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Resumo 

 

O interesse dos grupos científicos e de investigação, pela área de engenharia de 

tecidos e medicina regenerativa, subiu em resposta ao presente incremento do investi-

mento nesta área. A presente dissertação visa o desenvolvimento de um substituto ós-

seo, que constitua uma opção viável aos métodos clínicos estabelecidos de utilização de 

enxertos. Dentro dos cimentos de fosfato de cálcio, que apresentam excelentes resulta-

dos em termos de biocompatibilidade, bioatividade, osteocondutividade e na sua capa-

cidade osteogénica, a brushite apresenta-se como material de eleição, uma vez que me-

lhor se coaduna com o ritmo de formação de novo osso. 

Assim sendo, o que se propõe neste estudo, é a produção de uma réplica invertida 

de cristal coloidal (ICC) à base de brushite, que funcione como scaffold e promova a 

regeneração óssea. Os cristais coloidais foram obtidos pela produção de microesferas de 

poliestireno e consequente enformação. Os melhores resultados na produção dos ICC’s 

foram obtidos, com a impregnação de cimentos de brushite aditivados com glicerol a 

7.5% p/p. Também, rácios de líquido-sólido de 0.35 ml/g promovem melhores resulta-

dos. A presença de beta-fosfato tricálcico não reagido foi detetada por DRX, e expectá-

vel de acordo com a formulação do cimento, intencionalmente não equimolar, funcio-

nando este como reforço da brushite. Os ICC’s de brushite apresentam um módulo de 

Young médio de aproximadamente 2 MPa, e uma tensão de colapso de 215kPa. Estes 

valores aproximam-se aos valores previstos pelo modelo matemático de Gibson-Ashby 

para espumas de deformação plástica com células abertas. Os ensaios celulares demons-

traram a inexistência de comportamento citotóxico, para concentrações de extrato de 27 

mg/ml. A taxa de adesão celular aos ICC’s é de 50%. A proliferação celular nos ICC’s 

apresenta valores de 259%, para uma para uma avaliação ao longo de um período de 13 

dias 

Palavras-chave: engenharia de tecidos, réplicas invertidas de cristais coloidais, 

brushite, scaffold. 
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Abstract 

 

The interest of the scientific and investigation teams, towards the tissue engineer-

ing and regenerative medicine, is rising in response to the nowadays increasing invest-

ments. The present thesis looks for the development of a bone filler, which could pro-

vide a viable option to the established clinic methods using grafts. Among the calcium 

phosphate, which have excellent results in terms of biocompatibility, bioactivity, oste-

oconductivity and osteogenic capability, the brushite shows up as the optimal choice, 

since it better syncs with the times of native bone formation. 

Therefore, this study proposes the production of an inverted colloidal crystal, 

ICC, from brushite, which works as a scaffold and promote bone regeneration. The col-

loidal crystals were created through the assembling of polystyrene microspheres. The 

best result, to produce the ICC scaffold, was obtained for brushite cements with glycerol 

at 7.5% wt. Also, liquid-powder ratios of 0.35 ml/g result in better ICC’s scaffolds. The 

presence of unreacted beta tricalcium phosphate was detected through DRX, since the 

formulation of the cement is intentionally not equimolar, behaving this as a reinforce-

ment. The ICC’s scaffolds have an Young module of about 2 MPa, and a collapse stress 

of 215 kPa. These values meet the ones obtained throuth the Gibson-Ashby mathemati-

cal model, for foams with plastic deformation and open cells. The cellular tests prove 

that the ICC’s don’t exhibit a cytotoxic behavior, for a 27 g/ml extract. The cellular ad-

hesion is of about 50%. The cellular proliferation in the ICC’s has values of 259%, for a 

13 days period test. 

Keywords: tissue engineering, inverted colloidal crystal, brushite, scaffold. 
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1 Introdução 

A viragem de século propulsionou uma maré crescente no investimento e interes-

se dos grupos científicos e de investigação, direcionados à Engenharia de Tecidos e 

Medicina Regenerativa, agora que a ideia de recuperar tecidos lesados deixou de ser do 

domínio exclusivo dos argumentos de ficção científica, mas sim cada vez mais uma rea-

lidade atual.  

Esta dissertação direciona o seu foco à regeneração de tecido ósseo. A fim de via-

bilizar este objectivo, serão estudados scaffolds produzidos a partir de réplicas inverti-

das de cristais coloidais (ICC, do inglês Inverted Colloidal Crystals) à base de cimentos 

de brushite.  

O uso de enxertos é o procedimento base no tratamento de tecidos ósseos lesados. 

Estima-se que são executados cerca de 500.000 procedimentos de enxertos ósseos, anu-

almente, apenas nos Estados Unidos, e movem um volume de negócio de cerca de 2.500 

milhões de dólares. Clinicamente, o processo mais explorado, é o recurso a autoenxertos 

(58% dos casos). Porém este método tem limitações e consequências óbvias, tais como, 

a limitação na quantidade de tecido ósseo que pode ser recolhido do próprio, a sua mor-

bilidade, bem como a necessidade de intervenções clínicas complementares, que irão 

estender o período de recuperação do paciente. A segunda hipótese passa pela utilização 

de enxertos de doadores (34% dos casos), mas também este procedimento sofre de limi-

tações importantes, como a disponibilidade de doadores, a transmissão de doenças, e 

mais importante, o risco de rejeição. [1] – [3]  

Devido a estas limitações, atualmente existe uma grande procura de materiais sin-

téticos “bone-like” [2]. Para isso é necessária a utilização de biomateriais, devido às 

suas propriedades intrínsecas de biocompatibilidade, biodegradação e, sobretudo para 

este processo, a sua bioatividade, que funcionem também como elemento estrutural. Os 

cimentos de fosfato cálcico (calcium phosphate cements, CPC), são uma família de bio-

cerâmicos que têm ganho a aprovação da comunidade científica e médica para utiliza-

ção como material base de scaffolds para enxertos ósseos. Isto deve-se à similaridade 

química destes com a componente mineral do osso. Os CPC, mais do que as caracterís-

ticas inerentes dos biomateriais, possuem ainda a seu favor os baixos custos das maté-

rias-primas, fácil disponibilidade, mas acima de tudo, propriedades osteocondutoras e 



2 

osteoindutoras, que fazem desta família de materiais a solução mais favorável como ma-

terial base de enxertos ósseos [3].  

Dentro da família dos CPC a brushite destaca-se como material de interesse para a 

aplicação em regeneração óssea. Esta é favorecida devido à sua taxa de absorção supe-

rior, in-vivo, comparativamente à hidroxiapatite (HAp), outro material de excelência em 

aplicações biomédicas, da mesma família de CPC. Estudos in-vivo demonstraram que a 

hidroxiapatite permite a criação de uma região superficial de ligação com o osso, en-

quanto que para a brushite verifica-se a presença de uma interface de cerca de 400 μm, 

entre o material e o osso, resultante da reabsorção da brushite em sincronia com o cres-

cimento de osso novo [4], [5]. Azama et al. [2] no seu estudo, foi mais longe na busca 

de métodos para aumentar a bioactividade brushite, através da dopagem de iões de 

magnésio, no cimento de brushite, que afirma ter resultado no aumento da proliferação 

de osteoblastos, e consequentemente, no incremento da formação de novo osso.  A 

brushite foi descoberta por Mirtchi e Lemaître em 1989, é também conhecida como fos-

fato di-cálcico di-hidratado (dicalcium phosphate dihydritate, DCPD) e é um mineral 

ósseo de rácio Ca/P unitário e composição CaHPO4.2H2O, que possuí uma forma desi-

dratada designada de monetite (CaHPO4).  

O método de produção da brushite passa pela mistura mecânica de uma fase sóli-

da e uma fase aquosa, de pH inferior a 4,2 uma vez que para meios mais básicos se in-

duz a formação de HAp [5], [6]. A fase sólida é comummente constituída por uma mis-

tura de CPC’s, neste caso um sistema equimolar de β-TCP (β-tricalcium phosphate) e 

MCPM (monocalcium phosphate monohydrate) que é posteriormente adicionada à fase 

aquosa. Abaixo está descrita a reação química, que resulta na formação da brushite, on-

de a equação 4 representa a reação global e pode ser decomposta nas equações 1, 2, 3.  

