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ALUMINA/FOSFATO DE CALCIO (CaPs) COMO MATERIAL DE
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Resumo: Este trabalho tem como objetivo avaliar in vivo o desempenho de
compoésitos de alumina/fosfato de calcio (CaPs) como material de reconstrucéo
Ossea. Para tanto, foram preparados compdédsitos de Al,Os/CaPs usando
percentual de 0, 10, 20 e 30 % em massa de CaPs em relacdo a massa total
da Al203. Os compoésitos foram caracterizados por difracdo de raios X,
microscopia eletrénica de varredura com mapeamento. Apds implantados em
tibias de coelho foram divididos ao acaso em dois grupos, cada qual com nove
coelhos, segundo o periodo de eutanasia (30 dias ap6s o procedimento
cirdrgico). Apos eutanasia realizou-se a avaliacdo radioldgica e histolégica das
areas enxertadas. Os resultados confirmam que os compositos Al2Os/CaPs
apresentaram fase majoritaria da alumina e segunda fase pirofosfato de célcio.
O aumento da concentragéo de CaPs na alumina favoreceu a uma reducgdo na
densidade e aumento na porosidade, assim como, um aumento no tamanho de
gréo e heterogeneidade na microestrutura. Mediante as analise radiogréficas
das tibias dos nove (9) coelhos observou-se escore com grau 3, ou seja, com
radiopacidade semelhante a radiopacidade apresentada pelo osso cortical
remanescente. Foi evidenciado que as tibias dos coelhos com o implante
mostraram a presenca de material exégeno (compdsito), bem delimitado, com
neoformacado éssea e proliferacdo 6ssea em torno dos implantes. No local onde
foi implantado o compdésito, no tempo de sacrificio de 30 dias, ndo foi
observado nenhum sinal de infec¢cdo, uma vez que ndo se observaram nenhum
infiltrado celular, nem de rejeicdo ao implante, concluindo que o compdésito
estudado foi biocompativel.

Palavras Chaves: compaositos, alumina, fosfato de calcio, crescimento celular,
biocompatibilidade.

INTRODUCAO

Na ciéncia de desenvolvimento de implantes e/ou preenchimentos
0sseos, os fosfatos de calcio (CaPs) possuem um perfil bioldgico altamente
atrativo, pois apresentam composi¢cao quimica muito semelhante a fase mineral
dos ossos e dentes (ions fosfato e calcio). Podem, entdo, participar ativamente
do equilibrio idnico entre o fluido biol6gico e a ceramica apresentando grande
habilidade em formar ligacbes com o tecido hospedeiro sem, no entanto,
apresentar toxidade local ou sistémica, resposta inflamatoria ao implante e

formacdo de um tecido fibroso envoltério . Sendo assim, os CaPs,
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conseguem fornecer, um grau de integridade estrutural ao implante a fim de
manté-lo no lugar e intacto até que o0 novo 0sso cresca. Além disso, estimulam
0 crescimento de um tecido 6sseo e apresentam solubilidade controlavel, de
maneira que podem ser absorvidos pelo organismo permitindo que 0 novo 0SSO
substitua o implante @,

Dentre os materiais empregados para tais fins, a hidroxiapatita (HAp)
apresenta caracteristicas promissoras para Vvarias aplicacfes biomédicas visto
que, é uma das fases do fosfato de calcio mais atrativa para aplicacdes
biomédicas devido a sua excelente biocompatibilidade, bioatividade, nao
toxicidade, biodegradacdo lenta, boa estabilidade mecanica, grande
capacidade de adsor¢cdo e biocompatibilidade (3; 4) area superficial e
porosidade elevada (5) e principalmente por sua semelhanca com o0 0sSso
humano natural (6). Contudo, as propriedades mecéanicas dos fosfatos de
calcio dependem do tamanho, forma, distribuicdo das particulas e da formacéao
dos aglomerados, os quais influenciam o processo de densificacdo
(sinterizacdo do material com retracédo).

