdes L/S

Minutos 3,5 8,5 13,5 18,5
ke Maximo de carga aplicada (N) 5 6 11 55
o Minutos 3,5 8,5 13,5
Maximo de carga aplicada (N) 6 25 90
Minutos 2 4
"3 ‘ Maximo de carga aplicada (N) 42 268
o1 | Minutos 35 85 135 185
Maximo de carga aplicada (N) 6 9 25 68
Minutos 3,5 4,5
R Maximo de carga aplicada (N) 15 51
R3 N3o dd para injectar
Minutos 3,5 8,5 13,5 17
"L Maéximo de carga aplicada (N) 6 9 32 69
Minutos 3 4,5
R Maximo de carga aplicada (N) 11 65
R3 N3o dd para injectar

Pela observacdo dos resultados, verifica-se que a medida que aumenta a quantidade de
agente estruturante, aumenta a resisténcia que a pasta oferece para sair da seringa que se traduz
por uma pasta com menos fluidez. Em todos os CPCS esta resisténcia aumenta mais rapidamente a
medida que se aproxima do setting time, e para a razdo R3 sd se conseguiu efectuar medi¢des no
CP1, pois os restantes endurecem muito rapido e mesmo que se coloque a pasta no interior da

seringa, esta endurece rapidamente no seu interior e ndo da para injectar.
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A titulo de exemplo, e para tornar mais facil a percepcdo dos resultados, na figura 6.4
representa-se graficamente a influéncia do agente estruturante na injectabilidade da pasta,

confirmando-se o que foi dito acima.
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Figura 6.4 — Grafico comparativo da injectabilidade dos diferentes CPCs com a razdo L/S R1.

6.2.5 DRX

Os resultados de difrac¢do de DRX, permitiram observar o produto que se forma quando o
CPC endurece. A figura 6.5 corresponde ao difractograma do CPC3/R2, mantido a 37°C e a 55% de Hr,

24h apds a mistura dos componentes.

2000

1000

O,a"ﬁwﬂwmww ﬂ/\a w’J J th M\J\ o\, MWJ

O

Position [*2Theta]

Figura 6.5 — Difractograma de raio-X do CPC3/R2 24 horas ap6s a mistura, @- B-TCP, | -brushite.

Neste difractograma pode observar-se a presenca de uma grande quantidade de B-TCP, mas
também de alguma brushite ja formada. O que leva a crer que neste periodo houve a reac¢do levou a

dissolucdo de algum B-TCP e que este se transformou em brushite.
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Figura 6.6 — Difractograma de raio-X do CPC3/R2 3 semanas apds a mistura, @- B-TCP, | -brushite.

Ao fim de 3 semanas nas mesmas condi¢Ges as variacbes sdo praticamente inexistentes e
para além da brushite formada ainda se verifica a existéncia de muito B-TCP. Contudo também
Grover e seus colaboradores [121] ao observarem a composicao final do seu CPC de brushite, a base
de B-TCP e acido fosférico, verificaram que, mesmo apdés um periodo de 28 dias, apesar de se
verificar um pequeno aumento da quantidade de brushite, o B-TCP permanece em maior
guantidade. Isto deve-se a quantidade e acido utilizada n3do ser suficiente para reagir totalmente com

o B-TCP, o que podera ser um justificativo igualmente valido para esta situagao.

6.2.6 Citotoxicidade

Nos testes de citotoxicidade comegou por se medir a viabilidade de todas as formulagdes e
razBes L/S, pelo método de MTT em extracto. As amostras de cimento foram esterilizadas com etanol
de sintese a 96% durante 21h, ficando a incubar durante 24h a 372C. Em seguida colocou-se o meio
de extraccdo em contacto com as células durante 42h. Os resultados obtidos sdo apresentados na

tabela 6.7.
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Tabela 6.7 - Resultados do teste de citotoxicidade pelo método do MTT em extracto dos 3 CPC e respectivas razdes L/S

Controlo positivo: 2,37%

Viabilidade celular em %

Em todas as amostras se verifica que a viabilidade é muito reduzida, sendo os valores da
mesma ordem de grandeza do controlo positivo, ndo se registando grandes diferencas em termos de
razdo L/S nem entre cada formulagdo. Contudo estes resultados podem dever-se ao facto da reacgdo
ndo estar completa o que faz com que tanto o CPC como o meio de extracgdo apresentem um pH

muito baixo causando morte celular.

Apds estes primeiros resultados procederam-se a novos testes, para tentar compreender a
extensdo da reacgdo e a sua influéncia na viabilidade do cimento. Nestes utilizou-se apenas um CPC,
aquele que reuniu as melhores propriedades ao longo dos testes anteriores, ou seja, o CPC3 com a
razdo de 0,75 (R2).

Contudo, neste caso variou-se o tempo apds o qual se adicionou o meio de extrac¢do a
amostra e o método de incubacdo. No final algumas das reac¢des foram paradas colocando-se as
amostras em etanol e secando-se a 50°C, para ver se isso também poderia interferir com a
viabilidade.

A designacdo de cada amostra de CPC e as condicOes a que cada uma foi mantida é

apresentado na tabela 6.8.

Tabela 6.8 — Designagao e condicdes a que cada amostra foi mantida antes dos testes de citotoxicidade

Amostra CondigGes
1 O CPC foi preparado e mantido durante 4 dias a 37°C e 55% de Hr
5 O CPC foi preparado e mantido durante 4 dias a 37°C e em soro
fisiolégico.
3 O CPC foi preparado e mantido durante 4 dias a 37°C e em soro
fisiolégico, no final a reac¢do foi parada com etanol.
4 O CPC foi preparado e mantido durante 3 meses a temperatura
ambiente.
5 O CPC foi preparado e mantido durante 3 meses a temperatura
ambiente, no final a reaccao foi parada com etanol.
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Os resultados dos do teste de contacto indirecto das respectivas amostras sdo apresentados

no grafico seguinte.