Ca(H2PO4)2. H2O →  Ca2+ +  2H2PO4
−  +  H2O    (1) 

β −  Ca3(PO4)2  +  4H+  →  3 Ca2+  +  2H2PO4
−     (2)  

Ca2+  +  H2PO4
−  +  2H2O →  CaHPO4. 2H2O +  H+   (3)  

β −  Ca3(PO4)2  +  Ca(H2PO4)2. H2O +  7H2O →  4CaHPO4. 2H2O (4)  

A reação entre as duas fases é exotérmica e leva à formação de um cimento, cujo 

período de endurecimento é extremamente curto, normalmente no intervalo dos 30 – 

60s. A fase aquosa pode ser constituída apenas por água, mas na maioria dos casos, tra-

ta-se de uma solução de sais retardantes, comummente pirofosfatos de cálcio, pirofosfa-

tos de sódio ou ácido pirofosfórico. A adição dos sais promove a retardação do cresci-

mento dos grãos cristalinos, que permite um maior fator de empacotamento dos cristais 

do cimento, que de outra forma seria diminuta, devido à velocidade de endurecimento. 
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Por outro lado, também induz grão de menor tamanho, o que em conjunto com o maior 

empacotamento cristalino leva ao incremento das propriedades mecânicas do cimento 

[4] – [9]. Outro fator a controlar é a razão entre a fase sólida e a fase aquosa. Uma vez 

que a água da mistura é incorporada na estrutura da brushite, a quantidade fornecida à 

reação torna-se revelante, e nunca deve ser um reagente limitante, embora a variação 

das razões de líquido-sólido (L/S) influenciem as propriedades mecânicas dos cimentos 

resultantes [9].  

No meio clínico, os cimentos de brushite são normalmente produzidos in-situ, e 

usados como cimentos injetáveis, utilizados, sobretudo no preenchimento de fendas ou 

defeitos ósseos, normalmente da região facial ou outras áreas que não sofram intensa 

solicitação mecânica, devido às fracas propriedades mecânicas dos cimentos. Porém, em 

certas situações, o tempo de endurecimento é uma limitação que impede a utilização 

deste método por parte dos cirurgiões in-situ [5], [8]. Existem alguns tempos caracterís-

ticos do endurecimento do cimento que, clinicamente, podem servir como parâmetros 

que avaliam a viabilidade da aplicação do cimento in-situ. O tempo de início de presa 

representa o intervalo entre o momento em que a mistura do cimento é realizada e o ci-

mento apresenta características de maneabilidade sem aderência, o que fisicamente re-

presenta o aumento da viscosidade. Clinicamente procura-se que este tempo se adeque à 

extensão do procedimento cirúrgico, de forma a não comprometer o seu escoamento no 

interior da seringa e através da agulha. É durante este intervalo que o cimento apresenta 

as condições ótimas para ser trabalhado pelo clínico. Contudo existe outro tempo relaci-

onado com o comportamento do cimento in-vivo, denomina-se de tempo que coesão e 

representa o tempo necessário para que o cimento adquira a propriedades mecânicas e 

químicas para que não se desintegre quando exposto a meios aquosos, tais como os 

existentes no organismo humano. Para a manipulação do cimento deve existir uma jane-

la de oportunidade de no mínimo 1 minuto entre o início do tempo de coesão e o tempo 

inicial de presa, para que o clínico possa aplicar e moldar o cimento sem que este sem 

degrade ou obstrua a seringa. Finalmente segue-se o tempo final de presa que representa 

o tempo necessário ao cimento para obter as propriedades que lhe permitam resistir a 

uma determinada tensão. Em termos clínicos este tempo representa o momento em que 

a incisão pode ser fechada, e procura-se que este não se extenda mais que o estritamente 

necessário. Para este fim de utilização, o recurso a retardantes e o estudo da influência 

que estes têm nos tempos característicos de cada sistema de cimento específico, apre-

senta-se como um fator de suma importância [10]. Contudo esta dissertação visa a utili-

zação dos cimentos de brushite na produção de scaffolds tridimensionais, a partir de 

ICC’s, que como será explanado, excluí muitas das limitações do método de preparação 

e aplicação in-situ.  
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Os ICC’s representam uma nova forma de scaffold tridimensional, usados em 

procedimentos de culturas celulares, onde funcionam como suporte estrutural e biológi-

co do crescimento celular. Os scaffolds tridimensionais possuem a vantagem de dispo-

nibilizar maiores áreas superficiais necessárias para os processos de adesão e prolifera-

ção celular. Porém, o que destaca este novo tipo de estrutura é o seu elevado nível de 

organização, que é preservada em dimensões significativas. Estas estruturas altamente 

organizadas e interconectadas favorecem os processos de migração celular, aliado à 

simplicidade das técnicas de produção. Além disso, esta técnica permite um controlo 

alargado de importantes parâmetros do scaffold, tais como a dimensão dos poros conec-

tores dos alvéolos, assim como a própria dimensão destes, resultando numa elevada re-

produtibilidade do processo. O controlo destes parâmetros permite um melhorado pro-

cesso de otimização das interações célula-célula e célula-scaffold [11] – [15].  

O primeiro passo da produção do ICC passa pela produção das microesferas po-

liméricas. Kotov et al. [16], [17] recorre a microesferas de poliestireno para a produção 

do cristal coloidal (CC), enquanto que Lee et al. [13] utiliza a poliacrilamida. A dimen-

são dos alvéolos pode ser diretamente controlada pela dimensão das esferas, mas para o 

fim de cultura celular estas apresentam habitualmente dimensões de poucas centenas de 

micrómetros. Os métodos de produção das microesferas poliméricas são variados, de 

onde se destacam: emulsão, separação de fases, “spray drying” e sol-gel. A promoção 

da auto-organização destas também pode ser alcançada por meio de vários procedimen-

tos que muitas vezes estão relacionados ao método de produção e dos quais se desta-

cam: sedimentação, centrifugação, evaporação controlada, deposição em molde e eletro-

forese [11]. As microesferas dispõem-se no arranjo de menor energia, e desta forma or-

ganizam-se numa estrutura hexagonal compacta. Nesta estrutura cada microesfera en-

contra-se em contacto direto com doze outras microesferas. É este empacotamento que 

proporciona aos ICC’s uma estrutura altamente interconectada [11], [12], [15]. A estru-

tura resultante, como referido anteriormente, denomina-se de CC.  

Através de um processo de recozimento é promovida a coesão da estrutura do CC. 

Porém este passo tem maiores propósitos do que apenas incrementar a coesão mecânica 

da estrutura. É nesta fase que é definida a dimensão dos poros conectores do ICC. A 

dimensão dos poros possui forte influência na migração celular e do transporte de nutri-

entes no interior do scaffold. Atingir as condições ideais para estes comportamentos 

ainda é o ponto fraco de muitas outras técnicas de produção de scaffolds. Porém as téc-

nicas de produção do CC permitem um controlo bastante alargado da dimensão dos po-

ros, através do controlo da temperatura e tempo de recozimento [11], [13], [17].  
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Uma vez obtida a estrutura final do CC, são apenas necessários os passos de im-

pregnação do biomaterial e remoção das microesferas para a obtenção do ICC [11]. O 

processo de impregnação passa somente pelo preenchimento dos espaços vazios entre as 

microesferas, no caso deste estudo, pelo cimento de brushite. É neste passo que as ca-

racterísticas de produção de cimentos de brushite e a enformação de ICC’s se combinam 

de forma favorável. O cimento de brushite sofre um endurecimento rápido e autónomo, 

não tornando necessário procedimento complementar. Assim os curtos tempos de endu-

recimento do cimento de brushite, transfiguram-se em vantagens quando aplicados ao 

processo de produção de ICC’s. Ao contrário de todas as restrições que se observam 

para a aplicação direta do cimento de brushite in-situ, muitas perdem significado quan-

do transposta para a produção de ICC’s. Uma vez que o ICC só é aplicado in-vivo após 

se encontrar totalmente solidificado. Tendo isto em conta, o único requisito que é neces-

sário providenciar é que, desde o momento que a mistura é executada e até ao fim do 

tempo de presa, seja realizada por completo a impregnação da estrutura de CC. Após o 

endurecimento do cimento de brushite as microesferas são finalmente removidas por 

dissolução em solvente ou por degradação térmica do polímero, após o qual o ICC fica 

pronto. Além de altamente conectada, os ICC’s usufruem de uma microestruturação, 

que permite o estudo sistemático de estudos celulares in-vitro, referentes ao transporte 

de nutrientes e metabolitos, absorção e adsorção de nutrientes, interações célula-célula e 

célula-matriz, entre outros. Desta forma é possível estudar respostas celulares aos 

scaffolds de forma significativa e quantitativa [14]. 

