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VASCONCELOS, Luisa Queiroz. Andlise fisico-quimica e histomorfométrica do
composito pseudo-wollastonita e p-fosfato tricalcico em diferentes concentracbes apos
implantacéo in vivo para regeneragdo 6ssea. 92 fls. il. 2019. Tese (Doutorado) — Instituto de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2019.

Resumo

Objetivo — Avaliar, apds implantacdo in vivo em defeito dsseo critico em calvaria de rato, o
comportamento osteogénico de um compdsito constituido de diferentes concentracdes de p-
wollastonita e B-fosfato tricalcico para aplicacdo na bioengenharia tecidual dssea. Materiais e
métodos — A amostra foi composta por 40 ratos Wistar, machos, adultos, distribuidos
aleatoriamente para compor quatro grupos, com cinco animais em cada grupo, avaliados aos
15 e 45 dias apds implantacdo dos compositos: Grupo 20/80 — defeito 6sseo critico preenchido
com grénulos do composito 20% p-wollastonita ¢ 80% p-fosfato tricalcico; Grupo 60/40 —
defeito dsseo critico preenchido com granulos do compdsito 60% p-wollastonita ¢ 40% [-
fosfato tricalcico; Grupo 80/20 — defeito 6sseo critico preenchido com granulos do compdsito
80% p-wollastonita e 20% B-fosfato tricalcico; Grupo de controle — defeito Gsseo critico
preenchido com coagulo. Resultados — A analise histoldgica evidenciou neoformacao Gssea
restrita as bordas do defeito 6sseo em todos o0s grupos experimentais, aos 15 dias. A
histomorfometria apontou que os grupos 20/80, 60/40 e 80/20 e o grupo de controle formaram
percentuais de neoformacdo Gssea similares aos 15 dias. Aos 45 dias o grupo 60/40 apresentou
65% de neoformacédo Gssea. Houve formacao de septos fibrosos penetrando as particulas do
biomaterial em todos os grupos. Além disso, o defeito dsseo foi preenchido em diversas
camadas de granulos em ambos pontos bioldgicos. Conclusdo — Os compositos constituidos
de diferentes concentracdes de p-wollastonita e B-fosfato tricalcico podem ser considerados
bioativos e biocompativeis. Dentre 0s grupos experimentais grupo 60/40 apresentou maiores
percentuais de neoformacdo Ossea e permitiu restituir espessura e volume 6sseo com
dimensdes similares a bordas da calvaria do animal.

Palavras-chave: Regeneracdo 6ssea. Silicato de calcio. Ceramica.



VASCONCELOQOS, Luisa Queiroz. Physicochemical and histomorphometric analysis of
wollastonite composite/tricalcium phosphate at different concentrations after in vivo
implantation for bone regeneration. 92 fl. il. 2019. Thesis (Doctorate) — Institute of Health
Sciences, Federal University of Bahia, Salvador, 2019.

Abstract

Objective — To evaluate, after in vivo implantation in critical bone defect in rat calvaria, the
osteogenic behavior of a composite consisting of different concentrations of p-wollastonite
and tricalcium B-phosphate for application in bone tissue bioengineering. Materials and
methods — The sample consisted of 40 adult Male Wistar rats randomly distributed to compose
four groups, with five animals in each group, evaluated at 15 and 45 days after composite
implantation: Group 20/80 — critical bone defect filled with composite granules 20% p-
wollastonite and 80% tricalcium B-phosphate; Group 60/40 - critical bone defect filled with
composite granules 60% p-wollastonite and 40% tricalcium B-phosphate; Group 80/20 -
critical bone defect filled with composite granules 80% p-wollastonite and 20% tricalcium [-
phosphate; Control group - critical bone defect filled with clot. Results — Histological analysis
showed bone neoformation restricted to the edges of the bone defect in all experimental groups
at 15 days. Histomorphometry showed that groups 20/80, 60/40 and 80/20 and the control
group formed similar percentages of bone neoformation at 15 days. At 45 days, the 60/40
group presented 65% bone neoformation. Fibrous septa was formation penetrating the
biomaterial particles in all groups. In addition, the bone defect was filled in several layers of
granules at both biological points. Conclusion — Composites consisting of different
concentrations of p-wollastonite and tricalcium f-phosphate can be considered bioactive and
biocompatible. Among the experimental groups group 60/40 presented higher percentages of
bone neoformation and allowed to restore bone thickness and volume with dimensions similar
to the edges of the calvaria of the animal.

Keywords: Bone regeneration. Calcium silicate. Ceramic.



Figura

Figura

ARTIGO 1

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

LISTA DE ILUSTRACOES

Representacao das etapas de deposicdo de HAP dos biovidros em fluido
biologico.

Representacao esquematica do processo de dissolucao dos fosfatos de
calcio ap6s implantacdo. 1 e 2: inicio e continuagao do processo de
reabsorcéo. 3: equilibrio ibnico entre implante e tecido. 4: adsorcéo de
proteinas. 5 e 6: adesdo e proliferacdo celular. 7: deposicao de HAP. 8:
0ss0 neoformado.

Fotomicrografias obtidas da borda do defeito dsseo apds 15 dias de
implantacdo dos biomateriais nos G 20/80 (a-d), G 60/40 (e-h), G 80/20
(f-m). Matriz osteoide (OM), granulo (GR), veia central (VC), regido de
dura-mater (DM), tecido conjuntivo frouxo (LCT), vaso sanguineo (*),
célula gigante multinucleada (cabeca de seta), ostedcitos (seta preta). HE
(@ c,eq,i,1)ePIFG (b, d, f, h,j, m)

Fotomicrografias obtidas do centro do defeito dsseo apds 15 dias de
implantacdo dos biomateriais nos G 20/80 (a-d), G 60/40 (e-h), G 80/20
(f-m). Veia central (CV), granulo (GR), regido de dura-mater (DM), tecido
conjuntivo frouxo (LCT), veia central (VC), vaso sanguineo (*), células
gigantes multinucleadas (cabeca de seta), vaso sanguineo (*), células
gigantes multinucleadas (cabeca de seta). HE (a, c, e, g, i, 1) e PIFG (b, d,
f, h,j, m).

Fotomicrografias obtidas da borda do defeito dsseo apds 45 dias de
implantacdo dos biomateriais nos G 20/80 (a-d), G 60/40 (e-h) e G 80/20
(f-m). Borda 06ssea (BE), granulo (GR), matriz osteoide (OM), tecido
conjuntivo frouxo (LCT), vaso sanguineo (*), célula gigante
multinucleada (cabeca de seta), ostedcitos (seta preta). HE (a, ¢, e, g, i, I)
e PIFG (b, d, f, h, j, m).

Fotomicrografias obtidas do centro do defeito 6sseo apds 45 dias de
implantacdo dos biomateriais nas bordas do defeito 6sseo nos G 20/80 (a-
d), G 60/40 (e-h), G 80/20 (f-m). Matriz osteoide (OM), granulo (GR),
veia central (VC), regido de dura-mater (DM), tecido conjuntivo frouxo
(LCT), vaso sanguineo (*), célula gigante multinucleada (cabeca de seta),
ostedcitos (seta preta). HE (a, ¢, e, g, i, 1) e PIFG (b, d, f, h, j, m).

Fotomicrografia do defeito preenchido por granulos nos grupos no centro
do defeito 6sseo G20/80, G 60/40 e G 80/20, ao longo do experimento.
As fotomicrografias “a” representam o ponto biologico de 15 dias e a letra
“b” representa o ponto bioldgico de 45 dias. HE.
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Fotomicrografias do padrdo de deposicdo de fibras colagenas de forma
conceéntrica ao redor do granulo no centro do defeito 6sseo no grupo G
20/80, ponto bioldgico 45 dias. Granulo (GR), tecido conjuntivo frouxo
(LCT), fibras colagenas (seta preta). HE.

Fotomicrografia que demonstra disposicao das células inflamatérias com
destaque para as células gigantes multinucleadas ao redor e dentro dos
granulos no centro do defeito 6sseo no grupo G20/80, ponto bioldgico 45
dias. Granulo (GR), tecido conjuntivo frouxo (LCT), vaso sanguineo (*),
célula gigante multinucleadas (seta preta). HE.

Fotomicrografias da superficie dos granulos por MEV A, B e C,
respectivamente, correspondem a micrografias da superficie das amostras
de granulos do biomaterial composto de W e B-TCP). As micrografias dos
granulos nas concentracdes 20/80 mostram formas sélidas, variadas e
aleatorias (a e b).

Fotomicrografias da superficie dos granulos por MEV A, B e C,
respectivamente, correspondem a micrografias da superficie das amostras
de granulos do biomaterial composto de W e B-TCP). As micrografias dos
granulos nas concentracdes 60/40 mostram formas sélidas, variadas e
aleatorias (a e b).

Fotomicrografias da superficie dos granulos por MEV A, B e C,
respectivamente, correspondem a micrografias da superficie das amostras
de granulos do biomaterial composto de W e B-TCP. As micrografias dos

granulos nas concentracGes 80/20 mostram formas solidas, variadas e
aleatorias (a e b).

Difratogramas de raios X do compésito 20-80.
Difratogramas de raios X do compadsito 60-40

Difratogramas de raios X do compadsito 80-20



Figura 7 Imagens de MEV e mapeamento elementar dos compésitos 20-80, 60-40
e 80-20.
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1.1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de biomateriais para o reparo do tecido 6sseo tem grande relevancia
devido a crescente incidéncia de desordens dsseas em todo o mundo. Os principais biomateriais
para a regeneracao 0ssea atuam através da estimulacdo bioquimica e, para isso, é necessario
associar diferentes materiais na tentativa de aperfeigcoar as propriedades dos biomateriais, uma
vez que as células respondem a uma variedade de substancias quimicas e biologicas que,
individualmente ou combinadas, sdo capazes de melhorar migracdo, adesdo, proliferacédo e
diferenciacéo celular. :2

Dentre os biomateriais, a wollastonita (W) e o fosfato tricalcico (TCP) vém se
destacando entre as ceramicas. O TCP e um fosfato de célcio com caracteristicas
cristalogréficas e quimicas semelhantes a estrutura 6ssea do corpo humano. A W é um silicato
de célcio bioativo que promove melhorias nas propriedades biomecanicas dos fosfatos de célcio
devido a degradabilidade e a alta bioatividade que possui. %3

Ossilicio presente na W esta relacionado com uma maior osteogénese e um maior reforco
as forcas de tracdo. Estudos cientificos associam um melhor desempenho biolégico da W
devido a participacdo do silicio em processos fisiologicos importantes, ja que se encontra
presente na zona ativa de crescimento 0sseo e estd relacionado com o ciclo celular dos
osteoblastos.>*> AW e 0 TCP, como biomateriais, sio biologicamente compativeis e permitem
substituicdes em sua estrutura quimica, o que resulta em diferentes respostas clinicas e formas
de apresentacdo. A estratégia de associar a W com o TCP possibilita desenvolver um substituto

0sseo com biodegradabilidade e osteogénese similar ao processo fisioldgico de reparacdo dssea.