Contacto indirecto
160,00
140,00
120,00 T T
100,00 -
80,00 -
60,00 -
40,00 - T
20,00 - - i
0,00 - T T T T T T T )
Ctr 1 2 3 4 5 Ctr
Negativo Positivo

Figura 6.7 — Resultados do segundo teste de citotoxicidade por contacto indirecto.

Observando os valores, verifica-se que o Unico caso onde a viabilidade continua a ser
reduzida é aquele que secou apenas a uma Hr de 55%. Qualquer uma das outras amostras, quer com
apenas 4 dias, quer com 3 meses apresentam uma viabilidade tdo ou mais elevada do que o controlo
negativo (100%), ou seja, o nimero de células que se obteve no final foi, na maioria dos casos,
superior ao numero inicial, o que significa que nesta situacdo o material ndo tém qualquer efeito
citotéxico. O facto de se usar o etanol para se parar a reac¢do parece nao ter relacdo directa com a
viabilidade.

A resposta citotdxica, como nos sugerem os primeiros resultados, deve-se provavelmente a
utilizacdo de uma grande concentracdo de acido, que faz com que o pH inicial da pasta seja muito
baixo, contudo teoricamente o pH tende a aumentar e estabilizar perto de 6, uma vez que este é o
pH de equilibrio para um cimento de brushite (DCPD) composto inicialmente por B-TCP, como foi
referido na introdugdo (pg 15).

A par desta experiéncia, efectuou-se a medi¢do do pH para se confirmar a teoria. Verificou-se
que para todos os CPC que contém uma fase liquida com 40% de acido malico, na altura da mistura
dos componentes, a pasta é extremamente acida com o pH a rondar os 3,1. Apds uma hora, as

amostras foram colocadas em soro fisioldgico e efectuaram-se novas medi¢Ges, mudando-se o soro
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todos os dias. Ao fim de 1 dia, verificou-se que o pH era de 4,6, ao fim de 3 dias de 5,1, e ao fim de 6
dias de 5,8, o que confirma a teoria.

Assim, ndo é de estranhar que este apresente uma resposta citotdxica durante os primeiros
dias em que esta em contacto com fluidos pois o pH é muito baixo, levando a alguma morte celular.
No entanto, como nos sugerem os resultados da segunda experiéncia, onde se deixou as amostras a
“envelhecer” em soro fisiolégico, verificou-se que, passado apenas 4 dias, este ja ndo provoca
qualquer resposta citotoxica e até permite o crescimento celular (viabilidade acima de 100%). Assim
apesar da toxicidade inicial do CPC, ndo se deve excluir a partida a sua utilizagdo porque com o
tempo este torna-se completamente vidvel, dai que a reacgdo in vivo deva ser bastante aceitavel. Isto
é de certa forma o que acontece com os cimentos de PMMA. O mondmero MMA é citotdxico ao

inicio, causando igualmente morte celular, contudo este cimento ndo deixa de ser utilizado.
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Como ja foi referido, uma doenca dos nossos tempos, e principalmente dos paises
desenvolvidos, que afecta particularmente as pessoas mais idosas é a osteoporose. Esta deixa os
ossos fragilizados facilitando a ocorréncia de fracturas. Actualmente, o nimero de fracturas tem
vindo a crescer mais do que o envelhecimento populacional faria prever. Uma vez que as fracturas
dos corpos vertebrais sdo uma das mais incidentes tém sido feitos esforcos no sentido se criar CPCs
para o uso em vertebroplastia, isto é, para reforco de um ou varios corpos vertebrais [122].

Visto isto, fez-se mais uma experiéncia para verificar o comportamento do CPC numa
situacao semelhante a vertebroplastia. Para esta utilizaram-se 4 vértebras de uma coluna lombar de
porco.

Existem duas formas de efectuar a vertebloplastia: por cirurgia aberta ou percutdnea. A
ultima é a preferida para cirurgia, por se tratar de uma técnica menos invasiva.

A vertebroplastia percutanea, é realizada através da pele, ndo necessitando de anestesia
geral na maior parte dos casos, sendo geralmente realizada sob sedacdo leve e anestesia local. O seu
procedimento consiste na insercdo de uma agulha especial através do tecido macio das costas. A
posicdo da agulha pode ser vista durante todo o processo devido a imagens obtidas por meio de
radiografias. Em seguida prepara-se uma pequena quantidade de cimento (2,5 a 5 mililitros em
média), e através da agulha aplica-se o cimento no corpo vertebral. A radiopacidade do cimento é
um factor importante pois é necessario verificar, durante e apds a colocacdo do cimento, se a
cavidade fica bem preenchida e se este ndo extravasa. Apds a injeccao do cimento, que se traduz por
uma pasta espessa, este endurece rapidamente reduzindo o tempo necessdrio para a operagao.
Normalmente, é injectado em ambos os lados direito e esquerdo do corpo vertebral, quase no meio
da coluna [123].

Para esta experiéncia testou-se em cada vértebra um tipo CPC (tabela 7.1), deixando uma
livre para controlo, e a técnica utilizada foi um pouco diferente sendo necessario criar inicialmente
uma pré-lesdo por se tratar de vértebras saudaveis. O registo experimental foi efectuado num

protocolo como o do anexo A, e o procedimento efectuado é descrito a seguir.

Tabela 7.1 — Designagao das vértebras e respectivo CPC utilizado.

Designagdo da vértebra Cimento utilizado Razdo L/S
Controlo Nenhum -
V2 CPC3 0,75 (R2)
V3 CPC2 0,65

A razdo liquido sélido utilizada teve em consideracdo o tempo final de presa e injectabilidade

do cimento. Assim para o CPC3 utilizou-se a razao R2 mas para CPC2 alterou-se um pouco essa razao
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de modo a ter um CPC injectavel e com um tempo de presa mais apropriado (=10min), fornecendo

tempo suficiente para a sua colocagdo na seringa e aplicagdao, mas ndo demasiado longo.