Considerando o conjunto das características dos dois processos, pode se concluir 

que a conjugação das duas técnicas se apresenta como uma solução promissora, para a 

produção de um scaffold para a regeneração óssea. As espumas à base de cimento de 

brushite com estrutura de ICC’s fornecem um scaffold tridimensional, que apresentam 

uma elevada área superficial, mas que são principalmente inovadores no nível de orga-

nização e interconectividade que disponibilizam, e que utilizam a brushite como ele-

mento osteoindutor e osteocondutor que se coaduna com os tempos de formação de osso 

novo. 
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2 Materiais e Métodos 

2.1 Materiais 

O processo de produção das microesferas foi realizado por recurso a métodos de 

microfluídica, no qual é usado polivinil álcool (PVA, Mw = 95,000, Acros Organics, 

95%) como componente da fase contínua e poliestireno (PS, Mw = 350,000, Aldrich), 

em diclorometano (Sigma-Adlrich, ≥99,9%), como componente da fase descontínua. 

Na produção do cimento, são usados o MCPM (Sigma-Aldrich, ≥85%) e β-TCP 

(Sigma-Aldrich, ≥96%) como precursores de Brushite. Além destes, pirofosfato de só-

dio (sodium pyrophosphate, SPP) (Sigma-Aldrich), ácido cítrico (Sigma-Aldrich, 99%) 

e ácido sulfúrico (Sigma-Aldrich, 95-97%) são usados como retardantes da reação. O 

glicerol (Sigma-Aldrich, ≥99%) foi adicionado para reduzir a viscosidade [19]. 

2.2 Produção das Réplicas Invertidas de Cristais Coloidais 

O processo de produção dos ICC’s de brushite pode ser resumido, pelo os seguin-

tes passos, ilustrados abaixo:  

 

Figura 2.1 - 1) Produção das microesferas; 2) Enformação da estrutura do CC; 3) Impreg-

nação dos CC com cimento de brushite; 4) ICC de brushite, adaptado de João et. al [18]. 
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Em suma o processo de produção pode ser dividido em 3 etapas. Primeiro, a esfe-

ras são produzidas num sistema de microfluídica, de seguida é promovida a enformação 

destas em estruturas de CC’s, e por fim estes são impregnados pelo cimento de brushite, 

resultando na obtenção dos ICC’s de brushite após a remoção das microesferas. Os de-

talhes sobre os procedimentos aplicados encontram-se no anexo I. 

2.3 Processos para a otimização de parâmetros de produção 

dos ICC’s 

A fim de determinar os parâmetros ótimos para a produção de ICC’s de brushite, 

um conjunto de ensaios foi realizado. Começou-se pela inspeção das microesferas de PS 

obtidas sob microscopia ótica, de forma a avaliar as dimensões e morfologia destas. Os 

seguintes ensaios visam a determinação das características do endurecimento do cimen-

to, deforma a avaliar quais parâmetros oferecem as melhores condições para a impreg-

nação dos ICC’s. Para isso foram realizados ensaios em composições de cimentos dos 

quais foram variados valores dos parâmetros de rácio liquído-sólido e percentagem de 

glicerol. Foi retirado os tempos de presa característicos de cada amostra. De seguida um 

ensaio reológico, onde foram retirados valores de viscosidade dos cimentos em função 

do tempo. Por fim a avaliação da morfologia dos ICC’s através de SEM. Os detalhes 

das metodologias usadas encontram-se no anexo II. 

2.4 Ensaios de caracterização estrutural e mecânica e ensaios 

in-vitro 

Após selecionado o conjunto de parâmetros ótimos, amostras produzidas segundo 

este foram sujeitas a diversos ensaios de caracterização. O objetivo é a análise das pro-

priedades intrínsecas destas, de forma a avaliar se estas se ajustam aos requisitos exigi-

dos pelas suas aplicações. Foram analisadas as fases cristalográficas presentes através 

de difração de raios-X. Procedeu-se também a ensaios de compressão mecânica para 

avaliar a propriedades mecânicas destes. E finalmente, foram executados ensaios de ci-

totoxicidade. Os detalhes das metodologias usadas encontram-se anexo III e anexo IV. 
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3 Análise e Discussão de Resultados 

3.1 Otimização de parâmetros 

3.1.1 Morfologia e dimensão das microesferas de poliestireno 

A morfologia e a dimensão das microesferas de PS são características fundamen-

tais na produção de CC’s viáveis, e consequentemente ICC’s. As esferas de PS devem 

apresentar uma forma esférica e uma pequena dispersão de diâmetros. Apenas esferas 

possibilitam a produção de arranjos cristalográficos sem defeitos, neste caso concreto, 

uma estrutura hexagonal compacta. Por outro lado, também a dimensão das esferas deve 

possuir o menor desvio possível. Isso porque esferas deformadas ou de tamanhos dis-

persos promovem defeitos no arranjo, tais como a inexistência de pontos de contacto 

entre esferas vizinhas. A dimensão das esferas também é diretamente responsável pela 

adequabilidade dos ICC’s para a aplicação como scaffolds para a regeneração, na qual 

as cavidades deixadas por estas no ICC’s devem possuir um tamanho adequado à infil-

tração por osteoblastos. Para isso os parâmetros do sistema de produção das esferas fo-

ram selecionados visando a obtenção de esferas de dimensões de aproximadamente 320 

µm. Os parâmetros usados estão descritos no anexo I. A seleção de parâmetros foi ali-

cerçada no estudo reportado por João et. al [18]. 

 

Figura 3.1 - Microesferas de PS produzidas por microfluídica. 
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Para avaliar estas características, diferentes amostras de esferas foram recolhidas e 

observadas sob microscopia ótica. Dos dados recolhidos foi possível avaliar a forma das 

esferas, mas sobretudo retirar dimensões usadas no cálculo do tamanho médio e do des-

vio padrão.  

 

Média [µm] Desvio Padrão [µm] Variação [%] 

342 6 1.8 

Tabela 3.1 - Valores característicos das amostras de microesferas de PS analisadas por mi-

croscopia ótica. 

Portanto as esferas obtidas possuem dimensões de (342± 6) µm. Isso representa 

um desvio de cerca de 6% do valor alvo, porém não compromete a viabilidade das 

amostras. Além disso verifica-se uma variação de 1.8% o que representa um valor para 

o qual é aceitável considerar a amostra monodispersa.  

 

Figura 3.2 - Deformações nas esferas de PS produzidas por sistema de microfluídica. 