1.1.1 TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo é uma estrutura dindmica e com notavel capacidade regenerativa. E um
tecido conjuntivo especializado, mineralizado, formado por matriz extracelular (MEC)
impregnada de calcio e fosfato (matriz Ossea) e células que produzem e regulam seu
desenvolvimento.! A MEC tem como funcéo preencher os espagos ndo ocupados por células,
fornecer nutrientes e resisténcia aos tecidos, funcionar como uma estrutura de ancoragem e
migrac&o celular e prover ambiente para sinalizagio celular.? 3

A parte organica da MEC é formada por fibras colagenas constituidas de colageno do
tipo 1 e por uma quantidade pequena de proteoglicanos e glicoproteinas que possuem

participacdo na mineralizacio da matriz dssea. > A porgdo inorganica da matriz Gssea é a parte
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que se encontra mineralizada por ions célcio e ions fosfatos, além da presenca de magnésio e
de outros fons em quantidades menores como: bicarbonato, potassio, sodio e citrato.*

A combinacéo da fase mineral e da fase organica confere ao tecido 6sseo propriedades
unicas, que o tornam resistente as forcas mecanicas. Quando ocorre uma fratura, o processo de
reparo ocorre por meio da formacao de 0sso novo, e nao pela formacéo de tecido fibroso. Para
esse processo, algumas condicOes basicas devem ser respeitadas, como amplo suprimento
sanguineo, boa estabilidade mecénica e fornecimento de um arcabouco que permita migracédo
e acomodac&o celular. 455

As células do tecido 6sseo podem ser agrupadas em duas séries diferentes: células da
linhagem osteoblastica, responsaveis pelo processo de formacdo e mineralizagdo da matriz
0ssea, e células da linhagem osteoclastica, relacionadas com a sua reabsor¢do. Os osteoblastos
sdo células mononucleadas, de origem mesenquimal, que se apresentam como células
polarizadas, com nucleo esférico e citoplasma baséfilo. Os osteoblastos, quando atingem a
maturidade, encontram-se na superficie 6ssea e apresentam-se como células cubicas dispostas
em palicada. Quando os osteoblastos terminam o periodo de secrecdo ativa, achatam-se e
transformam-se em células de revestimento 6sseo ou em ostedcitos.* >

Os osteoblastos sintetizam a matriz organica, constituida por proteinas colagénicas e
ndo colagénicas, tais como, colageno tipo I, osteocalcina, osteopontina, sialoproteina dssea,
osteonectina, proteoglicanas, fosfoproteinas e citocinas. Esses componentes interagem entre si
e organizam-se, fornecendo um arcaboucgo que possibilita a deposicdo de sais minerais, além
do fato de algumas dessas moléculas atuarem diretamente na mineralizacdo. Além disso, 0s
osteoblastos sintetizam fatores de crescimento, que ficam incorporados a matriz 6ssea,
desempenhando um papel determinante, tanto na formacgdo de tecido 6sseo como na
diferenciacédo e na atividade dos osteoclastos. Essas células sdo responsaveis pela transmissao
de sinais para remodelacdo, pois possuem receptores para hormonios e secretam fatores locais
que agem na proliferacio, diferenciacio e atividade osteoblastica. > ©

Os osteoclastos sao células gigantes, multinucleadas, formadas pela fusdo de células
mononucleadas da linhagem hematopoiética, altamente especializadas nos processos de
reabsorcdo da matriz 6ssea, 0 que Ihes confere carateristicas e capacidades Unicas. Trata-se de
um processo altamente organizado e sequencial, constituido por duas fases consecutivas. > 8

A primeira fase da reabsorcao dssea consiste em um processo de acidificacdo do tecido
6sseo através da producado de cations H* e anions CI-, o que provoca a dissolucdo dos cristais
de hidroxiapatita e a consequente libertacdo de célcio (Ca®") e de fosfato (HPO4). Em uma

segunda fase, ocorre a degradacdo completa da fase orgénica por agéo de enzimas proteoliticas,
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responsaveis pela degradacdo das proteinas colagénicas e ndo colagénicas da matriz. Os
produtos da degradagdo da matriz organica sao internalizados e transportados para o interior do
osteoclasto, sendo posteriormente conduzidos para o meio extracelular, 48

O processo de reparo é regido por uma variedade de células, proteinas, enzimas e fatores
de crescimento, tais como: células mesenquimais, fibroblastos, fribronectina, integrina,
fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina, fatores de crescimento do endotélio vascular,
fatores de crescimento derivados de plaquetas, proteinas dsseas morfogenéticas (BMP), dentre
outros. 78910
O reparo 6sseo apresenta duas fases. A primeira fase ocorre nos 15 dias iniciais de reparo
0ssea, sendo possivel observar duas etapas. Na primeira delas, a resposta inflamatdria é do tipo
aguda, caracterizada pela reducdo de irrigacdo sanguinea com alteracdo do metabolismo local
e liberacdo de mediadores quimicos. A segunda etapa é caracterizada pela inflamacéo crénica
granulomatosa com a tentativa de remocéao dos corpos estranhos e do tecido necrosado e pela
mitose celular, com migracéo e ativacgédo dos fibroblastos. > ° 1°

Na segunda fase, que pode durar de 3 a 6 semanas, a reparacdo ocorre por um pico de
producdo das fibras colagenas pelos fibroblastos de uma forma desorganizada. ® Além disso,
desenvolve-se um calo ao redor da fratura e se inicia a ossificagéo do osteoide. O pH tecidual
local se eleva, bem como a deposicdo de célcio. Nessa fase de reparacdo, a matriz osteoide
possui pequena quantidade de material inorganico, sendo classificada como 0sso imaturo ou
primario. Entre 6 e 12 semanas ap0s a fratura, forma-se uma ponte dssea solida que atravessa o
espaco existente, e 0 0sso readquire resisténcia mecanica. Entre 12 e 26 semanas, 0 0SS0 €
classificado como secundario, maduro ou lamelar, pois o calo amadurece e origina uma matriz
osteoide mais mineralizada e com fibras colagenas dispostas em lamelas paralelas, organizadas
de forma espiralada concéntrica. Ainda nessa fase, ocorre o remodelamento, e as proeminéncias
Osseas sdo remodeladas, sendo restaurada a arquitetura 6ssea normal, constituida de 0sso
compacto ou esponjoso. & 78

Lesdes Osseas de dimensdes criticas sdo caracterizadas por comprometimento da
irrigacdo sanguinea e de células, em decorréncia da auséncia de um arcabouco tridimensional
que favorece no reparo. Nessa condicdo, o reparo se da por deposicdo de tecido conjuntivo
fibroso. Faz-se necessario, entdo, a implantagdo de um suporte que oriente a migracdo de células
e de fatores osteogénicos para que ocorra a deposicéo de novo tecido 0sseo. 1

Um modelo experimental bastante utilizado para avaliacdo da regeneracdo 0ssea € a

confeccdo de defeito em calvaria de rato.'® Esse sitio ¢ utilizado, pois tem baixa vascularizagio
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e pequena quantidade de 0sso esponjoso. Além disso, permite confeccionar defeitos 6sseos de
tamanhos diferentes, que podem simular defeitos extensos ou até criticos.'*

Ao confeccionar o defeito 0sseo critico em calvéria de rato, as corticais externa e interna
do osso parietal séo envolvidas, o que permite um Unico sentido para a osteogénese, saindo das
bordas do defeito dsseo até o seu centro. Por isto, a anatomia e a fungdo da regido lesionada
necessitam de uma estrutura que oriente a migracdo celular e favoreca a adesdo celular.
Portanto, defeito dsseos criticos possibilitam avaliar as propriedades de biocompatibilidade e a
capacidade osteocondutora de um biomaterial 1% 8 %5

Diante dessa necessidade, 0s biomateriais podem ser uma opcao terapéutica, uma vez
que sdo produzidos com composi¢do ou arquitetura que visam mimetizar o tecido ésseo. Os
biomateriais devem proporcionar a construcdo de um arcabougo com conexdes internas que
promovam um meio favoravel para o fluxo de células e nutrientes, assim como para a adesdo e
a proliferacdo celular. A porosidade e o tamanho das particulas afetam a taxa de degradacao do
biomaterial e suas propriedades biomecéanicas. 12

Outro fator que ganha destaque nas discussdes relacionadas aos substitutos 6sseos esta
relacionado ao tamanho e a conformacdo do biomaterial. Qual o melhor tamanho e o melhor
formato que o material deve apresentar para que seja osteocondutor? Constitui-se, portanto, um
dos grandes desafios da bioengenharia tecidual 6ssea desenvolver um arcabouco tridimensional
que simule as condigdes fisico-quimicas do tecido 6sseo para que ocorra adesdo, migracgéo,

proliferacéo e diferenciacio celular. 16

1.2 BIOMATERIAIS

Biomaterial é definido como qualquer material, de origem natural ou sintética, que
substitui ou acrescenta uma funcdo natural de uma parte ou de um todo de uma estrutura viva.
O biomaterial, ao ser aplicado, deve manter suas propriedades e caracteristicas estruturais, mas,
simultaneamente, substituir a funcdo para a qual foi criado. Além disso, ele tem de permitir
uma boa adeséo celular a sua superficie, ter propriedades mecanicas adequadas, permitir que a
facil producdo possa ser feita em grandes quantidades e com custos aceitaveis, além de ser
esterilizavel, hemostético e ndo ser oncogénico.’

Dispositivos biomédicos (como biossensores, tubos de circulagdo sanguinea, sistemas
de hemodialise), materiais implantaveis (como suturas, placas, substitutos 6sseos, tenddes, telas
ou malhas, valvulas cardiacas, lentes, dentes), dispositivos para a liberagdo de medicamentos

(na forma de filmes, implantes subdérmicos e particulas), 6rgaos artificiais (como coracao, rim,
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figado, péancreas, pulmdes, pele) e curativos, dentre muitos outros, sdo exemplos de
biomateriais aplicados a satde. 1’

Os biomateriais podem ser classificados quanto a sua composi¢do quimica e ao seu
comportamento biolégico. ¥ Quanto a composicao quimica, podem ser classificados em metais
e ligas metalicas, ceramicos, polimeros e compositos. Quanto ao comportamento bioldgico a
classificagdo vai ser baseada na resposta do tecido hospedeiro. 81 Assim, os materiais podem
ser:

o Bioinertes — Pertencem a esse grupo os materiais que mantém as propriedades
fisicas e quimicas, sem troca idnica, quando expostos ao meio fisiolégico com a formacao de
capsula fibrosa ao redor do material devido a minima resposta inflamatoria entre o biomaterial
e 0 meio bioldgico. 18

o Bioativos — Nesse grupo, os materiais produzem uma resposta tecidual
especifica 0 que promove ligacBes quimicas com o tecido adjacente, sem formar tecido
conjuntivo, o que promove fixagao estavel entre eles.®

. Biodegradaveis ou biorreabsorviveis — Sdo biomateriais que, ao entrarem em
contato com os tecidos, sdo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo organismo de forma
gradual. *

As Dbioceramicas sdo classificadas em bioinertes e bioativas. Como exemplos de
bioceramicas bioinertes pode-se citar a alumina, zirconia e didxido de titanio. A hidroxiapatita,
o fosfato tricalcico e os biovidros sdo exemplos de bioceramicas bioativas. Portanto, a
composicao quimica e a resposta bioldgica do biomaterial ou bioceramicas devem proporcionar
a construcao de um arcabouco com conexdes internas que promovam um meio favoravel para
o fluxo de células e nutrientes, assim como propiciem adesdo e proliferacdo de células. A
porosidade e o tamanho de particula também irdo afetar a taxa de degradacéo do biomaterial e

as propriedades biomecanicas do implante. & 1°
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1. 2.1 MATERIAIS CERAMICOS

A engenharia de materiais classifica os materiais solidos em convencionais e avangados.
Os materiais sélidos convencionais sdo classificados em: metal, cerdmica e polimero. Tal
classificacdo se baseia em sua composicdo quimica e em sua estrutura atbmica. Os materiais
solidos avancados sdo classificados em: materiais com aplicacbes de alta tecnologia,
biomateriais, materiais inteligentes e os de nanoengenharia. *’

As propriedades de alguns materiais estdo diretamente relacionadas as suas estruturas
cristalinas, sua estrutura atbmica e sua composicdo quimica. Todos os metais, alguns materiais
ceramicos e alguns polimeros formam estruturas cristalinas sob condi¢des normais de
solidificacdo. Os materiais que ndo se cristalizam com estrutura atdbmica organizada sao
denominados de materiais ndo cristalinos ou amorfos.’

O termo ceramica vem da palavra grega ‘“keramikos”, que significa "material
gueimado”. As ceramicas sdo materiais inorganicos, ndo metalicos, de composi¢do altamente
variada, adquiridos ap6s tratamento térmico em alta temperatura. Elas sdo compostas por pelo
menos dois elementos, que geralmente possuem estrutura complexa, como materiais
inorganicos, mono e policristalinos, vidros e vitroceramicas. *

No grupo das ceramicas, existem as que sdo a base de silicatos, que sdo compostos
principalmente por silica e oxigénio, normalmente caracterizadas por arranjos de tetraedros de
(SiOs)*. A silica também pode existir como um sélido ou vidro, tendo um alto grau de
aleatoriedade atbmica, que € caracteristico do liquido. Tal material é chamado silica fundida ou
silica vitrea.!" 18

A silica € o material cerdmico mais utilizado e que constitui a base de muitos vidros e
vitroceramicas. As vitroceramicas sdo materiais inorganicos policristalinos, com uma fase
vitrea que € produzida a partir de duas fases. A primeira envolve a fusdo dos atomos do
material, e a segunda, a cristalizacdo do material através da nucleacdo e do crescimento do
cristal. A natureza da fase do cristal, desenvolvida na sintese, tera influéncia sobre a capacidade
de reabsorcdo do biomaterial.’

O processo de biorreabsorcdo ocorre quando a vitroceramica é introduzida em fluido
biologico (SBF), e a superficie do biovidro sofre dissolugdo parcial de célcio e fosfato e
deposicdo de apatita em sua superficie do implante, o que promove a ligacdo quimica com o
tecido 6sseo (Figura 1). 18
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Figura 1 — Representacdo das etapas de deposicdo de HAP dos biovidros em fluido biologico
(SBF).