7.1 Procedimento:

1. Efectuou-se a separacdo e limpeza das vértebras de porco para remocgdo total de tecidos

moles e cartilagens.

Figura 7.1 — Coluna lombar de porco utilizada e respectivas vertebras ja preparadas.

2. Efectuou-se uma pré-lesdo unilateral utilizando inicialmente um trocar acoplado a um
berbequim para a perfusdo das vértebras através do pediculo até ao corpo vertebral.

Figura7.2 — Procedimento de cria¢do da pré-lesdo de um dos corpos vertebrais
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3. Com uma cureta removeu-se 0 0SSO esponjoso no interior do corpo vertebral para promover
a eliminagdo/ruptura das trabéculas dsseas e assim aproximar o estado do osso ao de um
osso fragilizado por osteoporose.

Figura7.3 — Remogdo do osso esponjoso do interior do corpo vertebral

4. Pesou-se a vértebra apds a lesdo.

5. Preparou-se 5ml de cimento e colocou-se numa seringa.

6. Realizou-se a injeccdo do cimento dsseo sob pressdo na vértebra até preencher na totalidade
a cavidade repetindo-se o procedimento para cada vértebra deixando apenas uma sem
cimento, para controlo

Figura7.4 — Cimentagao dos corpos vertebrais

7. Pesou-se novamente as vértebras cimentadas e aguardou-se um periodo de secagem do
cimento de aproximadamente 24 horas em temperatura constante de 37° C com a finalidade
de simular a temperatura fisiolégica do corpo humano.

8. As vértebras ndo cimentadas foram mantidas nas mesmas condigdes.
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7.2 Resultados

A resisténcia das vértebras foi determinada, como o descrito na literatura [124], efectuando-
se um ensaio de compressdo, a uma velocidade de 5mm/min, 24h apds a colocagdo do cimento. As
vértebras foram posicionadas na maquina universal de testes de modo a que esta abrangesse todo o
corpo vertebral. Os resultados foram obtidos através da medi¢do da forca maxima aplicada sobre a
vértebra imediatamente antes de ocorrer fadiga vertebral, resultando em fractura.

Na figura seguinte é possivel observar a vértebra de controlo (sem cimento) antes e apds a

aplicacao da carga de compressao.

Figura 7.5 — Corpo vertebral de controlo colocado na maquina de compressao antes e apds do ensaio.

Apds a compressdo os resultados registados foram os seguintes:

Tabela 7.2 — Resultados do ensaio de compressao efectuado as vértebras.

Vertebras de porco

Vertebra Forca maxima de compressao
Controlo 4.432 kN

V2 4.909 kN

V3 4.720 kN

Pelos resultados verifica-se que todos corpos vertebrais cimentados oferecem uma maior
resisténcia a compressdo, e que quando comparadas as 2 formulagdes, foi na V2 que se obteve maior
resisténcia, isto é, para o cimento CPC3 R2. Contudo estes testes foram efectuados utilizando-se
apenas uma vértebra para cada formulacdo podendo ser elucidativos quanto ao que podera
acontecer no caso de se utilizar o CPC no interior das vértebras, mas para se ter a certeza, este deve
ser repetido com um numero de vértebras muito superior ao utilizado neste estudo preliminar. E
apesar dos corpos vertebrais usados possuirem aproximadamente as mesmas dimensGes, a

experiéncia deve ser efectuada de modo a poder-se comparar vértebras da mesma localizag3do.
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Com o intuito de avaliar a biocompatibilidade do cimento dsseo fosfato de calcio (CPC) e a

sua eficacia como substituto dsseo, o CPC foi testado em 8 coelhos da espécie New Zealand.

O CPC utilizado foi o CPC3 com razdo liquido sdlido R2. Este foi o CPC escolhido por
apresentar a melhor resisténcia mecanica tendo em conta o setting time e a injectabilidade do
mesmo. A aplicacdo decorreu injectando-se, em cada coelho, o CPC na cavidade medular do fémur

do membro posterior direito.

As matérias primas foram esterilizadas em autoclave e para todos os animais utilizou-se
aproximadamente a mesma quantidade de cimento, estando esta condicionada as dimensdes da

cavidade criada no fémur.

A andlise das reaccbes entre o CPC e o tecido dsseo, assim como a prépria regeneracdo éssea
foram baseadas em andlises radiogréficas (para avaliar quantitativamente a reabsor¢do do cimento e
a sua substituicdo por tecido 6sseo), efectuadas apds um periodo de observacdo de 4meses pods-
operatdrio. No final deste periodo foi feita uma recolha de material de varios érgaos, nomeadamente
do coracdo, pulmdes, rins, baco, figado e cérebro para a analise histoldgica. Com isto pretende-se
ainda avaliar se houve uma possivel lesdo e/ou contaminacdo destes pela substancia em estudo. Os
orgdos, bem como os fémures no qual foi implantado o CPC, foram mantidos em formol a 10% e

enviados para a Universidade de Ciéncias Médicas — Ubi, na Covilha.

Apds o periodo das 16 semanas, foi ainda testada a resisténcia do osso por meio de um teste
de flexdo em 3 pontos, escolhido por ser menos destrutivo. Este foi efectuado utilizando-se como

controlo o fémur da pata esquerda (sem nada implantado).
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8.1 Técnica cirurgica

Tabela 8.1 — Descrigdo da técnica cirurgica [126].

| CARACTERIZAGAO IN VIVO
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8.2 Procedimento cirurgico

Os coelhos foram anestesiados com isoflurano e preparados assepticamente para a cirurgia,

removendo-se o pélo na zona envolvente.

Figura 8.1 — Preparagao da cirurgia (anestesia e limpeza asséptica da area a operar).

A cirurgia iniciou-se efectuando o acesso cirurgico ao fémur pela técnica anteriormente

descrita.