Desta forma, estudos que viabilizam a sintese de fosfatos de calcio tem
se tornado um grande atrativo para pesquisadores nas mais diversas areas
(como por exemplo, medicina, ciéncias dos materiais, quimicos e engenheiros),
visando obter estes materiais com caracteristicas estruturais e morfologicas
que aperfeicoem as propriedades fisico-quimicas de modo a contribuir para o
avanco tecnoldgico e cientifico nas mais diversas aplicagdes.

Por outro lado, pesquisas cientificas também avancam no estudo e
desenvolvimento de novos materiais que possam resultar em propriedades
mais compativeis para fabricacdo de produtos mais estaveis termicamente e
quimicamente, com alta durabilidade, propriedades mecanicas, elétricas,
magnéticas e Opticas mais pronunciadas, de forma a reduzir o descarte no
meio ambiente e possibilite a melhoria da qualidade de vida. Associado, temos
também a busca pelos novos materiais que possam substituir ou reparar parte
do corpo humano (os biomateriais) e que tem ganhado um forte impulso na
dltima década, visto que tem crescido a busca incansavel do homem por
padrbes de vida superiores e pela longevidade, gerando cada vez mais a
necessidade de alternativas para o reparo e substituicdo de tecidos vivos

vitimados por traumas ou patogenia.
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Assim, este trabalho tem como objetivo avaliar in vivo o desempenho de
compositos de alumina/fosfato de calcio (CaPs) como material de reconstrugcéo
Ossea.

MATERIAIS E METODOS

Alumina comercial: Al203 AKP — 53 Sumitomo Co. Japan, com 99,995%
de pureza, tamanho de particula de 0,2 um e area superficial de 13,6 m?/g;
Hidroxido de célcio (Ca(OH)2) P.A. fabricado pela VETEC; Acido fosforico
(HsPO4) P.A. fabricado pela VETEC; Agua deionizada (H20).

Obtencéao do Fosfato de Calcio (CaPs)

O fosfato de célcio (CaPs) foi sintetizado pelo método de precipitacdo
(7,8) envolvendo uma reacdo acido-base denominada neutralizagdo entre as
solucdes de acido fosforico (HsPO4) e hidroxido de célcio [Ca(OH)2] com
concentracdo 1M, obedecendo a relacao de fosforo/célcio = 1,67. A solucéo de
hidréxido de célcio foi submetida a agitacdo constante em um
misturador/aquecedor IKA®RH basic KT/C até atingir a temperatura de 80 °C.
Em seguida a esta solucdo, adicionou-se gota a gota a solucdo de H3POs
previamente preparada, agitando constantemente, até atingir viscosidade de
uma pasta que propiciou um meio adequado para manter em suspensao as
particulas do CaPs. Depois de atingida a consisténcia da viscosidade desejada,

a solucédo permaneceu em estufa FANEM Modelo 315 a 110 °C por 24 horas.

Preparacdo dos Compadsitos Al20s/CaPs

Os compositos de Al2Os/CaPs foram obtidos usando percentual de 0, 10,
20 e 30 % em massa de CaPs em relagdo a massa total da Al20s3. Os
compésitos obtidos foram designados por AC, 10C, 20C, 30C
Para obtencédo das formulacdes dos compositos de Al20s/CaPs utilizou-se o
seguinte procedimento:
Em um becker de 100 mL foi colocado 60 mL de agua deionizada e adicionado
30 g do p6 da mistura de alumina e do CaPs, previamente pesados mantendo-
se sob agitacdo constante durante 30 minutos em um agitador magnético

modelo IKA®RH basic KT/C, a temperatura ambiente. A mistura resultante da
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formulacdo de cada compdésito foi levada a estufa FANEM Modelo 315 por 24
horas a uma temperatura de 60 °C. ApGs a secagem a mistura na forma de p6
de Al2Os/CaPs, foram desaglomerados em almofariz agata e passado em
peneira ABNT N° 100 (150 um) e, entdo reservadas para conformacao dos
compositos. A mistura Al203/CaPs de cada formulagdo foram compactadas na
forma de pastilha com 10,0 mm de diametro e espessura em torno de 5 mm em
um molde de aco tratado termicamente por meio de prensagem uniaxial 75
MPa.