Fonte: Daguano (2011).

A utilizac&o de biovidros teve origem no final da década de 60 por Larry Hench a partir
do desenvolvimento de materiais a base de vidros silicatos, em um trabalho pioneiro que
resultou na producdo do Bioglass® 45S5. A principal caracteristica dos vidros do sistema
Si02—Ca0—Na20—P20s € sua capacidade de promover uma rapida e duravel ligacdo quimica,
através da interface apatitica com o tecido 6sseo, o que lhe valeu a designacao de vidro bioativo.
Com isso, nasceu o conceito de bioatividade e acelerou-se toda a investigagdo realizada no

campo dos materiais para regeneragio 6ssea.'® 2

1.2.2 WOLLASTONITA (W)

A W ¢ um silicato de célcio que apresenta duas isoformas. A parawollastonita (j3-
CaSiO3), também chamada de W, ¢é a isoforma de baixa temperatura e a pseudowollastonita é
a isomorfa de alta temperatura (~ 1125 °C).2% 22 A W pode ter origem natural ou sintética, sendo
que a sintética apresenta pureza quimica e estrutura mais cristalina, o que caracteriza a principal
diferenca entre estes dois tipos.?® 2* A W de origem natural apresenta composicdo tedrica de
48% CaO (6xido de célcio) e 52% SiO» (dioxido de silicio), podendo estar associada a outros

minerais, como o aluminio (Al), ferro (Fe), magnésio (Mg), titanio (Ti), manganés (Mn) e
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potéssio (K), além de ser o Unico mineral natural com a capacidade de se organizar em forma
acicular ou de agulha.?® 2426

A W apresenta boa resisténcia mecanica e térmica, e sua utilizagdo em compdsitos
ceramicos propicia melhorias em suas propriedades biomecanicas, como: Baixa contracdo e
ponto de fusdo, alcalinidade e atoxicidade. Tais caracteristicas sdo importantes para
biomateriais utilizados como para enxerto 6sseo.?> 2’

A W de origem natural é formada pelo processo chamado de metamorfismo, resultante
da variacdo de calor e pressdo do calcario e da silica. A W sintética possui caracteristicas fisico-
quimicas estaveis, o0 que possibilita produzir os trés tipos presentes na natureza, porém a
pseudo-wollastonita (p-W) ¢ a Gnica das W que se forma em altas temperaturas.?® 2*A p-W é
uma silica estavel a temperaturas de sintese acima de 1030°C, polimorfica e possui estrutura
cristalina capaz de ser bioativa. 2:2° AW e a p-W, quando em contato com os fluidos corpéreos,
formam uma camada de apatita por meio da troca idnica entre HzO™ (ion hidrénio) dos fluidos
corporeos e os ions de célcio da p-W na sua superficie. Como resultado, ocorre a formacao de
uma camada de hidrogel de silica amorfa e aumento do pH de 9,0 para 10,5.%° A alcalinizag¢io
do meio e a formacdo da camada de hidrogel de silica explicam sua superior bioatividade,
quando comparada a de outros biomateriais. 2 3031

A elevada bioatividade da p-W deve-se a sua maior reatividade com os fluidos
bioldgicos. A &rea superficial do biomaterial € onde ocorre o primeiro contato com o meio onde
foi implantado, o que influenciara na interacdo entre o biomaterial e os fluidos bioldgicos, a
adsorcdo de proteinas e adesdo celular. A morfologia superficial do biomaterial tem papel
importante na interagdo entre tecido por modular a atividade celular circunjacente com a
superficie do implante. 32

A biodegradabilidade e a bioatividade encontradas na p-W resultam, entdo, da ligacédo
fisica e quimica a estrutura dssea. De Aza e colaboradores (2000)?! demonstraram que a p-W,
quando implantada em tibias de rato, liga-se ao 0sso mediada por proteina e pelo mecanismo
estes que os autores definiram como dissolucdo—precipitacdo—transformacdo. A dissolucdo—
precipitacdo € o processo responsavel pela formagdo da camada de HAP, por meio da
dissolugdo parcial da silica amorfa e logo apos a precipitacdo de HAP na superficie do
biomaterial, até que ndo haja mais trocas ionicas. O processo de transformacdo seria a fase de
remodelacéo Ossea.®

A presenga do silicio na composicdo da W traz aspectos biologicos importantes, uma
vez que ele desempenha papel priméario na formagdo da matriz 6ssea com ligacdes entre 0

colageno e os proteoglicanos.>® Além disso, estudos tém sugerido que as adi¢Oes de silicio em
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biomateriais influenciam no metabolismo celular, j& que esse ion participa do processo de
mineralizacdo, promove a expressdo de genes relacionados com a atividade 0ssea, estimula a

proliferacdo celular dos osteoblastos e promove a neoformagéo ¢ssea. 3 34 3°

1.2.3 FOSFATO TRICALCICO (TCP)

Biomateriais a base de fosfato de calcio sdo estudados e descritos como op¢éo de enxerto
para tecido 0sseo desde 1894, quando Dreesman relatou o uso de gesso como possivel substituto
0sseo. Na década de 1960, diversos comportamentos bioldgicos relacionados a utilizacédo de
biomateriais foram elucidados pelos trabalhos desenvolvidos por Hench. Isso porque o0s
achados constataram que a fase mineral de alguns biomateriais era similar a dos dentes e 0ss0s
humanos. Essa semelhanca é explicada pela natureza quimica desses biomateriais que, por
serem formados basicamente por ions célcio e fosfato, participam ativamente do equilibrio
ionico entre os fosfatos de calcio e os fluido bioldgicos.*

O B-TCP ocorre no célculo dentario, salivar e urinario, em lesdes cariosas e calcificagcdes
em tecido mole. Apresenta formula quimica Cas(PO4). e pode ser sintetizado a partir do fosfato
de célcio amorfo ou hidroxiapatita deficiente de calcio, em quatro formas cristalinas, a depender
da temperatura de transi¢do. As fases a ¢ B sdo quimicamente idénticas, embora, em meio
bioldgico, comportam-se de forma diferente. A fase § ¢ mais usada em compostos monofasicos
ou bifasicos, pois possui um maior indice de solubilidade do que a fase o ¢ por possuir maior
energia especifica superficial. Os TCP podem ser obtidos por diferentes vias de sintese, o que
possibilita a aquisicdo com caracteristicas particulares e respostas bioldgicas diferentes. As vias
mais utilizadas para sua sintese sdo a via Umida e a reacio de estado solido.®? Na reacéo de
estado solido, o material é aquecido em temperatura superior a 1000 °C. 4°

Entre 1120 e 1180 °C, ha conversdo de B-TCP para o-TCP. O B-TCP permite a
substituicdo do ion célcio por ion magnésio em sua estrutura, 0 que promove 0 aumento da
temperatura de transi¢do da fase f§ para a fase a, tornando-0 mais estavel a temperaturas acima
de 1400 °C, enquanto que, em sua composi¢do sem substituicdes idnicas, ha transicdo da fase
a-TCP para o’-TCP. O aparecimento da fase y-TCP s0 é possivel sob condi¢cbes de elevada
pressdo, e a fase o’-TCP n&o é conhecida devido a dificuldade de preparagéo. ¢ 3839

As ceramicas de TCP apresentam instabilidade pela solubilidade quando em presenga
de umidade. A solubilidade dos fosfatos de calcio em agua é uma das principais vantagens
quando utilizados in vivo. De uma forma geral, a dissolucdo esta relacionada com a razéo molar

Ca/P.% Quanto maior concentragio molar de célcio, menos soltvel serdo os fosfatos de calcio.
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O pH é outro fator que influencia na degradagdo da cerdmica in vivo, conforme o pH diminui,
mais sollvel se torna o fosfato de calcio, pela troca idnica com o meio fisioldgico.*® Estes
fatores determinam a biodegradabilidade dos fosfatos de célcio.

A solubilizacao dos cristais de fosfato de calcio promove a sua troca ibnica com o0 meio
bioldgico, o que leva a reducdo do pH, que influencia na migrac&o celular, adsor¢éo de proteinas
e deposicdo de calcio e fosfato na forma de HAP (Figura 2). *°> Os TCP sio reabsorvidos entre
6 e 15 semanas apoOs implantados, diferente da HAP, que pode levar 4 ou 5 anos para ser

reabsorvido. 36 3741
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Figura 2 — Representacdo esquematica do processo de dissolucdo dos fosfatos de célcio apos
implantacdo; 1 e 2: inicio e continuagdo do processo de reabsorcdo; 3: Equilibrio ibnico entre
implante e tecido; 4: adsorcdo de proteinas; 5 e 6: adesdo e proliferacdo celular; 7: deposicdo
de HAP; 8: 0sso neoformado

Fonte: Adaptado de Bertazzo (2010).

1.2.4 COMPOSITO DE W-TCP

A sintese do compdsito W-TCP pode ocorrer por meio de altas temperaturas eutéticas.
Nesse processo, ocorre a fusdo dos seus componentes e a producdo de um sistema eutético de
W-TCP. Esse sistema, entdo, serd constituido por atomos que estdo distribuidos de maneira
desordenada, formando uma estrutura amorfa.®® ** Contudo este processo resulta na formagéo
de espacos diminutos intraparticulas, menores do que 100 um, resultando em uma matriz cuja
porosidade ndo contribui para a migragdo celular e osteogénese no interior do arcabouco
tridimensional. #° Outra desvantagem dessa via de sintese € que ela necessita de varias etapas e
altas temperaturas por um longo tempo. 4% 46

Outro processo de sintese de compositos é a técnica sol-gel. Tal método de via imida

utiliza alcoxidos metalicos ou sais inorganicos como fonte de cétions e anions, 4gua como
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agente de hidrolise e alcodis como solventes. A utilizacdo do processo sol-gel para a obtengéo
de recobrimentos de fosfatos de calcio € bastante recente, porém este método apresenta controle
das caracteristicas do recobrimento; baixas temperaturas de processo; permite a obtencédo de
diferentes fosfatos de calcio; possibilidade de recobrimento de substratos metalicos e também
poliméricos; simplicidade do equipamento tecnoldgico empregado; baixo custo. ¥

De Aza e colaboradores (1995)%° desenvolveram uma ceramica bioativa, formada por
p-W e a-TCP, denominada de Bioeutectic®. Esse composito é sintetizado através de uma lenta
solidificacéo, a uma temperatura eutética de 1500 °C, por um periodo de quatro horas. Quando
esse sistema esta por volta de 1250 °C, ha a transi¢cdo de uma fase cristalina para uma fase
amorfa. Ao final desse processo, obtém-se um composto binario com 60% p-W e 40% o-TCP.
Por levar a wollastonita a temperaturas bem elevadas, a p-W torna-se um biovidro e se funde a
a-TCP. Sua estrutura é densa e se organiza em colbnias quase esféricas, com tamanho médio
de 20 = 5 um e diametro de 10-0,9 pum. 3

O potencial osteocondutor e a bioatividade do Bioeutectic® vém sendo testados em
diversos modelos experimentais. Foram realizados experimentos in vitro com cultura de
osteoblastos em fluido corpdreo simulado (FCS) e saliva da glandula pardtida. 3* 3 Esses
trabalhos avaliaram as propriedades fisico-quimicas, bem como o potencial osteocondutor
desse compdsito. Nos testes in vivo, o Bioeutectic® foi implantado em tibia de coelho adulto e
fémur de rato e, em ambos 0s modelos, os resultados mostraram uma rapida dissolug¢do do a-
TCP em pseudoapatitas e adesdo de células osteoblasticas, mediada por proteinas.3 % A
principal desvantagem das TCP esta relacionada a sua resisténcia mecanica, que € igual ou
menor do que a porcdo esponjosa do 0sso, € a rapida biodegradabilidade. A p-W funcionou
como refor¢o mecanico para a a-TCP e proporcionou bioatividade ao composto, com a
liberacdo do Si, Ca e P para o meio fisiologico. 3234 3

A sinterizacdo é uma via de aquisi¢do do compdsito W-TCP. Trata-se de um processo
de aquecimento abaixo do ponto de fusdo, em condi¢Ges controladas, para produzir estruturas
metalicas, ceramicas e compdsitos metais-ceramicos. Esse agquecimento promove a unido por
coalescéncia entre as particulas, isto ¢é, fusdo das superficies adjacentes, estruturas cristalinas e
peca sdlida coerente. 4’