Em termos da morfologia das esferas de PS, foi possível observar pontualmente 

esferas deformadas, com um ligeiro achatamento. Dado que a quantidade de esferas que 

apresentavam este defeito foi diminuta, não se verificou qualquer influência na organi-

zação da estrutura final. 
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Pôde-se verificar, numa análise posterior por SEM, que as esferas se empacota-

ram, no CC, numa estrutura hexagonal compacta. Porém, encontram-se destacados na 

imagem alguns defeitos pontuais resultantes de ausência de contacto de uma esfera com 

a totalidade das esferas vizinhas, provocado maioritariamente por oscilações nos diâme-

tros das esferas. Assim como a presença de lacunas, consequentes da incapacidade desta 

de alocar uma esfera de dimensões médias, sendo uma vez mais resultado das variações 

nos tamanhos das esferas. Contudo, efeitos deste tipo são difíceis de evitar mesmo após 

peneiração das esferas produzidas. 

 

Figura 3.3 - Cristal coloidal de microesferas de PS. 

3.1.2 Tempo de presa 

A avaliação do tempo de presa é um fator essencial para o sucesso da produção de 

ICC’s. O processo de impregnação do cimento de brushite no CC exige que o cimento 

ofereça uma janela de oportunidade que se coadune com a extensão temporal do proces-

so. Desta forma estas medidas foram concebidas com o propósito de explorar quais dos 

parâmetros inicialmente propostos, demonstram oferecer condições compatíveis com o 

processo de produção de ICC’s. 

Foram determinados os tempos de presa, inicial e final, para cimentos de brushite 

nos quais e variou a razão líquido/sólido (L/S) e a percentagem em massa de glicerol. 
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Cada parâmetro possuía 10 réplicas das quais se realizou a média para a obtenção dos 

valores finais. 

 

L/S (ml/g) 0.25 0.35 

Glicerol (%) 0 5 7,5 10 0 5 7,5 10 

Tempo inicial de 
presa [h] 

1 3 6 10 2 3 5 6 

Desvio padrão, Ti 

[h] 
0.1 0.1 0.4 0.8 0.2 0.1 0.3 0.4 

Tempo final de 
presa [h] 

2 5 8 17 2.3 4 6 7 

Desvio padrão, Tf 

[h] 
0.1 0.3 0.5 1.5 0.2 0.3 0.4 0.5 

Tabela 3.2 - Valores dos tempos inicias e finais de presa do cimento de brushite segundo a 

variação de rácio de líquido-sólido e percentagem em massa de glicerol. 

Pelos valores da tabela 3.2, os cimentos produzidos com preparações de L/S de 

0.25 e 0.35 sem adição de glicerol, assim como o cimento preparado com 5% de glice-

rol e L/S de 0.35, não possuem tempo de presa suficiente para possibilitar uma impreg-

nação bem-sucedida dos CC’s. Esta afirmação é compactuada pelos resultados observa-

dos no capítulo 3.1.4. Por outro lado, para a amostra de L/S de 0.35, com glicerol a 

10%, os tempos de presa apresentados são demasiado extensos, para que possam ser 

usados sob uma rotina laboratorial. Assim, apenas as restantes formulações foram usa-

das na produção dos ICC’s. Pode-se ainda observar pelo conjunto dos resultados, à ex-

ceção do cimento de L/S = 0.25 sem glicerol, que as amostras de L/S de 0.35 possuem 

tempos de presa inicial e final, mais curtos e menos espaçados, que as de L/S de 0.25. 

Além disso, verifica-se ainda que, a concentração de glicerol influencia fortemente o 

tempo de presa. Os resultados validados nesta análise serão confrontados com os restan-

tes estudos no capítulo 3.1.4 de forma a estabelecer os parâmetros ótimos na produção 

de ICC’s. 
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3.1.3 Análise Reológica 

Os ensaios reológicos foram realizados de forma a complementar os meios de de-

terminação da janela de oportunidade durante a qual é possível a impregnação dos 

ICC’s.  

Para isso foram retirados valores de viscosidade, espaçados temporalmente, dos 

cimentos de brushite cujos parâmetros promovem tempos de presa validados anterior-

mente. A viscosidade foi medida, imediatamente após preparação das misturas L/S e 

posteriormente em intervalos de tempo adequados, para três amostras de cada composi-

ção das quais foi retirada uma média. Esses valores foram compilados de forma a se ob-

ter a evolução da viscosidade de cada amostra ao longo do tempo. Pretende-se então, 

com base nos valores estruturados, determinar não só as características do endurecimen-

to do cimento, mas também delimitar a janela de oportunidade para o processo de im-

pregnação do cimento de brushite nos ICC’s, para cada amostra. Em conjunto com os 

restantes estudos, será avaliado no capítulo 3.1.4, os tempos para a janela de oportuni-

dade que permitem a obtenção de ICC’s estruturalmente funcionais. Nas figuras 3.4 e 

3.5 apresenta-se a evolução temporal da viscosidade das amostras estudadas. 
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Figura 3.4 - Curvas de viscosidade do cimento de brushite em função do tempo, para dife-

rentes teores de glicerol e rácio líquido-sólido de 0.25 ml/g. 
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Figura 3.5 - Curvas de viscosidade do cimento de brushite em função do tempo, para dife-

rentes teores de glicerol e rácio líquido-sólido de 0.35 ml/g. 

Do conjunto das curvas da fig. 3.4 e 3.5 pode-se aferir que diferentes concentra-

ções de glicerol, não promovem variações significativas nas viscosidades iniciais. A va-

riação da viscosidade ao longo do tempo apresenta um comportamento aproximadamen-

te exponencial. Esse comportamento é mais acentuado nas amostras de L/S de 0.35 

ml/g, em comparação para as amostras de rácio de 0.25 ml/g, o que vai de encontro ao 

observado nos ensaios de tempo de presa, onde o intervalo entre o tempo de presa inici-

al e o tempo de presa final é mais curto.  

As curvas possuem duas secções aproximadamente lineares, separadas por uma 

região de transição. Dentro do âmbito da primeira secção linear pode-se observar uma 

diferença significativa, entre o comportamento das viscosidades das amostras de L/S de 

0.35 e 0.25. Nas amostras de 0.35 observa-se para a secção linear inicial, um declive 

próximo de zero, o que resulta em variações mínimas dos valores de viscosidade ao 

longo desta, mantendo-se estes próximos dos valores iniciais. Contudo nas amostras de 

L/S de 0.25 verifica-se um crescimento contínuo da viscosidade, mesmo nas fases inici-

ais do endurecimento do cimento. Cruzando os valores dos tempos de presa inicial, no-
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meadamente das amostras de L/S de 0.25 com glicerol a 5% e 7.5% e as amostras de 

L/S de 0.35 com glicerol a 7.5% e 10%, sendo estes respetivamente 210, 360, 270, 330 

minutos, com as curvas de viscosidade em função do tempo, verifica-se que estes se so-

brepõem ao início da segunda secção linear. Esta correlação é mais evidente nas amos-

tras de L/S de 0.35, uma vez que, e como foi referido acima, possuem um comporta-

mento mais delineado. É possível ainda concluir que, o aumento do teor de glicerol re-

tarda o surgimento do tempo inicial de presa. 

A impregnação dos ICC’s é apenas possível durante a primeira região linear. Des-

ta forma, a extensão desta está diretamente associada à janela de oportunidade para a 

impregnação. Porém a remoção dos CC’s do cimento de brushite, só deve ser realizada 

já entre os tempos de presa inicial e final, para possibilitar a densificação do cimento 

nos interstícios dos CC’s. Resumindo, é do interesse do processo que, a viscosidade se 

mantenha o mais baixo possível durante a primeira secção linear, que esta possua uma 

extensão ótima, e que após terminada, decorra o menor tempo possível até este entrar 

nos domínios do tempo de presa. Pode-se então concluir que, segundo estes critérios, 

apenas as amostras com L/S de 0.35 se enquadram melhor às exigências do processo. 

Estas conclusões serão aplicadas em conjunto com os resultados do capítulo 3.1.4, para 

a seleção dos parâmetros ótimos. 

3.1.4 Análise da morfologia dos ICC’s 

O método mais direto e claro de avaliar o impacto dos parâmetros propostos sobre 

a estrutura dos ICC’s produzidos, é por análise da sua morfologia. Desta forma amostras 

de cada parâmetro foram analisadas por SEM (Hitachi, TM4000Plus), e não só a amos-

tras validadas anteriormente. Procura-se com isso, confirmar e validar as conclusões 

propostas ao longo dos dois ensaios antecedentes.  