Apbés a prensagem uniaxial as amostras foram prensadas
isostaticamente com pressdo de 260 MPa em prensa isostatica marca AlP
modelo CP 360. Os compdsitos foram entdo, sinterizados a 1350 °C/2h em um
forno MAITEC, fabricacdo INTI, modelo FE1600. As condicbes de sinterizacéo
foram: taxa de aquecimento 2 °C/min até 400 °C/1h; taxa de aquecimento de
10 °C/min até 1350 °C/2h. A temperatura de 1350 °C/2h foi tomada como
referéncia a temperatura de méxima densificacdo (taxa de retragdo linear
maxima) obtida para a alumina comercial utilizada neste estudo (9).

As amostras e os compoésitos foram caracterizados quanto a estrutura
cristalina por difracdo de raios X. A partir dos dados de difragdo foi realizada a
identificagcdo das fases formadas, calculo do tamanho de cristalito, e da
cristalinidade. O equipamento utilizado foi LAB X Ray Difractometer 6000 da
Shimadzu, com radiacdo monocromatica de cobre.

Os aspectos morfoldgicos das amostras e a microestrutura dos
compositos foram analisados por meio de um microscopio eletrbnico de
varredura (MEV, marca Philips, modelo FEG-XL30), equipado com

microandlise da Universidade de Séo Paulo (USP).

Procedimento In Vivo

Animais

A implantacdo in vivo foi realizada pela introducdo dos compadsitos
Al203/CaPs com concentracdo de 10 % (10C) e 30 % (30C) do CaPs em
cobaias do tipo coelho (Oryctolagus Cuniculus), da raca Nova Zelandia, sendo
utilizados 18 coelhos higidos, adultos, machos. A idade variou entre 7 e 9

meses (média 8,1 + 1,11 meses) e o0 peso entre 1.800 e 3.500 g, com média de
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2,511 + 586 g). A desvermifugacéo foi realizada com ivermectina (0,5 mg/kg)
por via subcuténea. A Figura 1 ilustra a localizagdo e uma descri¢cao detalhada
do cronograma de onde foi implantado cada um dos compdsitos estudados,
respectivamente.

Os animais foram divididos ao acaso em dois grupos, cada qual com nove
coelhos, segundo o periodo de eutanasia (30 e 60 dias apds o procedimento
cirurgico):

Grupo | — Recebeu os compositos implantados (10C e 30C) e um orificio
controle (padréo de referéncia) por 30 dias.

Grupo Il — Recebeu os compositos implantados (10C e 30C) e um orificio
controle (padréo de referéncia) por 60 dias.

Orificio Superior - 30C
Orifico Médio - 11K
= Orifico Inferior - €

Figura 1 - Localizacédo da posicao onde foram implantados os compdésitos 10C, 30C e controle.

As radiografias foram realizadas na posicdo média lateral (ML) do
membro operado, com 30 e 60 dias de pds-operatério, visando acompanhar o
processo de reparacdo o6ssea em torno do implante. Foi utilizado o
equipamento de raios X Chemetron Universal X Ray Easymatic Super 325 da
Clinica Radiolégica Dr. Saturnino Nobrega de Campina Grande, com auxilio da
Profa. Dra. Denise Nobrega Diniz, chefe do setor de radiologia. O aparelho
para emissao de raios X perpendicularmente mantinha a distancia foco filme

padronizada de 30 cm.
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Cada uma das 18 radiografias foi analisada separadamente e em conjunto com
o seu referido grupo, onde foram avaliados a neoformacéo déssea, reabsor¢ao
0ssea e fratura 6ssea em torno do implante.