A sinterizacdo permite determinar o estado de agregacéo das particulas, o que possibilita
a elaboragdo de matrizes tridimensionais, com conexdes intra e interparticulas que favoregam
a osteogénese. A porosidade de um material utilizado como suporte e matriz para migracao e
ancoragem celular deve simular o sistema de comunicacdo vascular 6sseo, de modo que 0s

poros cheguem na ordem do didmetro harvesiano (50 a 250pum). 3 4849
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Contudo, durante o resfriamento, o volume especifico do material diminui
gradualmente. Em determinada temperatura, chega-se ao equilibrio entre a fusdo de cristais e 0
estado o liquido. Nessa fase, se houver mudanca de temperatura, pode ocorrer cristalizacao e
reducdo do volume especifico do material, 0 que pode diminuir a bioatividade, ou havera a
formacgdo de um liquido super-resfriado, o que leva a formacgdo da fase vitrea. 8 52 S3A
cristalizacdo parcial de sistemas vitreos possibilita melhorias nas propriedades mecéanicas com
reducio da bioatividade ou até torna-lo inerte.*®

Os biovidros com maiores teores de silicio podem ser submetidos a tratamentos térmicos
em temperaturas mais elevadas, sem cristalizar totalmente, do que aqueles que possuem 6xidos
modificadores. E bem estabelecido que a reducio da relagdo entre area superficial e volume do
material é a forca motriz para a sinterizacdo de materiais ceramicos. A superficie de um material
é considerada um defeito superficial, sendo uma regido de alta energia. Dessa maneira, durante
a sinterizacdo, ocorre a aproximacao de particulas, levando a formacao de pescoco entre elas e
a contracdo volumétrica do material. Ao fim do processo, ha expressiva reducéo de sua area
superficial especifica, fazendo com que o sistema alcance uma condi¢do de menor energia livre.
Essa reducdo da area superficial também acarreta na diminuicdo da bioatividade do biovidro.
50, 51, 54,35 portanto, as rotas de sintese mostram uma profunda influéncia dos métodos de

preparacgéo sobre as propriedades das bioceramicas.
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2 JUSTIFICATIVA



31

Especialistas afirmam que o nimero de fraturas e diagnosticos de doencas 0sseas deve
ultrapassar 5 milhdes até 2050, de forma que esses quadros devem mobilizar ainda mais
recursos econdmicos em escala mundial. Além disso, o0 aumento da longevidade da populacéo
mundial faz com que o tecido 6sseo sofra processos degenerativos ou traumas. *?

Lesdes Osseas de dimensdes criticas sdo caracterizadas por comprometimento da
irrigacdo sanguinea e de células, em decorréncia da auséncia de um arcabouco tridimensional
que auxilie seu reparo. Nessa condicdo, o reparo se d& por deposi¢cdo de tecido conjuntivo
fibroso, que ndo fornece a organizacdo estrutural ao tecido. Faz-se necessaria, entdo, a
implantacdo de um arcabouco que oriente a migracao de células e de fatores osteogénicos, para
que ocorra a deposicdo de novo tecido 6sseo.* A bioengenharia tecidual associa diferentes areas
do conhecimento — ciéncias exatas (engenharias, quimica e fisica), bioldgicas e da satde, a fim
de desenvolver ou aperfeicoar biomateriais que estimulem a regeneragéo tecidual.

Nesse contexto, associar materiais com caracteristicas diferentes possibilita a
construcdo de um arcabouco com melhores propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas, por
serem utilizados os aspectos favoraveis individuais de cada composto para tal construgdo. Esse
arcabouco deve contribir para implantacéo, migracéo e proliferacdo celular, fundamentais para
a regeneracdo tecidual. Portanto, utilizar um compdsito a base de p-W, silicato de célcio
bioativo e biodegradavel, e B-TCP, fase mais estavel dos fosfatos tricalcico e biorreabsorviveis,
em diferentes concentracfes, permite analisar a resposta tecidual e o comportamento do

compdésito de p-W/B-TCP apds implantagdo em defeito 6sseo critico.
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3 HIPOTESES
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3.1 HIPOTESE ALTERNATIVA
O composito p-W e B-TCP, em diferentes concentracdes, aplicado no modelo

experimental de defeito dsseo critico, permite apresentar biocompatibilidade e osteoconducéo.

3.2 HIPOTESE NULA
O compdsito p-W e B-TCP, em diferentes concentracbes, aplicado no modelo
experimental de defeito 0Osseo critico, ndo permite apresentar biocompatibilidade e

osteoconducéo.
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4 OBJETIVOS
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4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, ap6s implantagéo in vivo, em defeito 6sseo critico em calvéria de rato, o
comportamento osteogénico do composito de p-wollastonita e B-fosfato tricalcico em diferentes

concentracdes para aplicacdo na terapia tecidual dssea.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar, por meio de andlise histomorfométrica, a resposta bioldgica do
composito  pseudo-wollastonita e B-fosfato tricalcico, em diferentes

concentracgdes, apds implantacdo em defeito 6sseo critico.

= Descrever as caracteristicas fisico-quimicas do composito pseudo-wollastonita
e B-fosfato tricalcico no formato de granulos em diferentes concentracdes para a

regeneracao 6ssea.
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5.1ARTIGO 1
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Qualis: Al

Andlise histomorfoldgica e histomorfométrica do composito wollastonita e fosfato
tricalcico em diferentes concentragdes ap6s implantacgao in vivo

Histomorphological and histomorphometric analysis of wollastonite composite and
tricalcium phosphate at different concentrations after in vivo implantation
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Resumo

A wollastonita e o fosfato tricalcico sdo biomateriais que contribuem para a osteogénese. O
desenvolvimento de um comp@sito a partir desses dois biomateriais confere as propriedades de
bioatividade e biodegradagdo. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio da
histomorfometria, ap6s implantacdo in vivo, em defeito 6sseo critico em calvaria de rato, o
comportamento osteogénico de um novo compdsito constituido de diferentes concentracdes de
p-wollastonita e B-fosfato tricalcico. Foram utilizados 40 ratos, distribuidos aleatoriamente para
compor quatro grupos, com cinco animais em cada grupo com pontos biologicos de 15 e 45
dias: G20/80 — defeito dsseo critico preenchido com granulos 20% p-wollastonita e 80% [3-
fosfato tricalcico; G60/40 — defeito dsseo critico preenchido com granulos 60% p-wollastonita
e 40% B-fosfato tricalcico; G80/20 — defeito Osseo critico preenchido com granulos 80% p-
wollastonita e 20% B-fosfato tricalcico; GC — defeito dsseo critico preenchido com codgulo. A
analise histomorfologica evidenciou que, em todos os grupos, os compodsitos foram
biocompativeis e bioativos. O G60/40 apresentou melhores resultados com 65% de
preenchimento por matriz osteoide aos 45 dias. Os demais grupos formaram percentuais de
neoformacao Ossea similares em ambos os pontos bioldgicos. Os compdsitos estudados sdo
biocompativeis, preenchedores e osteocondutores.
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INTRODUCAO

A utilizac8o de biomateriais na odontologia e na medicina tem sido uma aliada para a
devolucdo da satde, da funcéo e da estética de areas com grandes perdas 6sseas. Os substitutos
0sseos, definidos como biomateriais, de origem natural ou sintética, sdo destinados a interagir
com sistemas bioldgicos, de forma transitoria ou permanente, com o objetivo de ativar,
aumentar ou substituir tecidos bioldgicos ou o6rgdos.l ? Para isso, faz-se necessario o
entendimento de respostas bioldgicas, a partir das propriedades fisicas, mecénicas e quimicas
desses biomateriais. A bioengenharia tecidual utiliza conhecimentos das ciéncias bioldgicas e

das engenharias para desenvolver novas tecnologias, técnicas e substitutos teciduais.

Lesdes Osseas de dimensdes criticas sdo caracterizadas por comprometimento da
irrigacdo sanguinea e de células, em decorréncia da auséncia de um arcabouco que auxilie no
reparo. Nessa condicdo, o reparo se da por deposicao de tecido conjuntivo fibroso, o que ndo
fornece organizacéo estrutural ao tecido, tornando necesséaria a implantacdo de um arcabouco
que oriente a migracdo de células e de fatores osteogénicos para que ocorra a deposicdo de novo
tecido 6sseo.3 Diante dessa necessidade, os biomateriais podem ser uma opcao terapéutica, uma
vez que sdo produzidos com composi¢do ou arquitetura similares as do tecido 6sseo. Além
disso, possuem boa disponibilidade, facil esterilizacdo e menor chance de causar morbidades.
Para que seja viavel a utilizacdo desses materiais como substitutos 6sseos, é necessario haver
biocompatibilidade, osteoconducéo e biodegradagio.t *

O fosfato tricalcico (TCP) e a wollastonita (W) vém se destacando entre os biomateriais.
O TCP é uma ceramica ndo imunogénica, com biodegradabilidade e biocompatibilidade
similares as da estrutura 6ssea. A W é um silicato de célcio bioativo que promove melhorias
nas propriedades biomecanicas dos fosfatos de calcio devido a alta degradabilidade e a
bioatividade inerentes a suas propriedades. O silicio presente na W esta relacionado com uma
maior osteogénese devido a participagdo em processos fisioldgicos importantes, como ciclo
celular dos osteoblastos. * 4 °

A estratégia de associar a W com o TCP, em diferentes concentracdes, possibilita o
desenvolvimento de um substituto 6sseo com biodegradabilidade e osteogénese similares as do
processo fisioldgico de reparacdo Ossea. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar, apds
implantagéo in vivo, 0 comportamento osteogénico de um novo composito constituido de p-
wollastonita (p-W) e pB-fosfato tricalcico (B-TCP) em diferentes concentrac6es para aplicagdo

na terapia tecidual 0ssea.
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MATERIAIS E METODO

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisas no Uso de Animais
(CEUA), da Universidade Federal da Bahia (UFBA), com numero de protocolo 128/2017 e
aprovacao seguindo as Normas Eticas de Pesquisas em Animais (Lei n°. 11.794 de 2008), bem
como as Normas Nacionais de Biosseguranca e as diretrizes do Instituto Nacional de Saude

para o cuidado e uso de animais de laboratorio (NIH Publicacdo n © 85-23, ver. 1985).

Biomateriais
Sintese e caracterizacdo fisico-quimica

Os biomateriais de W-TCP (80-20, 60-40 e 20-80) foram preparados, caracterizados e
fornecidos pelo Instituto de Ceramica e Vidro (ICV-CSIC, Madrid, Espanha). As composicdes
dos biomateriais foram escolhidas para obter diferentes graus de reabsor¢édo, tendo em mente
que a W é mais soltvel e bioativa do que TCP em fluidos fisioldgico. °

Durante a preparacdo do composito p-W/B-TCP, foram utilizadas wollastonita natural,
CaSiO3 (NYCO, NYAD M1250, Batch Number M1404227J01), cuja composi¢do molar foi de
52,94% de SiO; e 44,94 de CaO, e fosfato tricalcico, Caz(POa4)2 (Sigma-Aldrich, Ref. 21218,
Lote Nimero BCBM7330V) em diferentes quantidades a depender da concentracdo desejada
de W e TCP. Os comp6sitos foram secos a 60 °C por 24 h. Ap6s secagem, 0s materiais foram
sinterizados a uma temperatura fixa de 1250 °C, mas em tempos diferentes, de acordo com a
concentracdo desejada (Tabela 1). Apos sinterizacdo, utilizou-se microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) para caracterizacdo dos granulos. Observa-se que os granulos com 20 % de
p-W/ 80% de B-TCP consistiram principalmente de P cristalino, a-TCP e W-2M, nessa ordem
de abundancia, e pequenas quantidades de PS-W cristalino, e fase vitreo amorfa. Por outro lado,
com 60 % de p-W/ 40% de B-TCP e 80 % de p-W/ 20% de B-TCP, os granulos foram compostos
de PS-W cristalino e B-TCP, e fase vitrea amorfa. Os compdsitos apresentaram porosidade

intragranular de 42% e intergranular de 19%.
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Quantidade Composic¢éo quimica esperada Condicbes de
MP (%om/m) sinterizagéo
Material w TCP CaO
(9) (9)

SiO2 P20s5 Outros  T(°C) t(min)

80-20 80,0 20,0 51,34 10,61 35,72 2,33 1250 5
60-40 60,0 40,0 48,25 31,87 17,89 1,99 1250 60
20-80 20,0 80,0 46,70 42,52 8,85 1,93 1250 180

Tabela 1 — Composicao quimica dos compositos em diferentes concentragdes e temperaturas utilizadas
para obté-las

Procedimentos experimentais

Técnica cirdrgica

Quarenta ratos Wistar albinos, machos, adultos, com peso corporal entre 350 e 400g,
foram distribuidos, aleatoriamente, em oito grupos experimentais, com cinco animais em cada:
G20/80 — defeito 6sseo critico preenchido com granulos 20% p-wollastonita ¢ 80% B-fosfato
tricalcico; G60/40 — defeito dsseo critico preenchido com granulos 60% p-wollastonita e 40%
B-fosfato tricalcico; G80/20 — defeito oOsseo critico preenchido com granulos 80% p-
wollastonita e 20% B-fosfato tricalcico; GC — defeito dsseo critico preenchido com codgulo.
Os grupos foram avaliados nos pontos bioldgicos de 15 e 45 dias. Durante todo o experimento,
os animais foram mantidos em caixas plasticas individuais, identificadas conforme grupo
experimental e o ponto bioldgico; e receberam racdo e agua ad libitum.

Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitonial de cloridrato de xilazina
(0,06 ml/kg) e cloridrato de cetamina (0,12 ml/kg). Apds a anestesia, foi realizada a tricotomia
e a antissepsia da regido da calvaria com alcool iodado. Posteriormente, foi confeccionado um
defeito 6sseo critico de aproximadamente 8,0 mm de diametro na por¢do mediana da calvéaria
com uma fresa trefina. Esse defeito foi preenchido de acordo com o0s grupos experimentais pré-
estabelecidos e citados na etapa anterior. Ao atingir o ponto bioldgico de 15 e 45 dias, 0s
animais foram eutanasiados por aprofundamento da anestesia, de acordo com a Resolucédo
Normativa n® 37/2018 do Conselho Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal
(CONCEA).



41

Processamento dos espécimes

Os espécimes foram fixados em formaldeido tamponado a 4% por 72 horas,
seccionados ao meio, obtendo-se a porcdo anterior e a posterior. A porcdo posterior foi
descalcificada com EDTA a 5%, por 7 dias, e depois foi incluida em parafina. A porgao anterior
permaneceu em formol para ser emblocada em resina. Cada espécime foi cortado em 5 pm de
espessura e corado com Hematoxilina-Eosina (HE) e Picrossirius-Red (PIFG), para a analise
histoldgica por microscopia dptica. As imagens histoldgicas foram obtidas com camera digital
(DFC310FX — Leica®) acoplada ao microscopio éptico (DM6 B — Leica®).

Andlise estatistica

Na anélise histomorfomeétrica, utilizou-se o software Leica Application Suite (LAS) v.
4.12 (Leica®) para quantificar o preenchimento linear (mm) e a area (mm?) do defeito dsseo
critico por neoformacdo Ossea. Para comparar as diferencas entre 0s grupos experimentais,
fixando o ponto bioldgico e testando diferentes grupos, utilizou-se os testes nao paramétricos
Kruskal-Wallis test (entre trés grupos) e o Mann-Whitney test (entre dois grupos). Para
comparar as diferengas entre 0s grupos experimentais fixando o grupo e testando diferentes
pontos bioldgicos, utilizou-se o teste ndo paramétrico Wilcoxon Signed Ranks test. As analises
foram realizadas com uso do software IBM SPSS Statistics v. 20 for Windows 2010, com nivel

de significancia de 5% (p < 0.05).

RESULTADOS
Analise histolégica
G 20/80

Aos 15 e 45 dias, foi possivel observar a matriz osteoide reacional nas bordas do
defeito com espessura proporcional ao 0sso antigo e com presenca de ostedcitos (Figura 1).
Em ambos os pontos biol6gicos ndo houve deposigdo de matriz osteoide no centro do defeito,
porém deposicao de tecido conjuntivo recém-formado circunjacente ao biomaterial, vasos
sanguineos e presenca de células gigantes multinucleadas (Figura 2). Os granulos
encontraram-se aspecto mais evidentes de biodegradaveis aos 45 dias do que aos 15 dias de
pos-operatdrio (Figuras 1 e 3), com presenca de inflamag&o aguda e cronica granulomatosa

ao redor deles (Figuras 3 e 4). Em ambos os pontos biologicos, foi observada a presenca de
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septos no interior do biomaterial (Figura 1). Aos 15 e 45 dias, o defeito foi preenchido por
toda a extensdo em multiplas camadas de granulos (Figura 5). Aos 45 dias, observou- se, no
intersticio dos granulos, a presenca de células mesenquimais. A deposicao de fibras colagenas
ocorreu em camadas concéntricas mais densas e organizadas na periferia dos granulos; no
centro dos granulos, fibras coldgenas com organizacdo frouxa (Figura 6). Foi possivel
visualizar, aos 45 dias, células inflamat6rias com destaque para as células gigantes ao redor

e dentro dos granulos (Figura 7).

Grupo 60/40

Observou-se, no ponto bioldgico de 15 dias, deposic¢éo de matriz osteoide de aspecto
reacional, a partir das bordas do defeito 6sseo e em direcdo centripeta (Figura 1). Aos 45 dias,
a deposicao de osteoide foi notada além das bordas 6sseas na regido central do defeito,
circunjacente e no interior das particulas do biomaterial, preenchendo todo o defeito (Figuras
2 e 4). E possivel distinguir regides, aos 45 dias, de matriz osteoide com carateristica mais
organizada e densa da matriz imatura. Além disso, observou-se a formacdo de medula 6ssea
por toda a extens&o linear do defeito (Figura 4). Tanto aos 15 quanto aos 45 dias, os granulos
ocuparam toda a extensdo do defeito, dispostos em multiplas camadas (Figura 5), com
diferentes tamanhos e com aspecto discretamente basofilico (Figuras 2 e 4), reticulado no
centro e, por vezes, circundados por osteoblastos. Aos 45 dias, notou-se que os granulos
apresentaram menor diametro e foram substituidos ora por tecido conjuntivo, ora por matriz

osteoide em relagéo aos 15 dias.

Grupo 80/20

Aos 15 e 45 dias, observou-se discreta formacdo de matriz osteoide reacional nas
bordas do defeito (Figura 1). Porém foi possivel observar o preenchimento de todo o defeito
por multiplas camadas de granulos e em diferentes tamanhos (Figura 5). Adjacente aos
granulos, houve reagdo inflamatdria crbénica do tipo granulomatosa, acentuada com a
presenca de macrofagos e células gigantes (Figuras 1 e 4). Aos 45 dias, observaram-se finos
septos de fibras colagenas permeando e penetrando nos granulos em direcdo centripeta, com
fibras coldgenas mais densas, organizadas em camadas paralelas e com tecido conjuntivo

frouxo em meio as fibras colagenas (Figura 4). Aos 45 dias, houve formacdo de vasos



sanguineos interligando os granulos sendo possivel observar pequenas areas de matriz

osteoide nas regides mais periféricas do defeito, com presenca de ostedcitos (Figura 4).
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Figura 1 — Fotomicrografias obtidas da borda do defeito apds 15 dias de implantacéo dos biomateriais nos G 20/80
(a-d), G 60/40 (e-h), G 80/20 (f-m). Matriz osteoide (OM), granulo (GR), veia cefral (VC), regido de dura-mater
(DM), tecido conjuntivo frouxo (LCT), vaso sanguineo (*), célula gigante multinucleada (cabega de seta),
ostedcitos (seta preta). HE (a, ¢, e, g, i, 1) e PIFG (b, d, f, h, j, m).
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Figura 2 — Fotomicrografias obtidas do centro do defeito 6sseo apds 15 dias de implantagdo dos biomateriais nos
G 20/80 (a-d), G 60/40 (e-h), G 80/20 (f-m). Veia central (CV), granulo (GR), regido de dura-mater (DM), tecido
conjuntivo frouxo (LCT), veia central (VC), vaso sanguineo (*), células gigantes multinucleadas (cabeca de seta),
vaso sanguineo (*), célula gigante multinucleada (cabeca de seta). HE (a, ¢, e, g, i, I) e PIFG (b, d, f, h, j, m).




Figura 3 — Fotomicrografias obtidas da borda do defeito 6sseo apds 45 dias de implantagio dos biomateriais
nas bordas do defeito 6sseo nos G 20/80 (a-d), G 60/40 (e-h) e G 80/20 (f-m). Borda 6ssea (BE), granulo (GR),
matriz osteoide (OM), tecido conjuntivo frouxo (LCT), vaso sanguineo (*), célula gigante multinucleada (cabeca
de seta), osteocitos (seta preta). HE (a, ¢, €, g, i, I) e PIFG (b, d, f, h, j, m).
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Figura 4 —Fotomicrografias obtidas do centro do defeito 6sseo apds 45 dias de implantagéo dos biomateriais no
centro do defeito 6sseo nos G 20/80 (a-d), G 60/40 (e-h), G 80/20 (f-m). Matriz osteoide (OM), granulo (GR),
veia central (VC), regido de dura-mater (DM), tecido conjuntivo frouxo (LCT), vaso sanguineo (*), célula gigante
multinucleada (cabeca de seta), ostedcitos (seta preta). HE (a, c, e, g, i, I) e PIFG (b, d, f, h,j,m).
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Figura 5 — Fotomicrografias dos defeitos preenchidos por granulos nos grupos G 20/80, G60/40 e G80/20, ao
longo do experimento. As figuras “a” representam o ponto bioldgico de 15 dias e a letra “b” representa o ponto
bioldgico de 45 dias. HE.
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Figura 6 — Fotomicrografias do padréo de deposicéo de fibras coldgenas de forma concéntrica ao redor do granulo
no centro do defeito dsseo no grupo G20/80, ponto bioldgico 45 dias. Granulo (GR), tecido conjuntivo frouxo
(LCT), fibras colagenas (seta preta). PIFG.

Figura 7 — Fotomicrografias que mostram disposi¢do das células inflamatérias com destaque para as células
gigantes multinucleados ao redor e dentro dos granulos no centro do defeito 6sseo no grupo G20/80, ponto
biologico 45 dias. Granulo (GR), tecido conjuntivo frouxo (LCT), vaso sanguineo (*), célula gigante

multinucleadas (seta preta). HE.
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Analise histomorfomeétrica e estatistica
A andlise da area preenchida por matriz osteoide neoformada entre grupos ndo apontou

diferenca estatisticamente significante entre as médias dos grupos (Mann-Whitney p = 0.044),

como é demonstrado na Tabela 2.

Pontos bioldgicos

. . Wilcoxon

Grupo 15 dias 45 dias Test
G20/80 0,18+0,32 (7,79%) 0,52+0,15 (16,15%) p=0,893
G60/40 0,47+058 (16,64%) 4,48+1,62 (65,25%) p=0,109
G80/20 0,35+0,32 (16,55%) 0,17+0,20 (5,80%) p=0,715

15 dias 45 dias
G20/80 x G60/40 x _ G20/80 x G60/40 x _
K.W. Test G30/20 p=0,997 G80/20 p=0,331
Mann- G20/80 x G60/40 p=0,921 G20/80 x G60/40 p=0,249

Whitney ~ G20/80 x G80/20  p=0,798  G20/80x G80/20  p=1,000
Test G60/40 X G80/20  p=0,921  GG0/40x G80/20  p=0,163

Tabela 2 — Dados de area (mm?) de preenchimento do defeito por neoformagao 6ssea em relagéo ao total. Médias,

desvio padrdo e percentual.
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A analise da extensdo linear de matriz osteoide neoformada entre grupos ndo apontou
diferenca estatisticamente significante entre as médias dos grupos (Mann-Whitney p = 0.044),

como é demonstrado na Tabela 3.

Pontos bioldgicos

. . Wilcoxo

Grupo 15 dias 45 dias A Test
G20/80 0,83+1,33 (13,64%) 0,94+0,28 (13,49%) p=0,686
G60/40 1,39+1,43 (20,22%) 8,41+0,13 (100,00%) p=0,109
G80/20 1,36+1,19 (34,84%) 0,81+0,96 (11,93%) p=0,465

15 dias 45 dias
G20/80 x G60/40 x _ G20/80 x G60/40 x _

K.W. Test G30/20 p=0,970 G80/20 p=0,263

Mann- G20/80 x G60/40 p=0,921 G20/80 x G60/40 p=0,249

Whitney G20/80 x G80/20 p=0,798 G20/80 x G80/20 p=0,371
Test G60/40 x G80/20 p=0,921 G60/40 x G80/20 p=0,163

Tabela 3 — Dados da extensdo linear (mm) de preenchimento do defeito por neoformacdo 6ssea em relacdo ao

total. Médias, desvio padréo e percentual.