Para cada amostra foram retiradas imagens com ampliações de 50x e 5000x, para 

que em cada fosse possível avaliar a morfologia da estrutura, assim como a qualidade 

do processo de densificação das paredes de brushite promovido pelos parâmetros espe-

cíficos, respetivamente. Foram produzidas para cada parâmetro 3 ICC’s, de forma a 

avaliar a reprodutibilidade do processo. Contudo, serão apenas apresentadas as imagens 

que melhor representam as características observadas no conjunto destas. Tendo sido 

definidos os métodos e objetivos do ensaio, primeiramente, serão alvo de foco as amos-

tras cujo os parâmetros foram invalidados pelos experimentos anteriores.  

As amostras produzidas a partir de misturas com L/S de 0.25 e 0.35 sem adição de 

glicerol, e L/S de 0.35 e glicerol a 5%, foram descartadas como opções viáveis devido a 

tempos de presa demasiado curtos, e consequentemente, janelas de oportunidade inca-

pazes de permitir a correta impregnação dos ICC’s. 
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Figura 3.6 - a) ICC obtido a partir de misturas com L/S de 0.25, b) ICC obtido a partir de 

misturas com L/S de 0.35, c) ICC obtido a partir de misturas com L/S de 0.35 e glicerol a 

5%. 

Na figura 3.6, pode-se verificar claramente que, para as amostras produzidas a 

partir de misturas com L/S de 0.35 sem e com glicerol a 5%, conduzem à formação de 

ICC’s com estruturas defeituosas e ocas. Contudo, na figura 3.6.a pode-se verificar que 

a estrutura do ICC produzido a partir de misturas com L/S de 0.25 possui deficiente 

preenchimento e como assinalado, também este é oco. 

Por motivos contrários, as misturas com L/S de 0.25 e glicerol a 10%, não permi-

tiriam a obtenção de ICC’s funcionais, uma vez que os tempos de presa demasiados ex-

tensos não permitiam um correto processo de impregnação segundo uma rotina labora-

torial. 

a) b) 

c) 
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Figura 3.7 - ICC produzido a partir de misturas com L/S de 0.25 e glicerol a 10%, a) 

Ampliação de 50x, b) Ampliação de 5000x. 

Na figura 3.7.a, a superfície lisa sobre o ICC trata-se da estrutura resultante do es-

coamento do cimento dos interstícios do CC’s para o recipiente onde este foi armazena-

do após a sua remoção deste. Isto sucede porque, contrariando o afirmado no capítulo 

3.1.3, esta amostra não foi retirada do cimento quando este já se encontra no domínio do 

tempo de presa. Por consequência da extensão do tempo de presa para esta amostra, o 

procedimento proposto torna-se impraticável. Além disso na figura 3.7.b, observa-se a 

presença de uma estrutura pouco densificada, composta por largas placas. 

Passaremos agora à análise das amostras cujos parâmetros foram validados com 

viáveis pelas análises anteriores. 

 

Figura 3.8 - ICC produzido a partir de misturas com L/S de 0.25 e glicerol a 7.5%, a) Am-

pliação de 50x, b) Ampliação de 5000x. 

 

 

a) b) 

a) b) 
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Para a amostra produzida a a partir de misturas com L/S de 0.25 e glicerol a 7.5%, 

na figura 3.8, verifica-se que as paredes do ICC possuem uma densificação aceitável. 

Porém está sinalizado na figura 3.8.a sinais de preenchimento defeituoso e estrutura oca. 

Concluindo-se, ao contrário do inicialmente proposto, que a janela de oportunidade para 

a impregnação dos CC’s, no caso deste parâmetro se apresenta como insuficiente. Esta 

pode-se dever a: i) o tempo de presa, e consequentemente a janela de oportunidade, não 

proporcionam o tempo suficiente para a completa impregnação da estrutura; ii) o incre-

mento da viscosidade na etapa inicial do endurecimento do cimento, observado para es-

tas amostras, no capítulo 3.1.3, encurtam a janela de oportunidade para tempos demasi-

ado curtos. 

A este ponto, a seleção de parâmetros encontra-se resumida às amostras produzi-

das a partir de misturas com L/S de 0.35 para glicerol a 7.5% e 10%, e L/S de 0.25 e 

glicerol 7.5%. 

 

Figura 3.9 - ICC produzidos a partir de misturas com L/S de 0.25 e glicerol a 7.5%, a) Am-

pliação de 50x, b) Ampliação de 5000x. 

Como observado na figura 3.9, a amostra produzida a partir de misturas com L/S 

de 0.25 e 7.5% apresenta uma estrutura bem-concebida. Porém, esta apresenta uma den-

sificação inferior das paredes, em comparação com as amostras de L/S de 0.35. Além 

deste critério, e como foi observado nos ensaios anteriores, as amostras produzidas a 

partir de misturas com L/S de 0.35 apresentam características que melhor se enquadram 

as exigências do processo. Neste caso, esta amostra apresenta tempo de presa mais ex-

tensos e viscosidade crescente durante a fase de impregnação. 
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Figura 3.10 - ICC produzido a partir de misturas com L/S de 0.35 e glicerol a 10%, a) Am-

pliação de 50x, b) Ampliação de 5000x; ICC produzido a partir de misturas com L/S de 

0.35 e glicerol a 7.5%, c) Ampliação de 50x, d) Ampliação de 5000x. 

 

Verifica-se para ambas as amostras que os ICC’s se encontram bem concebidos. 

Isso demonstra que a janela de oportunidade para ambas as amostras se encontra dentro 

da região ótima. Pelos os critérios definidos no capítulo 3.1.3, estipula-se que entre as 3 

e as 4 horas e meia, representa a extensão ideal para o tempo de impregnação. 

Contudo, comparando as paredes das células dos ICC’s, pode-se observar uma 

maior presença de estruturas semelhantes a agulhas na amostra de glicerol a 10%, repre-

sentando uma menor densificação destas. Na literatura é reportado que a presença de 

glicerol em teores superiores a 7% pode perturbar a densificação da brushite (cuja pre-

sença se confirmou por análise de DRX, apresentada seguidamente) [19]. Conclui-se 

que, a amostra de L/S de 0.35 e glicerol a 7.5% apresenta características que coadunam 

com as exigências do processo de produção, e promove a produção de ICC’s com estru-

turas bem concebidas e paredes com uma densificação superior.  

a) b) 

c) d) 
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3.2 Caracterização estrutural e mecânica 

Neste capítulo, serão sujeitas a caracterização os ICC’s produzidos segundo o 

procedimento selecionado no capítulo anterior. 

3.2.1 Caracterização estrutural dos ICC’s 

Para as análises de difração de raios-X (DRX) foram usadas pastilhas produzidas 

a partir das misturas usadas para fabrico dos ICC’s. 

 

Figura 3.11 - Difratograma de DRX da amostra de brushite após maturação completa do 

cimento. 

Predominantemente, verifica-se a presença dos picos da fase cristalina da brushite 

(JCPDS #09-0077). Porém o pico mais intenso de β-TCP, a ≈ 31º, pode ser identificado 

(JCPDS #09-0169). Além deste, outro presumível pico de β-TCP pode ser encontrado, a 

≈ 34º, porém este é sobreposto por um pico de brushite. Todavia a presença de β-TCP, 

não reagido é espectável, embora que em pequenas quantidades, o que é o caso dos ci-

mentos aqui produzidos: embora não se tenha feito uma quantificação das fases presen-

tes o difratograma revela a presença maioritária de picos referentes à brushite. A pre-

sença de β-TCP ocorre por consequência da preparação do cimento, que intencional-

mente não possui uma razão equimolar entre o β-TCP e o MCPM, necessária para a re-

ação completa destes em brushite, sendo assim o MCPM o reagente limitante. A pre-

sença de β-TCP não reagido em cimentos de brushite, é descrito na literatura [9], como 

um reforço que incrementa as propriedades mecânicas do mesmo. 
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3.2.2 Ensaios de compressão dos ICC’s 

Os ensaios de compressão foram aplicados a 10 ICC’s de brushite, produzidos 

com a mistura L/S considerada ideal (L/S de 0.35 com glicerol a 7.5%). As curvas de 

compressão obtidas apresentam o andamento observado na figura 3.12. 