Figura 8.2 — Acesso cirurgico a diafise do fémur.

Apds contacto com o fémur, foram feitos dois orificios com uma broca de 2mm de diametro,
um localizado na parte posterior e outro na parte inferior no osso. Efectuou-se a limpeza dos tecidos

moles da cavidade medular com soro fisioldgico de modo a permitir a colocagdo do cimento.
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Figura 8.3 — Abertura dos orificios e limpeza da cavidade medular.

O cimento foi preparado na altura, e aplicado com uma seringa. Este foi colocado de modo a

preencher toda a cavidade, sendo inserido por um dos orificios até chegar ao outro.

O NR L X5

Figura 8.4 — Aplicagao do cimento na cavidade medular.

Por fim estes foram suturados, tanto no musculo com sutura de aproximagao, como na pele
através de uma sutura intradérmica e seguidamente por uma sutura cutaneao. Por fim foram

novamente limpos assepticamente, ficando prontos para a primeira radiografia.

Figura 8.5 — Sutura.
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8.3 Resultados

Apds a cirurgia os coelhos foram mantidos a antibidtico durante uma semana.
Os animais recuperaram imediatamente apds a cirurgia, com excepcao de um coelho que
contraiu uma fractura um dia apds a colocacdo do cimento. Este foi entdo excluido, mas os restantes

7 coelhos permaneceram no estudo.

A aplicacao cirurgica do cimento foi facil e correspondeu as expectativas do cirurgido, por ter
uma viscosidade 6ptima. Contudo, em cirurgia, este demonstrou alguma dificuldade em solidificar
por completo, e observando-se o fémur do coelho que teve a fractura, um dia apds a aplica¢cdo do
cimento, este ndo se apresentava completamente endurecido no interior da cavidade medular

(figura 8.6).

Figura 8.6 — Fotos do Fémur do coelho que contraiu a fractura.

O endurecimento do cimento pode ter sido afectado pela hemorragia capilar da cavidade
medular, no entanto para tentar compreender melhor este comportamento, realizaram-se mais

alguns testes apresentados no capitulo seguinte.

Durante a primeira semana, dois dos 7 coelhos, coelho 2 e 3, desenvolveram inflamagdo na
zona da cirurgia, e o tecido envolvente apresentou sinais de necrose. Estes foram tratados
recuperando por completo ao fim de duas semanas. O facto de todos os outros coelhos terem
reagido bem a cirurgia e ndo terem desenvolvido qualquer reacgdo alérgica, leva a crer que a
inflamagdo possa ter sido provocada por factores externos que nao dizem respeito a implantagdo do
CPC. No entanto, ndo se devera por de lado a hipdtese desta resposta advir da alta concentragdo de
acido, tal como o referido por Yokoyama e colaboradores [124] que registaram uma resposta
inflamataria, devido a utilizacdo de um acido carboxilico (acido citrico), sendo esta mais proeminente

para altas concentragdes de acido.
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8.4  Analise radiografica

Os coelhos foram radiografados logo apds a cirurgia, assim como no decorrer da experiéncia,
até ao periodo final (apds 4 meses).

Passado 3 meses verificou-se que no coelho 2 parece ter ocorrido uma mudanca ao nivel da
cortical e o osso aparenta uma ligeira ondulacdo, o que se podera eventualmente chamar de
hipertrofia da cortical, isto é, resposta natural do osso a algo. Essa resposta ndo é desejavel, o ideal
era que ndo existisse, e que a osteointegracdao do cimento ndao conduzisse a nenhuma hipertrofia

mas também nao é obrigatoriamente ma. Na realidade o osso fica, a partida, mais resistente.

Figura 8.7 — Radiografia coelho 2 no momento da cirurgia Figura 8.8 — Radiografia coelho 2 apés 3 meses

S ARE APPROXIMAT E

Figura 8.9 — Radiografia coelho 4 no momento da cirurgia Figura 8.10 — Radiografia coelho 4 apés 3 meses

A razdo para tal aparéncia é seguramente uma resposta ao cimento que parece agredir a
cortical, contudo isto s6 aconteceu para o coelho 2, os restantes tiveram uma resposta semelhante a
apresentada na radiografia do coelho 4, nos quais ndo se verifica formagao de osso fora da cortical.
Contudo para uma anadlise mais detalhada serd necessario ter em conta o estudo histolégico. Aos 3
meses é possivel verificar igualmente que no interior do osso o cimento se tornou menos denso

devido provavelmente a dissolugdo de pequenas particulas deste.
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Apds os 4 meses sacrificou-se os coelhos e foi possivel comparar lado a lado todos os
fémures (figura 8.11). Contudo uma vez que estes foram operados em alturas diferentes apenas os 5
primeiros apresentam nesta altura 4 meses, dai que ndao sejam apresentados os resultados

correspondentes a todos os coelhos.
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Figura 8.11 — A) Imagem dos fémures na altura da radiografia, B) Radiografia dos fémures na posicdo frontal,
C) Radiografia dos fémures na posic¢ao lateral.
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Pelas ultimas radiografias é possivel observar claramente que o coelho 2 foi o que sofreu mais
alteracOes apresentando um grande calo 6sseo na cortical. Para além disto vé-se que o coelho 1 e 3
ja tém pouco material no interior, o que ndo acontece no caso do coelho 4 e 5.

Estas diferengas podem ser explicadas talvez devido a quantidade de material implandado
em cada fémur. Apesar dos esforcos para implantar sempre a mesma quantidade de CPC, a técnica
cirdrgica foi melhorando com a pratica, dai que no primeiro coelho a quantidade de CPC implantada

tenha sido menor, e no coelho 5 esta ja tenha sido maior (figura8.12).

Figura 8.12 — Radiografias dos primeiros 5 coelhos retiradas apds a cirurgia: A) coelho 1; B) coelho 2; C) coelho 3; D)
coelho 4; E) coelho 5.