A andlise histoldgica foi realizada através de microscopico optico de luz
nas lentes com aumento de 10x e 40x NIKONECLIPSE E200 do Laboratorio de
Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia de Pernambuco (FOP) da
Universidade de Pernambuco (UPE). Utilizou-se um compoésito de captura e
analise de imagem por um conjunto de pixels —Image-Pro Plus®. A analise

histoldgica foi realizada pelo Prof. Emanuel Savio de Souza Andrade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Figura 2 encontra-se ilustrados os difratogramas de raios X dos

compaositos Al203/CaPs sinterizados a 1350°C.
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Figura 2 - Difratogramas de raios X dos compdsitos sinterizados a 1350°C: (a) AC, (b) 10C, (c)
20C e (d) 30C.

Observa-se na Figura 2a, a presenca da fase cristalina romboédrica da
a-Al20s identificada pela ficha cristalografica JCPDS 75 — 0783, sob a forma do
mineral corindon. Para as Figuras 2b a 2d, compositos com adicdo do CaPs,
observou-se a presenga da fase a-Alz03 e presenca da fase B-Ca2P207
identificado de acordo com a ficha JCPDS 09 - 0346. Importante ressaltar que
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o CaPs identificado pela fase 3-Ca2P207 foi a fase majoritaria indicando que a
sinterizag&o a 1350 °C, nao alterou a estrutura do CaPs.

As Figuras 3 a 6 exibem as micrografias obtidas por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) da superficie fraturada para a amostra de
alumina (AC) e para os compositos 5C, 10C, 15c, 20C e 30C, respectivamente,
sinterizados a 1350 °C. Na Figura 3 observa-se uma microestrutura
homogénea com particulas de formato aproximadamente hexagonais com
tamanho variando de 0,5 a 0,19 um e tamanho médio de 0,34 pm. Pela Figura

3b, observa-se presenca de poros de formato esférico intergranular.

&) D e

- FEG ~ Sk 371 UF5Car- DEMa - LCE - FEG
J . > —

Figura 3 - icrografias obtidas por microscopia eletrdnica de varredura da alumina AC; (a)
escala 5 ym e; (b) escala 1 pm.

Na Figura 4a observa-se uma microestrutura heterogénea com
particulas de formato aproximadamente hexagonais com tamanho variando de
0,28 a 0,77 ym e tamanho médio de 0,57 um. Na Figura 4b, observa-se ainda a

presenca de poros de formato esférico intergranular.

.

a 3 -y
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Figura 4 - Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura do compdsito 10C; (a)
escala 5 ym e; (b) escala 1 ym.

Na Figura 5a, observa-se uma microestrutura heterogénea com
particulas de formato aproximadamente hexagonais com tamanho variando de
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0,23 a 1,04 uym e tamanho médio de 0,73 um e presencga de poros de formato
esférico intergranular e presenca de poros também intragranular. Observa-se
ainda que, o aumento de CaPs na matriz Al20s, causou um aumento irregular

no crescimento de graos e poros.

escala 5 ym e; (b) escala 1 pm.

Na Figura 6a, observa-se uma microestrutura heterogénea com
particulas de formato aproximadamente hexagonais com tamanho variando de
0,41 a 1,43 ym e tamanho médio de 0,85 uym e presenca de poros de formato
esférico intergranular e intragranular. Observa-se ainda que, o aumento de

CaPs na matriz Al203, causou um aumento irregular no crescimento de graos e

poros.

Figura 6 - Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura do composito 30C; (a)
escala 5 ym e; (b) escala 1 um.

De modo geral, a introdu¢cdo do fosfato de célcio na alumina
proporcionou um aumento no tamanho de grdo e da porosidade, além de se
observar um aumento na heterogeneidade da microestrutura. As formacoes

dos poros sé&o benéficas no aspecto de aplicacbes biotecnoldgicas, visto que
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0S poros permitem a circulacdo do fluido fisiolégico quando é usado na
superficie de um biomaterial.

A Figura 7 e 8 ilustram os aspectos radiograficos na metafise proximal
das tibias de 9 coelhos para periodo de eutanasia 30 e 60 dias da realizacao

do implante, respectivamente.