 

Figura 3.12 - Curva representativa de tensão vs. extensão para os ICC's de brushite. 

Como se pode observar pela fig. 3.12, as curvas de compressão apresentam três 

regiões distinta. Primeiro, uma região aproximadamente linear, cujo declive representa 

o módulo de Young, Ey da espuma. A esta segue-se um patamar de colapso. Desta sec-

ção é possível retirar a tensão de colapso, σ*, pela intersecção das tangentes a esta regi-

ão e à anterior. Finalmente, a última região corresponde à densificação da espuma, onde 

se dá um aumento brusco da tensão. O valor inicial da extensão desta região correspon-

de à extensão inicial de densificação, εdi. Nesta região a curva apresenta um comporta-

mento exponencial, ocorrendo uma subida rápida da tensão. Por fim, através da interse-

ção da reta tangente à porção final do gráfico e eixo das abcissas é possível obter a ex-

tensão final de densificação, εdf [21]. 
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Ey [kPa] σ* [kPa] εdi εdf 

Média 2010 215 0.51 0.67 

Desvio 
Padrão 

249 42 0.03 0.03 

Tabela 3.3 – Valores característicos dos parâmetros mecânicos dos ICC’s de brushite, pro-

duzidos à base de misturas de brushite com L/S de 0.35 e glicerol a 7.5%. 

A tabela 3.3 compila os valores característicos descritos, obtidos das dez amos-

tras. O valor do módulo de Young pode ser confrontado com o modelo matemático de 

Gibson-Ashby, para espumas de células abertas, através da seguinte equação [21]: 

𝐸

𝐸𝑠
= 𝐶 (

𝜌

𝜌𝑠
)

2

                                                       (5) 

𝐶 ~ 1                                                                  (6) 

Sendo Es o módulo de Young da Brushite nas paredes do ICC, e ρs a sua densida-

de. Por outro lado, para as razões entre as densidades do ICC e das suas paredes, pode-

mos ainda deduzir que: 

𝜌

𝜌𝑠
= 1 − 𝑃                                                           (7) 

Onde P representa a porosidade do ICC. Temos também que, para uma estrutura 

hexagonal compacta, como é o caso do ICC, apresenta uma porosidade mínima de 0.76 

(correspondente ao fator de empacotamento da estrutura do CC que lhe deu origem). 

Temos então que: 

𝜌

𝜌𝑠
≤ 0.24                                                            (8) 

Tabela 3.4 Valor do módulo de Young, de provetes de brushite compacta, produzidos a 

partir de misturas de brushite com L/S de 0.35 e glicerol a 7.5%. 

 

 
Média Desvio Padrão 

Módulo de Young 
[MPa] 

199 28 
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Para obter uma aproximação dos valores de Es, foram retirados os módulos de 

Young de 10 provetes de brushite compacta, tendo sido obtidos os valores presentes na 

tabela 3.4. Porém, assumindo que a densidade da brushite das paredes dos ICC’s possa 

ser inferior à densidade dos provetes de brushite compacta, é necessário denotar que: 

𝐸

𝐸0
 ≤  

𝐸

𝐸𝑠
                                                                (9) 

Sendo E0 o valor do módulo de Young dos provetes de brushite produzidos. Te-

mos por fim que: 

𝐸 ≤  𝐸0 × 0.242                                                      (10) 

O valor do módulo de Young previsto para os ICC’s pelo modelo de Gibson-

Ashby deverá ser E ≈ 11.5 MPa. O valor do módulo de Young obtido para os ICC’s de 

brushite foi de aproximadamente 2 MPa, e que respeita a relação anterior. Verifica-se 

que o valor máximo para o módulo de Young, previsto pelo modelo de Gibson-Ashby é 

uma ordem de grandeza superior ao obtido experimentalmente. Contudo, deve-se ter em 

conta que a porosidade real dos ICC deverá ser superior a 76%, tendo em conta as ob-

servações feitas em SEM. Tendo em conta as equações (5) e (7), facilmente se verifica 

que um módulo de Young de 2 MPa é obtido para uma porosidade da ordem de 90%. 

Este elevado valor de porosidade parecer ser compatível com as observações feitas em 

SEM, pelo que o modelo de Gibson-Ashby parece ser adequado para prever o compor-

tamento mecânico destes ICC. Contudo, este fato só poderia ser absolutamente confir-

mado por medidas da porosidade dos ICC (ex.: método de Arquimedes). 
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3.3 Ensaios in-vitro 

3.3.1 Citotoxicidade dos ICC’s 

A análise à citotoxicidade dos ICC’s produzidos tem como objetivo a avaliação da 

viabilidade celular das sementeiras quando expostas ao extrato dos ICC’s, de forma a 

determinar os efeitos da colocação dos próprios em contacto com o organismo. O ensaio 

comporta a exposição de sementeiras de células SAOS-2 a extratos de diferentes con-

centrações, sendo a concentração inicial de 53 mg/ml, designada por C0, e as seguintes 

concentrações subsequentes diluições. O ensaio permite a obtenção de valores correla-

cionados com a população celular das sementeiras após terminado o tempo de exposi-

ção ao extrato. Esses valores encontram-se compilados na tabela 3.5, assim como os 

valores correspondentes ao controlo negativo (C-) e o controlo positivo (C+). 

 

 

Média Desvio Padrão 

C0 0.026 0.003 

C0/2 0.466 0.01 

C0/4 0.466 0.02 

C0/8 0.478 0.02 

C0/16 0.497 0.01 

C- 0.559 0.01 

C+ 0.021 0.02 

Tabela 3.5 - Resultados dos ensaios de citotoxicidade aos ICC's de brushite. 
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Através dos dados da tabela 3.5 é possível obter os valores da viabilidade celular 

para os extratos de diferentes concentrações, presentes na tabela 3.6. 

 

% 
Média Desvio Padrão 

C0 4 1 

C0/2 83 3 

C0/4 83 4 

C0/8 85 4 

C0/16 89 3 

Tabela 3.6 - Viabilidade celular das sementeiras expostas a extratos de diferentes concen-

trações, de ICC's de brushite. 

Pode-se concluir que os ICC’s não apresentam comportamento citotóxico para a 

primeira diluição do extrato, correspondendo a uma concentração de 27 mg/ml. Estes 

valores carecem de um estudo que confronte se estes são representativos de valores ob-

tidos para aplicações in vivo dos ICC’s. 

3.3.2 Adesão e proliferação celular nos ICC’s 

Para complementar a avaliação da citotoxicidade dos ICC’s, foi realizado um en-

saio de adesão celular que, determina da taxa de células aderidas aos mesmos, assim 

como um ensaio de proliferação celular, que permite a avaliação da evolução da popu-

lação ao longo do tempo. Na tabela 3.7, é apresentado o valor da taxa de adesão celular 

aos ICC’s. 

 

 
Média Desvio Padrão 

Adesão Celular [%] 50 1 

Tabela 3.7 – Valor médio da taxa de adesão celular nos ICC's. 

Verifica-se uma taxa de adesão celular de 50% aos ICC’s, representando este um 

valor aceitável. 
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Os ensaios de proliferação decorreram durante um período de 13 dias, sendo o 

primeiro dia referente aos valores do ensaio da adesão celular. Os resultados da prolife-

ração celular são confrontados com um controlo, que representa neste ensaio sementei-

ras produzidas no fundo de poços vazios. A compilação dos valores das taxas de prolife-

ração está presente na figura 3.13. 
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Figura 3.13 - Taxa de proliferação celular dos ICC's de brushite, em comparação com o 

controlo, durante um período de 13 dias. 