E segundo Flautre e colaboradores [127], a quantidade de cimento implantada pode ter
muita influéncia. Estes verificaram que ao colocarem o mesmo cimento (estudado previamente em
coelhos) em ovelhas, por necessitarem de uma quantidade maior, este levou o triplo do tempo a ser

reabsorvido e a verificar-se osteointegracao.

8.5 Resisténcia mecanica

As possiveis consequéncias, em termos de resisténcia mecanica, foram medidas através de

um ensaio de flexdo em 3 pontos, semelhante ao descrito no ponto 3.2.
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Figura 8.13 — Esquema da montagem para testar a resisténcia dos fémures.

Devido ao fémur apresentar uma forma irregular, o que se mediu neste ensaio foi a forca
maxima, isto é, a resisténcia que o osso oferece antes de quebrar, comparando-se, caso a caso, o
fémur cimentado (fémur da pata direita) com o controlo (fémur da pata esquerda).

Os resultados estdo apresentados na tabela 8.2.

Tabela 8.2 — Resultados do ensaio de flexdo para medir a
resisténcia entre os fémures cimentados e os sem cimento.

\ For¢a maxima de flexao (kN)

Coelho \ Fémur cimentado controlo
1 12,2 9,74
2 31,45 10,62
3 15.28 13.68
4 16.43 13.28
5 15.28 14.46

Analisando os resultados verifica-se que em todos os casos a resisténcia aumentou e, no
coelho 2, que apresentava a partida as alteragdes mais evidentes, com um aumento da espessura da

cortical, a formacgdo de novo osso é tal que a resisténcia triplicou.

8.6 Inspeccao visual do osso

Apds os ensaios de flexdo, foi possivel uma primeira inspeccdo, apenas visual, ao conteldo

no interior do 0sso. As imagens obtidas estdo apresentadas nas figuras seguintes.
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Figura 8.14 — Fémur do coelho 1, 4 meses apds a implantagao o CPC.

Figura 8.15 — Fémur do coelho 2, 4 meses apds a implantag¢ao o CPC.

Figura 8.16 — Fémur do coelho 3, 4 meses apds a implantagdo o CPC.
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Figura 8.17 — Fémur do coelho 4, 4 meses apds a implantag¢ao o CPC.

Figura 8.18 — Fémur do coelho 5, 4 meses apds a implantac¢ao do CPC.

Através destas imagens verifica-se que nos 3 primeiros coelhos parece ter ocorrido formacao
de novo osso e que a quantidade de material no interior, é ja muito reduzida. Contudo, os ultimos
dois apresentam, tal como ja se tinha percebido pela andlise radiografica, uma maior quantidade de
material no interior, e pouco ou nenhum osso formado. Também nestes parece haver um halo (linha)
de separacgdo entre o cimento e o tecido dsseo, que é um sinal de que ndo houve integracdo déssea.
Para além disto em todos os casos se verifica que o material se encontra preto, e no caso do coelho
5, por ser o que se encontra mais denso, essa camada aparece apenas a volta do material. Isto
podera advir da citotoxicidade inicial do cimento que, quando entra em contacto com o sangue,
devido ao seu cardcter acido inicial, resultou em células mortas que ficaram agregadas ao CPC.
Contudo isto sdo apenas suposi¢cdes e para se ter a certeza serd necessdrio ter os resultados dos

exames histoldgico.

‘CERAMED 88



PRODUCAO DE CIMENTOS OSSEOS A BASE DE FOSFATO DE CALCIO | CARACTERIZACAO IN VIVO

8.7 Produto final

Apbs estes resultados recolheu-se uma amostra do material no interior do fémur do coelho
5, por ser o que continha maior quantidade, e realizou-se uma analise de drx para ver qual seria a sua

composicdo. O resultado é apresentado no difractograma da figura 8.19.
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Figura 8.19 — Difractograma de raio-x do CPC apds 4 meses de implantagdo (coelho 5), @- B-TCP.

Com base neste, verifica-se que ao fim de 4 meses a brushite ja foi toda reabsorvida e o
Unico material que se encontra na cavidade medular é apenas o B-TCP que tinhamos em excesso

desde o inicio da reacgao.

8.8 Analises histologicas.

As analises histolédgicas do osso ndo foram claras nem esclarecedoras como se esperava, em
parte devido a uma falha no procedimento. O que se passou foi que como ndo se adicionou nenhum
marcador de crescimento 6sseo, ndo foi possivel distinguir com certeza se o que se encontrava no
interior dos fémures dos coelhos era osso neoformado (0osso novo), ou osso antigo, pois ambos
coram da mesma forma. O que foi possivel confirmar é que a alta formacdo de osso no coelho 2,
visivel claramente a olho nu, adveio da inflamag3o pois este possuia uma osteomielite™. Nos ultimos
dois coelhos ndo se verifica qualquer formagdo de osso nem inflamac¢do. Em todos os casos, pelo que
foi possivel avaliar das laminas, também ndo se verificou sinais de necrose éssea em nenhum dos
casos.

Quanto a andlise dos 6rgdos ndo se verificou nenhuma anomalia, pelo que se verifica que

nao sofreram qualquer tipo de contaminagao pela aplicagdo do Cimento.

10 T . . ~ . , . ~ .
A osteomielite é uma inlfamacdo do tecido ésseo, que resulta frequentemente de infec¢cdo bacteriana.
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Com 2 ossos do mesmo coelho (2 radios) seguiu-se o mesmo procedimento utilizado na
cirurgia e aplicou-se exactamente o mesmo CPC (CPC3/R2). Fizeram-se dois orificios, limpou-se a
cavidade com agua destilada e em seguida preencheu-se a cavidade por completo com o CPC, desde

um orificio até ao outro (figura 9.1).

Figura 9.1 — Limpeza e preenchimento do osso do coelho para experiéncia in vitro.