DISCUSSAO

Os enxertos autdégenos constituem uma excelente opcao de substituto dsseo, uma vez
que sdo osteocondutores e osteoindutores. No entanto, para a utilizacdo desse tipo de enxerto,
é necessario um procedimento cirurgico adicional na regido doadora do tecido e, muitas
vezes, a quantidade adquirida de osso € insuficiente. Portanto, uma opg¢do para casos que
necessitem de substituto 0sseo € o enxerto aloplastico. O enxerto aloplastico precisa ter
propriedades, composicdo quimica e degradacdo adequadas; ser atoxico, possuir
biodegradabilidade, ser eficaz. Deve ainda fornecer suporte mecéanico para a colonizacdo
celular, estimular a migrag&o, adesdo e diferenciacéo de células osteoprogenitoras e favorecer
aangiogénese.® Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento osteogénico
de um novo composito constituido de diferentes concentracdes de p-W e B-TCP como uma

opcéo terapéutica de enxerto 4sseo.
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Foi utilizado o modelo experimental de defeito dsseo critico em ratos, pois, uma vez que
a lesdo Ossea tem morfologia e dimensdes criticas, associadas a deficiéncia na vascularizagéo,
€ necessaria uma terapéutica alternativa e complementar para garantir a regeneracdo éssea.
Dentre os diferentes materiais utilizados nas Gltimas décadas, a associa¢do da W com o a fase
a-TCP vem sendo desenvolvida para que haja melhor compreensdo da funcdo bioldgica
(biocompatibilidade, osteogénese, osteoinducéo e osteoconduc¢éo) necessaria para ser utilizado
como enxertia 6ssea. -4 ©

Os compositos mostraram-se circundados por reagcdo granulomatosa nos grupos em que
os granulos nas concentracdes 20/80, 60/40 e 80/20 foram implantados aos 15 dias. Ao
implantar um biomaterial, espera-se uma resposta inflamatoria local, devido ao rompimento de
vasos sanguineos em decorréncia da leséo tecidual e pela presenca do material em contato com
os fluidos corporeos.?3® Desta forma, o biomaterial estudado foi biocompativel.

A formacéo de septos fibrosos e a presenca de células inflamatorias na porcéao interna
dos granulos como células gigantes corroboram o estudo realizado por Furusawa e
colaboradores (1998)8 em ratos tratados com Biogran® (vidro bioativo, Orthovita, Malvern,
PA), pois foi observado que, em uma semana de reparo, havia células osteogenitoras nas
fissuras dos granulos do biomaterial. Na terceira semana, observaram que o centro dos granulos
foi preenchido por células osteogénicas e, apds 4 semanas, houve reabsor¢do do centro do
grénulo, fagocitose e formacdo de matriz osteoide.

No nosso estudo, foi observado, aos 15 e 45 dias, que o tamanho e o formato dos
granulos, em ambos os grupos do compdsito p-W/B-TCP, no defeito dsseo, permitiram a
disposicao deles, em sua maioria, em multiplas camadas, com formacédo de interconexdes e
porosidade, o0 que contribuiu para a neoangiogénese em uma fase inicial e mais tardia da
reparacdao. A deposicdo de matriz osteoide concentrou-se apenas nas bordas do defeito, nas
concentracdes de 20/80 e 80/20, em ambos pontos bioldgicos. No entanto, o grupo 60/40
apresentou deposicao de matriz osteoide nas bordas e ao longo de todo o defeito dsseo, inclusive
no centro. Coathup e colaboradores (2018)° informam que n&o ha consenso nos estudos com
foco na regeneracgédo 0ssea sobre um nivel ideal de porosidade formada pelos biomateriais que
propicie a migracdo e a fixagdo celular. Em outro estudo, Fetner e colaboradores (1994)%°
utilizaram biovidro (PerioGlas®) com granulometrias diferentes (90-310um e 500-710um)
para regeneracdo 0ssea por meio de defeito realizado em mandibula de macaco, e os resultados
ndo revelaram diferenga no processo de reparo entre 0os materiais.

Contudo, na década de 90, Grégoire, Orly e Mentanteau*! ja correlacionavam o tamanho
da particula do biomaterial como um fator relevante no processo de fagocitose e,

consequentemente, em uma melhor bioatividade e melhor adesdo de células dsseas. Pois, apds
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a fagocitose das particulas, hd um aumento na transcricao génica e biossintese proteica, que €
caracterizada por uma maior atividade metabolica. O tamanho de poro deve estar entre 100 e
300 um. Nessa faixa de tamanho, cria-se um microambiente que favorece a neoformacéo 6ssea,
uma vez, que ocorre a proliferacdo de capilares para suprir as necessidades metaboélicas das
células e acomodacao celular do tecido 0sseo.

A caracterizacdo dos granulos através da analise morfoldgica demonstra que a forma de
ambos os compositos € bastante diferente. Wollastonita tem uma forma acicular e a B-TCP
apresenta tamanho menor em relacdo a wollastonita. A heterogeneidade na forma dos granulos
propicia a formacdo de um arcabouco com diferentes tamanhos de poros. Os poros menores
que 75-100 um resultam no crescimento do tecido osteoide ndo mineralizado. Além disso, poros
menores que 5 um permitem a neovascularizagdo e o crescimento de fibroblasto de 5 a 15 pm
2,58

O compdsito utilizado neste estudo tinha o formato de granulo, o que ja fornece uma
distribuicdo e a formacdo de um arcabougco com espacos entre os granulos de diferentes
tamanhos e formas. Tal caracteristica apresentada nesse formato ird influenciar na conducéo de
células e, consequentemente, na resposta tecidual para deposi¢do de matriz osteoide. Nota-se
que, nas diferentes concentracdes estudadas do compdsito p-W e B-TCP, aos 15 dias, ndo houve
deposicdo de matriz osteoide além das bordas. Porém, aos 45 dias, é possivel observar
deposicao de matriz osteoide além das bordas do defeito 6sseo nas concentrages 20/80 e 80/20;
na concentragdo 60/40 houve producédo de matriz osteoide por toda a extensdo. Os achados
observados na histomorfologia mostram que esse compadsito no formato de granulo propiciou
a osteoconducdo de células e fatores de crescimento.

Outra caracteristica fisica do compdsito estudado que pode ter influenciado na pequena
producdo de matriz osteoide aos 15 dias é o tamanho da area superficial das particulas
disponiveis para reagir com células e com o fluido biolégico. Quanto maior o tamanho das
particulas, maior serd o tempo de reabsorcao do biomaterial. Tal aspecto pode ter resultado em
uma reparagao total do defeito por um tecido conjuntivo fibroso, aos 15 dias. Esses achados sao
compativeis com o trabalho desenvolvido por Almeida (2013)!? durante a avaliagdo da
biocompatibilidade e biofuncionalidade de granulos de 2-TCP e 2-TCP/biovidro. Durante a
sinterizacdo, ocorre a aproximagcao de particulas, levando a contragdo volumétrica do material.
Ao fim do processo, ha expressiva reducao de sua area superficial especifica, fazendo com que
o0 sistema alcance uma condigdo de menor energia livre. Essa reducdo da area superficial
também acarreta diminuic&do da bioatividade do vidro.

Os granulos preencherem todo o defeito 6sseo, em ambos 0s grupos estudados, com

aparéncia reticular, sugestiva de processo de degradacdo, aos 15 dias. O aspecto dos granulos
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descritos anteriormente esta relacionado com a alta solubilidade da W e da B-TCP. Alguns
granulos apresentaram, em seu interior, septos fibrosos em meio ao processo de degradacéo.
Isso pode ter ocorrido pelo fato de a superficie desse composito apresentar alta porosidade, o
que aumenta a reatividade superficial do biomaterial no intersticio. & 71213

Observa-se que os granulos, nos grupos 20/80 e 80/20, aos 45 dias de pos-operatorio,
apresentam grande quantidade de septos internos, com presenca de células inflamatorias,
inclusive células gigantes multinucleadas, com aspecto de degradabilidade e deposicdo de
fibras colégenas concéntricas ao redor dos granulos. J& no grupo 60/40, aos 45 dias de pos-
operatorio, observa-se que granulos foram substituidos por matriz osteoide. Mesmo formando
um arcabouco dependente da distribuicdo dos granulos a propor¢do de wollastonita e TCP
influencia o padrdo de resposta bioldgica, além disso, as propriedades quimicas inerentes aos
diferentes compositos estudados mostram que o fato de néo ter havido rejei¢do pelo organismo,
0 que seria caracterizado por resposta inflamatoria aguda exacerbada, comprova que 0s

biomateriais avaliados no nosso estudo foram biocompativeis.t 4 16

CONCLUSAO

O composito p-wollastonita e o B-fosfato tricalcico, nas concentracdes de 20/80, 60/40 e
80/20, foram considerados biocompativeis e bioativos.

Aos 45 dias, 0 G 60/40 preencheu por completo o defeito 6sseo com matriz osteoide
neoformada em espessura e altura da borda 6ssea. O arcabouco formado pela distribuicdo dos
granulos favoreceu migracdo e adesdo celular ao longo de toda a extensdo do defeito dsseo e
em todos 0s grupos e pontos bioldgicos estudados.
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Resumo

Biomateriais para enxertia Ossea sdo utilizados com frequéncia em cirurgias bucais e
maxilofaciais. A busca de um material ideal para melhorar a regeneracdo déssea tem sido
objeto de pesquisa da bioengenharia tecidual, uma vez que esse biomaterial precisa fornecer
uma estrutura de suporte que foi perdida e que funcione como um veiculo de entrega de fatores
de crescimento e viabilidade celular. Para isso, a composi¢do quimica, as propriedades fisicas
dos biomateriais, como formato, dimensdes e porosidade, sdo fatores que influenciam na
biocompatibilidade, na biodegradabilidade e nos potenciais osteoindutivos e osteocondutores.
Diante dessa necessidade, o objetivo deste trabalho é descrever as caracteristicas fisico-
quimicas do composito wollastonita e do fosfato tricalcico, em diferentes concentragdes, para
reparacao tecidual 6ssea
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INTRODUCAO

Existem relatos sobre a utilizacdo de materiais para substituir, reparar ou potencializar
funcdes, tecidos ou 6rgdos, de forma a aumentar a longevidade ou melhorar a qualidade de
vida desde os primérdios. No inicio, o uso de tais materiais ndo considerava a
biocompatibilidade entre os tecidos, uma vez que se priorizava somente a funcdo mecanica.
Com isso, havia alto indice de rejeicdo dos biomateriais, 0 que causava taxas de insucesso
elevadas.t Diante disso, a bioengenharia tecidual procura por melhores substitutos que
mimetizem estruturas bioldgicas.?

O controle da interface biomaterial e tecido vivo € muito importante, uma vez que
existe uma grande diferenca entre as propriedades fisicas desses componentes. A utilizacdo
das cerdmicas como biomateriais advém de sua similaridade com o meio fisioldgico, devido a
sua constituicio basica de ions que também sdo encontrados no meio fisiolgico.>* ° Materiais
ceramicos pertencem a uma classe de materiais inorganicos e ndo metalicos com ligacdes
mistas idnicas-covalentes, como vidros e vitroceramicas. Devido ao caracter das ligacdes,
geralmente exibem elevada dureza, alta temperatura de fusdo e expressiva estabilidade
mecanica e quimica.? > 6

Os materiais ceramicos, na area biomédica, necessitam possuir alta pureza e controle
granulométrico, usualmente obtidos a partir do beneficiamento das matérias-primas
empregadas em sua producdo.> ® Dentre as cerdmicas mais estudadas para aplicacdes
biomédicas estdo os vidros ou vitrocerdmicas bioativas, que sdo capazes de interagir
fortemente com tecidos vivos. A wollastonita é uma representante do grupo das vitroceramicas
de interesse na area da biomedicina e possui, em sua composicdo, a silica, sendo que esse
elemento se encontra envolvido em varios processos bioldgicos. Além disso, melhora as
propriedades mecanicas de outras ceramicas, como o fosfato tricalcico. O fosfato tricalcico na
fase B ¢ mais utilizado em compositos bifasicos, pois possui maior solubilidade do que a fase
o. > %7 Diante disso, 0 objetivo deste trabalho é descrever as caracteristicas fisico-quimicas do
compdsito wollastonita e fosfato tricalcico, em diferentes concentragdes, desenvolvido para

reparo tecidual 6sseo.

MATERIAIS E METODOS
SINTESES DOS COMPOSITOS p-W/p-TCP

Os biomateriais de W-TCP (80-20, 60-40 e 20-80) foram preparados, caracterizados e
fornecidos pelo Instituto de Ceramica e Vidro (ICV-CSIC, Madrid, Espanha). As composi¢des
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dos biomateriais foram escolhidas para obter diferentes graus de reabsorcédo, tendo em mente
que a W é mais soluvel e bioativa do que TCP em fluidos fisioldgico. *

Durante a preparacdo do composito p-W/B-TCP, foram usadas wollastonita natural,
CaSiO3 (NYCO, NYAD M1250, Batch Number M1404227J01), cuja composi¢do molar foi
de 52,94% de SiO; e 44,94 de CaO, e fosfato tricalcico, Caz(POa4)2 (Sigma-Aldrich, Ref. 21218,
Lote Numero BCBM7330V) em diferentes quantidades, a depender da concentracdo de W e
TCP desejada, como é apresentado na Tabela 1.