Pode se observar que as taxas de proliferação celular nos ICC’s embora apresente 

valores inferiores ao do controlo, acompanha o ritmo de crescimento deste. Ao fim do 

período de 13 dias a proliferação celular nos ICC’s foi de 259±46%, enquanto que a ta-

xa de proliferação celular no controlo foi, para o mesmo período de 489±12%.  
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4 Conclusões e Perspetivas Futuras 

A presente dissertação teve como objetivo a produção de ICC’s à base de cimen-

tos de brushite para a regeneração óssea.  O desenvolvimento desta foi realizado em du-

as etapas. Inicialmente, fez-se uma otimização dos parâmetros de produção das réplicas 

invertidas de brushite. Seguidamente, fez-se a análise das características físico-

químicas, estruturais e mecânicas das amostras produzidas pelo processo otimizado, e a 

avaliação da compatibilidade destas, no cenário de aplicação como substituinte ósseo. 

A otimização dos parâmetros de produção dos ICC’s de brushite, passou pela 

formulação de um cimento cujas características de endurecimento se coadunassem com 

as exigências dos processos de impregnação dos cristais coloidais. Os parâmetros anali-

sados, foram a percentagem de glicerol e a razão L/S nos cimentos de brushite. Foi ob-

servável nos ensaios de tempo de presa e reológicos que o aumento da percentagem de 

glicerol na composição do cimento, influencia fortemente no aumento da janela de 

oportunidade durante a qual, é possível a impregnação dos CC’s. Porém, para as amos-

tras de 10% de glicerol, verificou-se uma menor densificação das paredes dos ICC’s 

produzidos. Por outro lado, concentrações de glicerol inferiores ou iguais a 5%, prova-

ram não oferecer as condições necessárias para uma correta impregnação das estruturas 

dos cristais coloidais, como pode ser observado pela análise realizada por SEM. Tam-

bém a razão L/S provou ser um fator de suma importância. A viscosidade das amostras 

produzidas a partir de misturas com L/S de 0.35, mantém-se próxima da viscosidade 

inicial, até o cimento entrar dentro do domínio de presa. Por outro lado, amostras pro-

duzidas a partir de misturas com L/S de 0.25, apresentam uma viscosidade com um 

crescimento gradual desde da preparação do cimento. Verificou-se que a mistura ótima 

para impregnação possui uma razão L/S de 0.35 e percentagem de glicerol de 7.5%. Es-

tes parâmetros permitem a obtenção de ICC’s estruturalmente íntegros e com paredes de 

densidade apreciável. 

Na base da receita da produção do cimento de brushite foram usados MCPM e β-

TCP num rácio de 45/55 % p/p respetivamente. Tal formulação levaria a presença de β-

TCP não reagido no cimento, que funcionaria como reforço da brushite. O β-TCP não 

reagido foi detetado nas análises de DRX. 

Os ICC’s produzidos apresentaram um comportamento correspondente a uma es-

puma com comportamento frágil, típico de materiais cerâmicos.  Os valores médios do 
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módulo de Young e da tensão de colapso obtidos foram de 2 MPa e de 215 kPa respeti-

vamente. Estes valores encontram-se muito afastados dos correspondentes a osso trabe-

cular, pelo que a produção destas estruturas carece de otimização futura. O valor do 

módulo de Young dos ICC’s também foi confrontado com o valor previsto pelo modelo 

de Gibson-Ashby, de 11.5 MPa. A diferença entre o valor do módulo de Young medido 

e o valor previsto pelo modelo, pode estar associado a uma densificação deficiente da 

brushite nas paredes do ICC. É necessária uma otimização na abordagem ao método de 

impregnação dos ICC’s, a fim de melhorar os resultados obtidos para a densidade das 

suas paredes. 

Os ensaios de citotoxicidade aos ICC’s demonstraram a inexistência de compor-

tamento citotóxico para concentrações de extrato de 27 mg/ml. Estudos futuros são ne-

cessários para identificar se estes valores de concentrações são representativos de con-

dições de aplicação dos ICC’s in vivo. Para os ensaios de adesão celular obteve-se uma 

taxa de adesão de 50±1%, um valor aceitável. A proliferação celular, avaliada ao longo 

de um período de 13 dias, foi nos ICC’s de 259±46%. Inferior quando comparada ao 

controlo, que obteve no mesmo período de tempo uma proliferação celular de 

489±12%. Contudo observou-se que o crescimento da população celular nos ICC’s 

acompanhou a do controlo. 

Tendo em conta os resultados, é possível concluir que o método proposto para a 

obtenção de ICC’s de brushite, necessita de ser otimizado. A fim de se obter um incre-

mento das propriedades mecânicas dos ICC’s, a utilização de um polímero como matriz 

da brushite, é uma solução que tem o potencial de não só aproximar os ICC’s das carac-

terísticas do osso nativo, como criar novas possibilidades para a obtenção de ICC’s com 

propriedades mecânicas mais próximas a este.  
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Anexos 

Anexo I - Processos de produção dos ICC’s 

Produção das Esferas 

Para a obtenção de microesferas monodispersas, recorreu-se à montagem de um 

sistema de microfluídica baseado no reportado por João et. al [18]. Visa-se a sua utiliza-

ção para a produção das esferas na construção do cristal coloidal. Neste sistema usou-se 

uma solução de PVA a 5% v/w, como fase contínua e PS a 5% v/w como fase descontí-

nua, com fluxos de 10 ml/h e 3 ml/h respetivamente. As esferas são produzidas quando 

as duas fases se encontram no canal de microfluídica (com 0.8mm) e são recolhidas 

num banho de PVA de concentração igual à da fase contínua. O banho encontra-se sob 

agitação, promovida pelo agitador orbital (VWR® Standart Analog Shaker, modelo 

1000) a 100 rpm entre 24-48h. Após este tempo as esferas encontram-se secas, e são 

recolhidas e armazenadas em recipientes adequados para uso posterior. 

 

Figura 4.1 - Esquema do sistema de microfluídica usado na produção de microesferas, 

adaptado de João et. al [18]. 
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Enformação dos Cristais Coloidais 

As esferas de PS previamente obtidas são agora usadas na produção dos cristais 

coloidais. Recorreu-se a um molde para promover a enformação dos CC’s. 

 

Figura 4.2 - Esquema do molde de enformação dos cristais coloidais, constituído por duas 

camadas de alumínio (superior e inferior) e três camadas de teflon [18]. 

Para a produção de cada CC são pesados 40 mg de esferas de PS e colocadas no 

respetivo poço. Então são pipetados 150 µl de isopropanol em cada poço com as esfe-

ras. O molde é então colocado num banho de ultrassons (Bandelin Sonorex Super RK 

510H) por 15 minutos, e de seguida em agitação no agitador orbital (VWR® Standart 

Analog Shaker, modelo 1000) a 100 rpm durante 1 hora. Após isso o molde é colocado 

no forno (Memmert) a 130ºC durante 4 horas. No final o molde é removido do forno, 

deixado a arrefecer à temperatura ambiente, e após o arrefecimento os CC’s são remo-

vidos e armazenados em recipientes adequados para uso posterior [18]. 

Impregnação dos Cristais Coloidais por Brushite 

O primeiro passo na produção dos ICC’s é a preparação do cimento de brushite.  