Os ossos com o CPC foram colocados num recipiente com soro fisiolégico e mantidos a 37°
durante 24 e 42h. Em cada um destes periodos retirou-se um dos 0ssos e cortou-se 0 0sso por um

dos orificios de forma a verificar como se encontrava o material no seu interior.

Figura 9.2 — Aparelho utilizado no Figura 9.3 — CPC implantado no Figura 9.4 — CPC implantado
corte do osso com o CPC apds a sua osso ao fim de um dia imerso em no osso ao fim de dois dias
imersao em soro fisiolégico. soro fisiolégico e a 37°C. imerso em soro fisiolégico e a

Apds 24h verificou-se que o CPC se mantinha pastoso no interior do osso, e que ao fim de
48h este ja apresentava uma maior consisténcia, apesar de se mostrar muito fragil. Com estes
resultados decidimos quantificar a resisténcia a compressao produzindo novos provetes como
referido em 6.2.2, mas desta vez mergulhando-os em soro fisiolégico apds a sua remoc¢do dos

moldes. Os provetes foram mantidos em soro fisioldgico durante 6 dias e a 37°C.
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Tabela 9.1 — Resisténcia mecanica média do CPC3/R2 apés 6
dias em soro fisioldgico.

~ Resisténcia Maddulo
Razao

Composicao mecanica de weibull

L média (MPa) (m)

CPC3 R2 0,843 10,97

Figura 9.5 — Provetes de CPC3/R2 ap6s 6 dias em
soro fisiologico.

Ap0ds este periodo os provetes apresentaram uma resisténcia minima, que nao chegou nem a
1MPa, pelo médulo de weibull vemos que os resultados sdo fidveis. Para além da baixa resisténcia
também se verificou que estes se dissolveram um pouco, precipitando sob a forma de pequenos
flocos. Contudo também Grover e colaboradores [121], ao fazerem os mesmos testes in vitro a um
cimento de brushite verificaram que o tempo de envelhecimento tem um efeito consideravel na

porgcdo de massa perdida do cimento e que esta é superior a 2% passado 5 dias.

Os provetes utilizados no teste de compressao foram aproveitados e com estes efectuou-se

uma analise de FTIR para tentar perceber a razdo desta grande variagdo nos valores de resisténcia.
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Figura 9.6 — Resultados de FTIR do CPC3/R2 apds 6 dias em soro fisioldgico.

Nesta amostra verificou-se a presenca de dois picos de absorcdo a 1589 e 1402 cm™

correspondentes, respectivamente, a distensdo assimétrica e simétrica o grupo COO do carboxilato

de célcio (COOCa). A precipitagdo de brushite fazia antever que se encontrassem 5 picos
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caracteristicos em 3550, 3465, 3255, 3160 e 1640 cm™, correspondentes a banda OH, contudo a
inexisténcia de mais do que um pico no OH, demonstra que o precipitado deverd ser monetite
(DCPA) em vez de DCPD [128].

Para além destes os restantes picos do espectro a 1120, 1098, 1046, 945, 608 e 553 cm™ sdo
semelhantes aos encontrados nos espectros quer de hidroxiapatite, quer de B-TCP. No entanto,
enquanto a hidroxiapatite possui uma banda de vibragio do PO,” a 1097cm™, esta banda de
absorc3o aparece para o B-TCP em 1120cm™ [129]. De acordo com isto entdo podemos concluir que
estes picos se tratam da absorcao de B-TCP e também de alguma HA.

Outros estudos ja demonstraram que a brushite (DCPD) pode transformar-se em apatite,
durante os testes in vitro, quando o CPC é colocado em d4gua, soro fisiolégico, ou PBS. Hofmann e
colaboradores [128] num estudo de monitorizacao do endurecimento de um cimento de brushite por
FTIR, demonstraram que o simples facto de utilizar uma concentracdo mais elevada de &acido
carboxilico, no seu caso acido citrico, levou a precipitacdao de DCPA em vez de DCPD, quando imerso
em agua e que ao fim de 24h estes niveis j4 eram significantes. Estes referem ainda que a presenca
de DCPA na fase final do cimento reduz a resisténcia do material pelo aumento da porosidade.

Além disto, pensa-se que a presenga do carboxilato de calcio, como uma fase intermédia,
contribua igualmente para a diminuicdo das propriedades mecanicas, pela diminuicdo da
homogeneidade do cimento, dai que este CPC apresente uma resisténcia a compressdao muito fraca

qguando imerso em soro fisiolégico durante alguns dias.
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Os objectivos fundamentais deste trabalho consistiram na caracterizacdo de uma nova
formulag¢do de um CPC, assim como a compreensao do efeito que este pode ter na reparacdo dssea.

Os ensaios de compressdo e flexdao permitiram a caracterizagcdo da resisténcia mecanica.
Observou-se que esta varia consoante a razdo L/S e igualmente com a concentracdo de agente
estruturante. Obteve-se um maximo de 9MPa de resisténcia a compressdo, e 6MPa de resisténcia a
flexdo, ambas correspondentes ao CPC3 com a razdo R3. Assim confirmou-se pelos resultados o que
se esperava obter teoricamente, isto é, que uma razdo L/S menor proporciona maior resisténcia
mecanica, quer em compressao quer em flexdao. Por outro lado verificou-se que a quantidade ideal
de agente estruturante, das quantidades testadas, é 5% (CPC3), pois é a formula¢do que permite
obter uma maior resisténcia mecanica para qualquer razdo L/S.