N A
N B

A
X

Figura 7 - Aspecto radiografico das tibias dos coelhos apés 60 dias da realizagdo do implante

Mediante as radiografias da Figura 7, observa-se para os implantes
10C que todas as imagens radiograficas das tibias dos nove (9) coelhos
apresentaram escore com grau 3, ou seja, com radiopacidade semelhante a
radiopacidade apresentada pelo osso cortical remanescente. Para o

implante 30C, observa-se escore com grau de radiopacidade 3 para todos

os coelhos, exceto o coelho N° 17, que apresentou escore com grau 2,
indicando que a reparacao 6ssea ainda se encontra em fase de neoformacéao
Ossea.

Para o orificio controle verifica-se que sé ocorreu neoformacédo Ossea
total, escore de grau 3, apenas para os coelhos N° 12, 14, 16 e 18. Nos

coelhos N° 10, 11, 13 e 17 foi observado escore de grau 2, indicando que a
reparacdo 0ssea ainda se encontra em fase de neoformacédo 6ssea. Apenas
para o coelho N°15 foi observado para o orificio controle escore de grau 1
(radiopacidade discreta) indicando que houve uma discreta reagao periosteal
em torno do implante, sendo visualizado por uma regido preta difusa.
Mediante as radiografias da Figura 8, observa-se para os implantes
10C que todas as imagens radiograficas das tibias dos 9 coelhos
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apresentaram escore com grau 3, ou seja, com radiopacidade semelhante a
radiopacidade apresentada pelo 0sso cortical remanescente. Para o implante
30C, observa-se escore com grau de radiopacidade 3 para todos os coelhos,
exceto o coelho N° 17, que apresentou escore com grau 2, indicando que a
reparacao 0ssea ainda se encontra em fase de neoformacéo 6ssea.

Para o orificio controle, verifica-se que s6 ocorreu neoformacgdo Ossea total,
escore de grau 3, apenas para os coelhos N° 12, 14, 16 e 18. Nos coelhos N°
10, 11, 13 e 17 foi observado escore de grau 2, indicando que a reparacdo
O0ssea ainda se encontra em fase de neoformacdo éssea. Apenas para 0O
coelho N°15 foi observado para o orificio controle escore de grau 1
(radiopacidade discreta) indicando que houve uma discreta reacdo periosteal

Figura 8 - Aspecto radiografico das tibias dos coelhos apés 60 dias da realizagdo do implante.

CONCLUSOES

Todos os compositos Al,Os/CaPs apresentaram fase majoritaria da

alumina e segunda fase pirofosfato de calcio. O aumento da concentracao
de CaPs nos na alumina favoreceu a uma reducdo na densidade e
aumento na porosidade, assim como, um aumento no tamanho de grao e
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heterogeneidade na microestrutura. O estudo in vivo indicou que o implante
na concentracdo de 10 % de CaPs foi biocompativel.
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Summary

This study aims to evaluate the in vivo performance of composite
aluminum/calcium phosphate (CAPs) as bone reconstruction material. To this
end, mass CAPs relative to the total weight of Al.Os prepared Al2Os/CAPs using
percentage of 0, 10, 20 and 30% composites. The composites characterized
were by X-ray diffraction, scanning electron microscopy with scanning. After
implanted in rabbit tibia randomly divided were into two groups, each with nine
rabbits, according to the euthanasia period (30 days after surgery). After
euthanasia was performed radiographic and histological evaluation of the
grafted areas. The results confirm that the compounds Al,O3/CAPs presented
major phase of alumina and the second phase calcium pyrophosphate.
Increasing the concentration of CAPs on alumina promoted with a reduction in
density and increase in porosity, as well as an increase in grain size and
heterogeneity in the microstructure. Upon radiographic examination of the tibiae
of the nine (9) rabbits score was observed with grade 3, or similar radiopacity
presented by the remaining cortical bone. It shown was that the tibiae of rabbits
with the implant showed the presence of foreign material (composite), well
delimited with bone formation and bone proliferation around the implants. At the
point where the composite in 30 days’ time of sacrifice, there was no observable
sign of infection was established, since there were observed no cellular
infiltration, no rejection of the implant, concluding that the biocompatible
composite was studied.

Key words: composites, alumina, calcium phosphate, cell growth,
biocompatibility.
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