Apos pesar as quantidades especificas das matérias-primas de cada concentragdo, 0s
compositos foram moidos com auxilio de esferas em zirconia (3,0 milimetros de diametro) no
moinho de atrito por 15 minutos e foi adicionado isopropril. Os compdsitos foram secos a 60
°C por 24 h. Apds secagem, os materiais foram sinterizados a uma temperatura fixa de 1250
°C, mas em tempos diferentes de acordo com a concentracdo desejada (Tabela 1). A
temperatura foi escolhida com base no estudo de Almeida (2017)!. A autora realizou estudos
dilatométricos prévios, que indicaram uma taxa de densificacio maxima para as trés
composigdes experimentais ao redor de 1250 °C. Essa temperatura cai dentro do campo binério
do diagrama de equilibrio de fases do sistema W-TCP ©, onde apenas duas fases cristalinas
devem existir em condicdes de equilibrio termodinamico (ps-CaSiOz e a-Caz(POa)z2).

Diferentes tempos foram usados para cada composicao, a fim de permitir a sinterizacao
e, a0 mesmo tempo, evitar a formacdo excessiva de vidro, que é formado por meio de fusdes
locais em maior quantidade nas composicbes mais ricas em W. ApOs sinterizacdo, 0s
compositos passaram por um processo de trituracdo com auxilio de almofariz e pistilo, o que

permitiu uma nova granulometria na escala de 0,6 - 0,4 milimetros.

Quantidade Composicao quimica esperada Condigdes de
MP (%om/m) sinterizacéo
Material W TCP Ca0o SiO, P,Os  Outros T(°C)  t(min)
(9) (9)
80-20 80,0 20,0 51,34 10,61 35,72 2,33 1250 5
60-40 60,0 40,0 48,25 31,87 17,89 1,99 1250 60
20-80 20,0 80,0 46,70 42,52 8,85 1,93 1250 180

Tabela 1 — Quantidade de matérias-primas, temperatura e tempo empregada na preparacdo dos

materiais experimentais.
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CARACTERIZAGCAO DOS COMPOSITOS p-W/p-TCP
Anélises quimicas quantitativas

As amostras foram moidas em morteiro de agata até se obter um p6 com dimenséo
menor do que 75 um. Apds moagem, foram pesadas e misturadas com Li2B4O7 de grau
espectral. A mistura foi fundida em cadinho de Pt/Au e formada em discos em um forno
controlado especial Perl"’X3 (Philips). As curvas de calibragdo foram preparadas a partir de
padrdes de composicdo certificada.

Os padrdes de difracdo de raio-X foram registrados em um difratbmetro de pé D8
Advance (Bruker AXS Inc.) com detetor LinxEye Super Speed. As condi¢des empregadas para
o registro foram: faixa angular de 10 até 70° 20, tamanho de passo de 0,05° 20, tempo de passo
de 1,050 s, A CuKa, tensdo e corrente anddica 40 kV e 40 mA, respetivamente. As amostras
foram previamente moidas como foi indicado no paragrafo anterior.

As analises quantitativas de fases cristalinas e amorfa foram realizadas pelo método
Rietveld, usando-se o software GSAS-11 (TOBY; VON DREELE, 2013)’. Para a estimagdo do
conteddo amorfo, foi usado corindon (10 % m/m) como padrdo interno (DE LA TORRE;
BRUQUE; ARANDA, 2001)8. A morfologia superficial dos granulos foi estudada em um
microscopio eletronico de varredura de bancada TM-1000 (Hitachi Hi-Tech).

Analises quimicas qualitativas

A identificacdo qualitativa das fases cristalinas foi realizada com o software X’Pert
HighScore Plus v. 2.2b (PANanalytical B.V.). Para o estudo da microestrutura, os granulos dos
materiais foram embutidos em resina ep6xi sob vacuo e, ap6s a polimerizacdo da resina, 0s
blocos foram cortados com serra circular de diamante, e as superficies de corte polidas e
recobertas com prata para 0 exame no microscépio eletrénico de varredura (FE-SEM Hitachi
modelo S-4700) e analise de EDX.

Apos a anélise quantitativa e qualitativa, as amostras foram levadas para o Laboratorio
de Caracterizacdo de Materiais (LCM), do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia
da Bahia, para a obtenc¢do das micrografias por microscopia eletrénica de varredura (MEV) para
melhor compreensdo dos aspectos superficiais através da analise quantitativa das particulas e

poros dos grupos. As amostras foram colocadas em uma fita de carbono dupla face, fixadas em
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um porta-amostra com superficie lisa. Foram, entdo, colocadas em um metalizador (Quorum
Technologies, modelo Q150R) e submetidas ao processo de metalizacdo por pulverizacao
catédica, com deposicdo de um filme de ouro sobre a superficie das amostras a serem
analisadas. Os parametros de deposicédo i0nica estabelecidos foram os seguintes: temperatura
ambiente a 25°C, corrente de 20mA, tensdo de 2kV e tempo de deposicdo de 120 segundos,
fornecendo um filme de ouro na superficie das particulas da ordem de 25nm. Para obtencéo das
micrografias, o presente estudo utilizou-se do microscdpio eletrénico de varredura da marca
TESCAN, modelo VEGA 3 LMU, pelo método de elétrons secundarios, com distancia de
trabalho de 15mm e tensdo de aceleracao dos elétrons de 10 kV. As micrografias foram obtidas
com diferentes aumentos da MEV. As imagens obtidas foram processadas e analisadas e com

auxilio do software livre ImageJ (versdo Java 1.7 32-bit) de dominio publico.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analises quimicas qualitativas

Na imagem de MEV, é possivel observar que os aspectos superficiais dos granulos sdo
similares nas trés concentracdes (Figuras 1, 2 e 3). A porosidade total, inter e intragranular
dos materiais variou entre 17 e 26 % (20/80), 38 e 44 % (60/20), 61 e 64% (80/20). A
porosidade intragranular diminuiu com o aumento do conteddo de W no material,
provavelmente devido ao maior desenvolvimento da fase vitrea amorfa, que contribui para a
densificagdo. 4

Neste estudo, foi utilizado o isopropril como veiculo de mistura entre as massas. Além
do isopropril, podem-se utilizar outros meios, como a agua e outros alcoois. O veiculo de
mistura tem influéncia direta no tipo de poro intragranular que é formado durante a evaporacao.
A 4gua d& origem a poros lamelares, enquanto os alcoois formam canais dendriticos e
prismaticos. E possivel identificar, nas Figuras 1, 2 e 3 (A, B e C) aspectos detalhados da
microestrutura porosa, formada pelas microparticulas interconectadas do biomaterial
granulado, adquiridas por MEV. O poro intragranular € um dos fatores relacionados com a
degradacéo do biomaterial quando implantado in vivo.2 37

Ainda nas Figuras 1, 2 e 3 (a e b), € possivel observar que os granulos sdo irregulares,
multiplos, facetados e angulares.® Os espacos formados entre os granulos véo influenciar na
propriedade osteocondutora do biomaterial. Quando o biomaterial tem o formato de granulo,
a distribuicéo ao longo da area a ser tratada propicia devolugdo da espessura e do volume do
tecido 6sse0.® ° Isso ocorre, pois, mesmo com a delimitacdo de uma faixa granulométrica,

possuem formas diferentes, o que permite a distribuicdo heterogénea do material no defeito
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6sseo. *° A heterogeneidade inerente aos granulos pode ser visualizada nos resultados
adquiridos com MEV nas Figuras 1, 2 e 3. O poros entre os granulos devem simular a por¢éo
esponjosa Gssea para promover a migragdo, proliferacdo celular, difusdo de metabdlitos e
oxigénio, ou seja, o arcaboucgo formado pelas particulas deve criar um ambiente adequado para
a viabilidade celular e a proliferacio. 58 1°

Nas figuras 1, 2 e 3 (a e b), nota-se que os granulos possuem dimens@es horizontais que
variaram entre 500 e 1000 um. N&o ha um consenso sobre o tamanho ideal que os granulos
devam possuir.}! Contudo existem trabalhos que apresentaram resultados favoraveis para a
regeneracdo 0ssea com particulas com dimensdes similares as do presente estudo. Coathup e
colaboradores (2013)!! apresentaram estudo com formag&o dssea mais significativa em grupos
que tinham particulas entre 1.000 e 2.000 um. No estudo de Eweida e colaboradores (2017)*?,
entre outros fatores relacionados com a neovascularizacao e neoformacao de tecido 6sseo, foi
analisado um composito a base de hidroxiapatita e silica, com duas apresentacfes de tamanhos
diferentes de particulas. Compararam-se compaositos com particulas de 200 um em p6 com
particulas de 1.200 um em forma de granulos.

Além da presenga de porosidade, a composi¢do quimica do biomaterial influencia a
migracAo, a adeso celular e a neoformagcao tecidual. *> 14 Os resultados da anlise quimica por
MEV corresponderam a composicdo quimica esperada para cada material experimental,
calculada a partir das quantidades e da composicdo das matérias-primas empregadas na
preparagdo dos materiais. Observa-se, na Tabela 2, que, em todas as concentragdes, houve
formacédo de fase amorfa, sendo que o grupo que possuia maior concentragcdo de wollastonita
foi 0 que apresentou maior taxa de fase amorfa, com 44%. Ja o material 20/80 foi Unico que
formou a-TCP com 6%. Os resultados obtidos pelo MEV foram similares aos obtidos no

difratogramas.

Composicéo quimica Composicao de fases Porosidade
(%-m/m) (%-m/m) (%)

Material CaO SiO, P,Os Outros® ps- W- B- a- Am Rw Inter Intra

W 2M TCP TCP (%)

20-80 526 10,5 36,7 0,2 5 12 59 6 18 8,25 38 26

6040 49,2 315 184 0,9 34 nd 25 nd 41 12,32 42 20

80-20 476 421 9.2 11 42 nd 12 nd 44 1265 44 17

Tabela 2 — A composi¢do quimica e de fases encontrada para os materiais experimentais

* MgO+Al,03+K,0+Na,0+Fe,03+TiO,. nd: ndo detectado; Am: fase amorfa; Rw: indicador da qualidade do ajuste do modelo. Rietveld
usado na determinacdo quantitativa de fases beta 2.
TA
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Figura 1 — Fotomicrografias da superficie dos granulos por MEV A, B e C, respectivamente,
correspondem a micrografias da superficie das amostras de granulos do biomaterial composto

de W e B-TCP. As micrografias dos granulos nas concentra¢des 20/80 mostram formas sélidas,
variadas e aleatorias (a e b).
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Figura 2 — Fotomicrografias da superficie dos granulos por MEV A, B e C, respectivamente,
correspondem a micrografias da superficie das amostras de granulos do biomaterial composto

de W e B-TCP. As micrografias dos granulos nas concentra¢des 60/40 mostram formas solidas,
variadas e aleatdrias (a e b).
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Figura 3 — Fotomicrografias da superficie dos granulos por MEV A, B e C, respectivamente,
correspondem a micrografias da superficie das amostras de granulos do biomaterial composto
de W e B-TCP. As micrografias dos granulos nas concentracfes 80/20 mostram formas solidas,
variadas e aleatorias (a e b)

Os difratogramas de raios X das amostras experimentais, apresentados nas figuras de 4
até 6, mostraram que o material 20-80 consistia de - ¢ a-TCP, W-2M, e ps-W. Por outro lado,
os granulos 60-40 e 80-20 foram compostos de ps-W e B-TCP. A microestrutura dos trés

materiais experimentais consistiu em gréos da fase cristalina e da fase vitrea amorfa. Os
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resultados da quantificacdo das fases cristalinas e amorfas existentes em cada material séo
apresentados na Tabela 2. Como era esperado, a quantidade de fase vitrea amorfa aumentou
com a quantidade de W empregada na preparagéo dos materiais. Tal achado pode ser explicado
pelo fato de, em sistemas de vidros bioativos com silicio e fosforo, o silicio é que atua como
elemento formador de redes.® Além disso, o silicio € um agente modificador de fase, o que
permite a cristalizacdo parcial de sistemas vitreos e promove melhorias nas propriedades
mecénicas. Contudo a cristalizacdo parcial de vidros pode diminuir o nivel de bioatividade do
biomaterial ou até torna-lo inerte. 27