Estes dois factores, razdo L/S e concentracdo de agente estruturante, também condicionam
o tempo de presa e injectabilidade. Assim para o CPC3, uma razdo L/S de 0,5 (R3) pode levar a um
rapido endurecimento (3*1min). Tdo rdpido que ndo permite a sua utilizagdo numa seringa, ndo
inviabilizando a sua utilizacdo directa, podendo ser moldado e rapidamente aplicado no defeito
dsseo por meio de uma espatula, ou pelos dedos do prdprio cirurgido, desde que a quantidade
necessaria ndo seja muito elevada, mas apenas 1 a 2 ml. Caso seja necessdario uma grande
quantidade, pode acontecer que o CPC endureca antes da total colocagdo, por ser um processo mais
moroso. No entanto para a utilizagdo de técnicas menos invasivas, deve escolher-se a razdo R2, de
0,75, pois esta confere mais tempo para se efectuar a transferéncia da pasta para a seringa, e
proceder-se a sua aplicagdo sem que esta oferega grande resisténcia ao sair da seringa.

Pelas andlises de DRX verificou-se que ao fim de um dia, apesar da grande quantidade de B-
TCP, observa-se igualmente formag¢do de brushite. Ao fim de 3 semanas, este ndo sofre grande
diferenga e o B-TCP permanece em quantidade superior a brushite formada, o que sugere que a
quantidade de acido, sé por si, ndo é suficiente para reagir com todo o B-TCP utilizado. Por outro
lado, quando se colocou CPC em soro fisiolégico durante 6 dias, verificou-se que a brushite deu
origem a monetite e também a alguma HA. A presenca de monetite, como produto intermédio, deve
ser a responsavel pela diminuicdo da resisténcia mecanica deste cimento.

Em relacdo a citotoxicidade verificou-se que todos os casos apresentam inicialmente uma
viabilidade muito reduzida e que esta devera estar directamente relacionada com o pH do CPC.
Observou-se que neste o pH varia com o tempo, sendo bastante acido no inicio mas aproximando-se
do pH fisiolégico a medida que o tempo passa e a reaccdo estabiliza. Apds 4 dias apenas, a
viabilidade ja é mais elevada e, se estiver em contacto com fluidos, o pH devera subir mais

rapidamente.
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Para melhor avaliar a citotoxicidade do material, e ndo excluir a partida o uso deste material
como substituto dsseo, analisou-se o comportamento in vivo, com o intuito de avaliar a sua
biocompatibilidade e o efeito do CPC no crescimento de novo tecido dsseo.

Uma vez que foi feito o acompanhamento radiografico ao longo do tempo, ao fim de 3 meses
verificou-se que o coelho 2 apresentava uma alteragdo no fémur, uma hipertrofia da cortical, o que
significa que houve resposta do osso. Contudo, os restantes permaneceram sem alteragdes
evidentes e, ao fim de 4 meses esta continuou a ser, em relagdo aos restantes 4 casos (possiveis de
avaliar no momento), a principal mudanca. Pelas radiografias foi possivel verificar igualmente que no
final o coelho 5,4 e 2 sdo os que possuem mais quantidade de material no seu interior, contudo isso
pode estar relacionado igualmente com a quantidade de material que implantado inicialmente. No
coelho 1 e dois parece haver igualmente um pequeno aumento de densidade na cortical, o que
podera significar que houve osteointegracao.

Pela resisténcia mecanica, tem todos os casos se verificou um aumento da resisténcia, que é
mais evidente no coelho 2. Este também é a partida o que parece ter uma maior quantidade de osso
formado, dai que ndo seja de estranhar que a resisténcia tenha triplicado, passando de 10,62 para
31,45kN.

A inspeccdo visual dos varios ossos apés o ensaio de flexdao, veio confirmar os pressupostos
retirados pelas radiografias. Assim verifica-se efectivamente que os coelhos 1, 2 e 3 sdo os que
parecem conter alguma quantidade de osso formado, enquanto que os coelhos 4 e 5 apresentam
pouco ou nenhum osso novo pelo que se podera dizer que ndao houve integracdo dssea. Para além
disto, em todos os casos parece existir necrose (o material encontra-se preto), que podera ter
resultado da reacgao inicial logo apds a colocagdo do CPC por este ser inicialmente acido.

As andlises histoldgicas ndo nos disseram muito mais, no entanto, verificou-se que nao
existia sinais de necrose, e que o material é biocompativel. Ao mesmo tempo verificou-se que a alta
ossificacdo do coelho 2 resultou de uma resposta do osso a uma reacgao de inflamagao que resultou
numa osteomielite. Quanto a andlise efectuada nos diferentes drgaos ndo se verificou qualquer
alteracdo, pelo que também ndo houve qualquer lesdao ou contaminagdo provocada pela aplicagdo

do CPC.

Os resultados obtidos in vivo ndo sdo muito conclusivos, pois as analises histoldgicas ndo nos
permitiram dizer com certeza que houve osteointegracdo, e também nao se verificou um padrao
entre os 5 casos. O facto de a integragdo ocorrer mais ou menos depressa podera ter a ver com a
quantidade de cimento implantada inicialmente, contudo essa variacdo podera ndo ser tdo
significativa ao ponto de provocar tal efeito. Por outro lado, e talvez o mais correcto, é que o local e

tipo de procedimento cirdrgico poderd ndo ter sido o melhor, pois é mais dificil que ocorra uma
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ligacdo entre o osso cortical (osso compacto') e a cavidade medular, do que de uma simples lesdo
(um furo para preenchimento) na epifise’” do osso (que contém osso esponjoso™). Além disto o
estudo foi feito tendo por base apenas 5 coelhos que soé por si podem reagir de maneira diferente ao
produto.

Ao fim dos 4 meses, verificou-se ainda que a brushite inicialmente formada foi totalmente
reabsorvida, e que o produto que resta no interior dos fémures é apenas o B-TCP que tinhamos em

excesso desde o inicio da reacgao.

Da experiéncia que se fez para simular a aplicacdo do cimento em vertebroplastia, verificou-
se que em todas as formulacées houve um aumento da resisténcia a compressdo. Contudo, nesta
aplicacdo o cimento encontra-se numa situacdo em que é sujeito a grande carga, e uma vez que as
cargas sao aplicadas logo apds a colocacdo do cimento, é essencial que o CPC atinja rapidamente

altas propriedades mecanicas, acima dos 30MPa, o que ndo é possivel para ja com esta formulacdo.