Foram preparadas misturas com diferentes concentrações de glicerol, nomeadamente 

5%, 7.5% e 10% p/p.  O método usado requer preparação de uma fase sólida constituída 

por 1% p/p de pirofosfato de sódio, glicerol nas suas respetivas percentagens, e uma 

mistura de MCPM e β-TCP numa razão de 45/55 respetivamente. Assim como uma fase 

líquida de ácido cítrico a 0.5M e ácido sulfúrico a 0.1M. Finalizada a preparação, as du-

as fases foram misturadas num rácio líquido-sólido de 0.25 ou 0.35 ml/ g. Esta prepara-

ção foi desenvolvida, baseada nas soluções reportadas na literatura [9], [19], [20]. Após 

homogeneizada a mistura, são adicionados os CC’s previamente produzidos e são en-

voltos no cimento. Para a indução da impregnação dos interstícios dos CC’s pelo cimen-

to, estes são sujeitos a ciclos de vácuo, promovido pela bomba de vácuo (Edwards, XDS 

5), e admissão de ar. Após a impregnação os CC’s são retirados do cimento, é removido 
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excesso de material superficial e então armazenados à temperatura ambiente durante 

24h finalizando a maturação do cimento. Terminado este período são colocados num 

banho de diclorometano e em agitação no agitador orbital (VWR® Standart Analog 

Shaker, modelo 1000), para remoção das esferas de PS. São deixadas durante 24 horas e 

passado esse período são removidos do banho, deixadas a secar e armazenadas. No final 

deste processo são obtidos os ICC’s de brushite. 
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Anexo II - Metodologias para a seleção de parâmetros 

Microscopia ótica  

As observações por microscopia ótica, realizadas as microesferas e aos CC’s, fo-

ram realizados no Departamento de Ciência dos Materiais (DCM, FCT/UNL). 

As observações foram realizadas no microscópio (Olympus, BX51), as imagens 

recolhidas pela câmera (Olympus, DP73) e processadas no software Olympus Stream 

Basic. Foram recolhidas imagens das microesferas, de forma a avaliar a sua dimensão e 

morfologia. Foram analisadas 20 imagens para obtenção dos diâmetros médios das esfe-

ras. O desvio padrão foi obtido com um grau de confiança de 5% para a média. 

Tempo de Presa 

A formulação do ensaio comporta a produção de cimentos de brushite a partir de 

misturas com diferentes rácios líquido-sólido e percentagem em massa de glicerol, re-

sultando no total de 8 amostras. Para cada amostra foram produzidas 10 réplicas. A de-

terminação do tempo final de presa foi realizada com recurso a um sistema de Agulha 

de Vicat. Considera-se que o tempo final de presa foi atingido quando o componente 

anelar da agulha de Vicat não produz uma indentação no cimento no ponto de contacto 

entre estes. A avaliação dos tempos de presa foi realizada em análises periódicas de 30 

minutos. 

Ensaios reológicos 

Os ensaios reológicos foram elaborados nas instalações do CENIMAT recorrendo 

ao reómetro (MALVERN, Bohlin Gemini HR Nano Rheometer), sob a orientação do 

Professor doutor João Paulo Borges. 

O ensaio consiste na análise reológica dos cimentos de brushite, cujos parâmetros 

de produção foram variados, especificamente, o rácio líquido-sólido e a percentagem 

em massa de glicerol. Medições foram realizadas para vários tempos do endurecimento 

do cimento, sendo considerado o zero o momento da preparação. 

Para as medições recorreu-se à geometria de pratos planos. Foi aplicada às amos-

tras, uma deformação inicial de 10 s-1 durante 4 minutos, para garantir um estado esta-

cionário. A variação da viscosidade ao longo do tempo foi analisada a 25 ºC, para uma 

taxa constante de 10 s-1. 
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Microscopia por varrimento de Eletrões 

As análises de SEM aos ICC’s, foram realizadas nas instalações do CEMOP re-

correndo ao Microscópio Eletrónico de Varrimento (Hitachi, TM4000Plus). 

 O sistema de SEM permitiu a observação da morfologia dos ICC’s. Antes da ob-

servação em SEM as amostras foram sujeitas a sputtering, produzindo um revestimento 

condutivo de ouro. As imagens de SEM foram obtidas para um feixe de eletrões a 5 kV.  
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Anexo III - Metodologias para a caracterização estrutural e 

mecânica 

Difração de Raio-X 

Os ensaios de DRX foram elaborados nas instalações do CENIMAT recorrendo 

ao Difratómetro de Raio-X (Phylips X’Pert PRO). 

Para este foram preparadas pastilhas de brushite segundo o mesmo procedimento 

realizado para a preparação das pastilhas para a determinação do tempo de presa.  Para a 

obtenção dos difratogramas foi usada radiação monocromática de cobre (Cukα) com um 

comprimento de onda λ = 0.154060 nm. As análises foram registadas em intervalos de 

0.033º para um intervalo de 2θ compreendido entre os 10º e os 90º. 

 

Ensaios de compressão 

Os ensaios de compressão dos ICC’s foram executados com recurso a uma má-

quina de tração, marca Honeywell, modelo 31E200N0, equipada com uma célula de 

carga de 100N. Para a recolha de curvas características de compressão, 10 ICC’s de 

brushite foram sujeitos ao ensaio. Os ensaios foram realizados a uma velocidade de 0,7 

mm/min. De forma a evitar danos da célula de carga, os ensaios foram interrompidos 

quando a força nominal atingia o valor máximo de 90 N. 
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Anexo IV – Metodologias dos ensaios in-vitro 

Ensaios de citotoxicidade 

Os ensaios de citotoxicidade foram executados no Departamento de Física (DF, 

FCT/UNL), sob a orientação do professor doutor Jorge Carvalho Silva. 

Os ICC’s e as pastilhas de brushite foram esterilizadas em etanol a 70% e coloca-

dos numa estufa (P-Selecta®) a 80 ºC durante 3h. O ensaio de citotoxicidade foi reali-

zado com a exposição das células SAOS-2 ao extrato obtido do contacto do meio de 

cultura com as respetivas amostras. Uma amostra de ICC’s com 74mg e uma de cimento 

compacto com 269 mg foram expostos a 2 ml de meio de cultura e colocados na estufa 

(SANYO, MCO – 19AIC) durante 48 horas a 37ºC. Para a preparação da sementeira, 

foram colocados nos poços de uma placa de 96 poços 100 µl de meio com células, nu-

ma concentração de 20 mil células/cm2 e a placa colocada na estufa durante 24 horas a 

37ºC 

A estrutura do ensaio consiste em 5 réplicas para cada amostra, na qual cada poço 

da primeira linha da placa é exposto ao extrato na sua concentração inicial (C0) e cada 

poço subsequente é exposto a uma diluição de fator 2 do prévio, resultando em diluições 

máximas de C0/32 para os ICC’s e de C0/64 para o cimento compacto. O controlo positi-

vo (C+) foi exposto a 10 µl de DMSO, enquanto que o controlo negativo (C-) permane-

ceu em meio de cultura. Após a adição dos extratos, a placa é colocada de novo na estu-

fa durante 48 horas a 37ºC. Para o teste de citotoxicidade recorreu-se à avaliação da vi-

abilidade celular com ressazurina e foram avaliadas as absorvâncias, a 570nm e a 

600nm, de cada meio. Esta leitura foi realizada pelo sistema BioTek® ELx800. 

Adesão e Proliferação Celular 

Os ensaios de adesão e proliferação celular foram executados no Departamento de 

Física (DF, FCT/UNL) sob a orientação do professor doutor Jorge Carvalho Silva. 

Os ICC’s e pastilhas de brushite compacta foram esterilizadas da mesma forma 

que para o ensaio de citotoxicidade. Os ensaios foram realizados com recurso a semen-

teiras de células SAOS-2. A estrutura do ensaio consiste em 3 réplicas, nas quais foram 

usadas quatro amostras por poço de uma placa de 24 poços, assim como um controlo de 

células semeadas diretamente na placa. A sementeira foi realizada colocando 1 ml de 

meio de cultura, em cada réplica e uma densidade de 20 mil células/cm2. Finalizada a 

sementeira as amostras foram colocadas na estufa (SANYO, MCO – 19AIC) a 37ºC du-

rante 24 horas. Para o teste de adesão, recorreu-se à avaliação da viabilidade celular 
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com ressazurina tal como no ensaio de citotoxicidade. O teste de proliferação celular é 

realizado 48h após o teste de adesão, segundo o mesmo protocolo, e de 48h em 48h du-

rante 10 dias, de forma a avaliar a evolução da população celular. 