Tal como foi referido no inicio do capitulo 2 (tabela 2.2), existem iniUmeros factores capazes
de alterar as propriedades do CPC, quer na fase liquida, quer na fase sélida, quer na prépria mistura
ou condi¢des do meio, e com o qual se pode jogar até se atingir um produto 6ptimo. Esta foi a
primeira tentativa de um produto que parece promissor, mas que no entanto devera sofrer algumas
alteracOes até que se possa dizer que é um produto de exceléncia, e que ndo comprometa a partida
a seguranca dos pacientes.

Desta forma como sugestdes a para uma melhoria do produto foco dois objectivos
essenciais: A melhoria da resisténcia mecanica, e a diminui¢do da citotoxicidade inicial.

A solugdo para estes dois problemas podera passar simplesmente pelo facto de se conseguir
obter um cimento de apatite em vez de brushite, uma vez que a apatite por si sé é mais resistente, e
também se forma a pH superior (superior a 6). Para este facto ha igualmente inUmeros casos que
podem ser tentados. Poder-se-a, por exemplo, diminuir a quantidade de acido (mas af ficaria ainda
mais B-TCP por reagir), ou adicionar uma base que aumente o pH. A adigdo de mais um fosfato de
calcio a fase sdlida que seja mais bdsico, tal como o TTCP, podera ser uma boa op¢do. Outra opc¢do
podera passar por se utilizar a-TCP em vez de B-TCP que, para além de ser mais reactivo, é mais
soltvel, e o seu pH de equilibrio com a brushite é mais elevado, o que significa que mesmo que se

forme brushite a reaccao ficard completa a um pH mais elevado.

"0 osso compacto é osso denso com poucos espacos internos; forma a diafise e cobre o 0sso esponjoso as
epifises.

2 As epifises correspondem as extremidades dos ossos longos

0 0550 e5poN;joso é 0S50 COm Muitos espacos pequenos; encontra-se nas epifises disposto em trabéculas.
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Além disto, uma vez que se tratam de cerdmicos, a resisténcia mecanica estd sempre
relacionada com a porosidade e coesdo do CPC. Assim, para se aumentar a resisténcia poder-se-a
aumentar a concentragdo de agente coesivo, contudo este processo ird alterar o tempo de presa e
podera deixar o CPC demasiado pastoso diminuindo a injectabilidade.

De qualquer forma, ndo sé esta ultima mas qualquer modificacdo que se faca, deverd ter
sempre consequéncias, quer na resisténcia mecanica, quer no setting time, quer na injectabilidade e
que serd necessario quantificar. Em funcdo dos novos resultados, e porque cada caso é um caso,
devera ser necessario efectuar-se um novo ajuste da razdo L/S, e no caso de se utilizar outro fosfato

de célcio, optimizar a quantidade de material a utilizar de cada um.

Para melhor avaliar a osteointegracao sugiro também vdrias alteracdes relativamente ao que
foi efectuado neste estudo:

— O local da cirurgia deve ser alterado optando-se por efectuar a cirurgia na epifise e,
deste modo, poder-se-a confirmar se esse foi o factor que afectou a osteointegracdo neste
primeiro estudo.

— Devera utilizar-se um coelho unicamente para controlo, provocando-lhe a mesma
lesdo, em vez de se comparar apenas com o outro fémur.

— Deverao utilizar-se diferentes marcadores de crescimento dsseo para melhor avaliar
os resultados histoldgicos. Cada marcador deve ser administrado em alturas diferentes do
estudo, como no inicio, meio e fim para que desta forma se possa observar, numa mesma
imagem, os diferentes estagios do desenvolvimento dsseo.

— Para além disto, poder-se-3o repetir os testes in vivo utilizando igualmente para
controlo um outro CPC, que devera ser de apatite durante um periodo maximo de 6 meses e
avaliagdes periodicas de 2 em 2 meses. Permitindo assim uma comparagao do tempo de

reabsorcdo e da quantidade de osso formado comparativamente a outro produto ja existente.
A optimizacdo de um produto ndo é um processo facil, nem rapido, principalmente num caso

como este onde as varidveis sdo mais que muitas, no entanto com esforco e dedicagdo acho que a

seu tempo se chegara a bom porto.
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Registo Experimental

Exp.
Vertebroplastia
LOCAL DA PRE-LESAO:
45° %
Vértebra Cervical
i 60° %‘)

Vértebra Dorsal

Vértebra Lombar

OBSERVACOES:
1/2
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N.2 de vértebras:
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Peso antes da vertebroplastia:

Peso apos vertebroplastia:

Cimento utilizado:

N.2 de vértebras:
Designagao:

Peso antes da vertebroplastia:

Peso apds vertebroplastia:

Cimento utilizado:

N.2 de vértebras:
Designagao:

Peso antes da vertebroplastia:

Peso apds vertebroplastia:

Cimento utilizado:

N.2 de vértebras:
Designagao:

Peso antes da vertebroplastia:

Peso apods vertebroplastia:

Cimento utilizado:

OBSERVACOES:

Data:
O Responsavel:

2/2
‘CERAMED 107



PRODUCAO DE CIMENTOS OSSEOS A BASE DE FOSFATO DE CALCIO | ANEXOS

Registo Experimental

Biocompatibilidade
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Exp....
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N.2 de coelhos:
Designagao:
Local da pré-lesao:
Quantidade de cimento injectado:
Cimento utilizado:

N.2 de coelhos:
Designagao:

Local da pré-lesao:
Quantidade de cimento injectado:
Cimento utilizado:

N.2 de coelhos:

Designagao:

Local da pré-lesao:

Quantidade de cimento injectado:

Cimento utilizado:

N.2 de coelhos:

Designagao:

Local da pré-lesao:

Quantidade de cimento injectado:

Cimento utilizado:

OBSERVACOES:

Data:
O Responsavel:
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