Corroborando a ideia anterior, os vidros com maiores teores de silicio podem ser
submetidos a tratamentos térmicos em temperaturas mais elevadas sem cristalizar totalmente,
diferentemente daqueles que possuem 6xidos modificadores. E bem estabelecido que a reducio
da relacdo entre area superficial e volume do material é a forca motriz para a sinterizacdo de
materiais ceramicos. A superficie de um material é considerada um defeito superficial, sendo
uma regido de alta energia.” ® Dessa maneira, durante a sinterizacio, ocorre a aproximagio de
particulas, levando a formacdo de pescoc¢o entre elas e a contragdo volumétrica do material.
Ao fim do processo, ha expressiva reducdo de sua area superficial especifica, fazendo com que
0 sistema alcance uma condi¢do de menor energia livre. Essa reducdo da area superficial

também acarreta a diminuicdo da bioatividade do vidro
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Figura 5 — Difratogramas de raios X do compésito 60-40.
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Figura 6 — Difratogramas de raios X do composito 80-20
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Na Figura 7, sdo apresentadas imagens de MEV acompanhadas de imagens de
mapeamento elementar de Ca, P e Si. Na figura correspondente ao material 20-80, é possivel
observar uma fibra longa, rica em Ca e Si e carente de P, rodeada de graos irregulares ricos em
Ca e P e carentes de Si, que devem corresponder com TCP (a- ou B-). Tanto a fibra como os
grdos estdo rodeados por &reas que contém tanto Ca, como Si e P, correspondentes a fase vitrea
amorfa. De jeito similar, foi possivel identificar a matriz vitrea amorfa (areas contendo Ca, Si
e P) na qual aparecem insertados cristais de W (areas ricas em Ca e Si e carentes de P) e de
TCP (éreas ricas em Ca e P e carentes em Si). /891415

Quando uma vitroceramica de fase residual vitrea é introduzida em meio a um fluido
corporeo, ocorre a dissolucdo parcial do célcio e do fosforo, o que ird promover uma rapida e
duravel ligacdo quimica, por meio de uma interface composta de apatita e de tecido 6sseo.” 8
Portanto, espera-se que 0s compositos com as concentracfes elevadas de TCP apresentem
maior bioatividade.® °

As ceramicas que contém fosfato de célcio possuem solubilidade dependente da
razdo Ca:P. Quando ha um aumento da razdo Ca:P, a solubilidade da ceramica diminui e,
consequentemente, a biodegradacao também. Além disso, a velocidade de biodegradacdo esta
relacionada com a area superficial do material. Quanto maior a area superficial menor seré a
velocidade de degradacdo da cerdmica.> 1% 11 12 portanto, associar TCP com a wollastonita
poderd aumentar a velocidade de degradacdo do compdsito no formato de granulo.
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Figura 7 — Imagens de MEV e mapeamento elementar dos compdsitos 20-80, 60-40 e 80-20.
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CONCLUSAO

O material apresentado neste trabalho possui propriedades fisico-quimicas de uma
vitroceramica bifasica e contém proporgdes especificas de p- wollastonita e p- fosfato
tricalcico. A concentracdo, a area superficial, os poros inter e intragranulares, as fases vitreas

e cristalinas foram demonstradas.
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6 DISCUSSAO
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O objetivo deste trabalho foi descrever as caracteristicas fisico-quimicas e o
comportamento in vivo de um compasito constituido de p-wollastonita e B-fosfato tricalcico,
nas concentragdes 20% de p-wollastonita e 80% B-fosfato tricalcico, 60% p-wollastonita e 40%
B-fosfato tricalcico e 80% p-wollastonita e 20% p-fosfato tricalcico. Os biomateriais
desenvolvidos para o reparo 6sseo devem ser bioativos, biodegradaveis, biocompativeis e
osteocondutores.? 333551 Por isso, 0 compdsito estudado teve a associagio da p-wollastonita
ao B-fosfato tricalcico, com o intuito de aperfeicoar as propriedades inerentes a cada uma dessas

ceramicas.

O processo de sintese utilizado neste estudo foi do tipo sol-gel, com temperatura
fixa de 1250°C para as trés concentracbes. Como resultado, houve a formacdo de uma
vitroceramica com fase vitrea e fase cristalina. A propor¢do entre as p-W e W-2W tiveram
influéncia na concentracdo de silicio presente na W. O composito com maior concentracao de
W apresentou maior quantidade de fase vitrea. As cerdmicas vitreas ndo apresentam
organizacdo estrutural, 0 que as torna mais bioativas do que as estruturas cristalinas, e, com
isso, possuem alta taxa de solubilidade.®> 435 % Foi possivel observar que, aos 15 dias de
ponto bioldgico, a deposi¢cdo de matriz osteoide foi restrita as bordas 6sseas do defeito. Além
disso, a resposta inflamatdria foi notorio e do tipo granulomatosa em ambos 0s grupos
estudados.

O padrao de resposta inflamatoria pode ter relagdo com a presenca das fases vitreas
e cristalinas presentes nos compdsitos, como também da forma de seus constituintes.? 3% O
pB-fosfato tricélcico, quando aquecido a uma temperatura acima de 1125°C, pode passar para a
fase a-fosfato tricalcico. Todavia, no nosso estudo o TCP observado foi do tipo . Ambas as
fases possuem a mesma composi¢do, mas a fase B do fosfato tricalcico é mais estavel, a
estrutura cristalina e a solubilidade diferente da verificada na fase a. Uma estratégia para tornar
a fase a do fosfato tricalcico mais estavel ¢ a incorporagao do silicio a sua estrutura, formando
o silicato tricélcico. O silicato tricdlcico reduz a dissolugdo do o-fosfato tricalcico pela
formagc&o do gel na superficie do biomaterial, o que prejudica a formagao da hidroxiapatita.'?
33,43,55 A pequena producio de matriz osteoide, em ambos o0s pontos bil6gicos, na concentragao
80 % p-wollastonita e 20% pB-fosfato tricalcico, pode ter sofrido influéncia da producéo do
silicato tricalcico, assim como as outras concentragdes, mas em menor proporgao.

Quando uma vitroceramica de fase residual vitrea entra em contato com fluido
corporeo, ocorre a dissolucéo parcial do célcio e do fosfato, o que ira promover uma rapida e

durével ligacdo quimica, através de uma interface composta de apatita com o tecido 6sseo.” 8
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Os achados histoldgicos mostraram que as trés concentragdes do compdsito p-wollastonita e
B-fosfato tricalcico foram bioativas e osteocondutoras.> 2! Em ambos os pontos bioldgicos,
foi possivel observar resposta inflamatoria do tipo granulomatosa, neoangiogénese, aspecto
reticular nos granulos, intima relacéo celular da superficie com o interior do granulo, deposicéo
de fibras coladgenas com diferentes padrbes de organizacdo, granulos em processo de
degradacéo e deposicdo de matriz osteoide na regido solubilizada. A concentracdo 60% p-
wollastonita e 40% B-fosfato tricalcico foi a que mais se destacou como um biomaterial para
reparo 0sseo. A proporcédo entre a wollastonita e o fosfato tricalcico propiciou uma atividade
osteoblastica mais intensa, tendo como resultado o preenchimento total do defeito 6sseo com
matriz osteoide aos 45 dias de ponto bioldgico.

O preenchimento do defeito 6sseo com 100% de deposi¢do de matriz osteoide na
concentracdo 60% p-wollastonita e 40% p-fosfato tricalcico, aos 45 dias, também teve
influéncia da distribuicdo dos granulos ao longo do defeito dsseo critico, uma vez que a
heterogeneidade dos granulos possibilitou a formacéo de espacos intergranulos com dimensdes
espaciais, 0 que permitiu migracdo, adeséo, sinalizacdo, nutri¢io e sinalizagdo celular.*3 5. %5
As concentracfes 20% p-wollastonita e 80% [B-fosfato tricalcico e 80% p-wollastonita e 20%
B-fosfato tricalcico também apresentaram histologicamente um arcabouco com caracteristica
condutora, mas a propor¢do dos compostos pode ter influenciado na deposicdo de matriz
osteoide.

As concentragdes 20% p-wollastonita e 80% p-fosfato tricalcico e 80% p-
wollastonita e 20% pB-fosfato tricalcico apresentaram taxas de deposi¢do de matriz osteoide
similares as do grupo de controle. Contudo responderam biologicamente como bons
biomateriais preenchedores, pois preencheram todo o defeito com fibras coladgenas em
diferentes niveis de organizacdo, substituindo os granulos a medida que eles eram
solubilizados. Portanto, o padrdo de resposta tecidual sofre influéncia em decorréncia das

propriedades fisico-quimicas do biomaterial. 335
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7 CONSIDERACOES FINAIS
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O compdsito p-wollastonita e B fosfato tricalcico, nas concentracdes de 20/80, 60/40 e
80/20 pode ser considerado bioativo e biocompativel. Os granulos formaram um arcabouco
com volume que permitiu preencher toda a extensdo do defeito. Além disso, aos 45 dias, 0
G60/40 preencheu o defeito 6sseo com matriz osteoide neoformada (65%) além de devolver
espessura e altura compativeis com a borda 6ssea. O arcabouc¢o formado pela distribuicdo dos
granulos permitiu migracéo e adeséo de fibroblastos ao longo de toda a extensédo do defeito

0sseo e em todos 0s grupos e pontos bioldgicos estudados.
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ANEXO 2- Especificacdo do fabricante da wollastonita utilizada na sintese do composito.

nvco

Brand of the S&B Group NYAD® M ] 2 5 0

« State-of-the-art processing operafions

* World-class chemical medification technology
* Industry leader

* World-wide disfribufien netwerk

* Customer-focused global technical support
* Premium quality wollastenite

TYPICAL PROPERTIES VALUE

AFPEARAMCE WHITE
Wollastonite is a naturally eccurring mineral,
is nen-hazardous, and is not regulated by MORPHOLOGY ACICULAR
shipping agencies. Based upon toxicological MOLECULAR WEIGHT e
studies, there is no- evidence of any significant -
health risks fo workers. SPECIFIC GRAVITY 2.9
REFRACTIVE INDEX 1.63
pH [10% SLURRY) °.9
WATER SCLUBILITY I:g_-"'l Odce) 00095

NORTH AMERICAN OPERATION
P Box 348, 803 Mountain View Dr. DENSITY [lbs./cu ft.b 181
Willshom, MNew York, 12996-0368 USA,

] llos. )
el 5185634262 BULKING VALUE [gal. flbs.) 00413
Fax: 518-263-1110 MOHS HARDMESS 4.5
150 9001/14001 CERTIFIED COEFFICIENT OF EXPANSION (mm/mm/"C} 4.5 X 10=
MELTING POINT [*C} - theoretical 1540
LATIN AMERICAN OPERATION MELTING POINT {-C] -by ASTM D1857 1410

Hermesillo, Sonora, Mexico
Td - 52-662-288-1000
Fax: 52-662-289-1090
150 9001/14001 CERTIFIED

CHEMICAL COMPOSITION: CaSiOa

For any further information,
please contact: COMPONENT TYPICAL VALUE [%)

ir\fo@nycqm inarals.com s 4454

5109 5294

Fagla Q.28

AlgOs 0.30

Mo Q04

Mg 075

Tiog Q05

o b o o s
gualified to determine for themeslwes the suitabibty of W, Loss (1000°C) 0.47

our products for parficular purposas. e guararios is
moda or kability atsumed, the opplication of this data
and the products described herein being of the scle
ritk of the user.

www.nycominerals.com
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ANEXO 3 - Especificacdo do fabricante da wollastonita utilizada na sintese do compadsito.

nl._,lco Wollastonite

Brand of the $&B Group NYAD® M] 250

TYPICAL PROPERTY TYPICAL VALUE

G E. BRIGHTNESS 89
*TICN (loz /100 Ibs ) 27

)F GRIND

o
MEDIAN PARTICLE SIZE {pm) [MICROTRACQ) 4
SURFACE AREA [m 7,“'-]\ |BET) 30
MINUS 400 U .S MESH SCREEN (%) 100
MOISTURE (%) 015

100

“.Passing

01 1 10 100
Size(microns)

www.nycominerals.com



ANEXO 4- Especificacdo do fabricante do calcio de fosfato utilizada na sintese do com

Pésito.

SIGMA-ALDRICH"

Certificate of Analysis

Product Name:

Product Number:

Batch Number:

Brand:

CAS Number:

Formula:

Foermula Weight

Guality Release Date
Recommended Retest Date:

TEST

APPEARANCE (COLOR)
APPEARANCE (FORM)
TITRATION (KT) EDTA 0.1M
REMARKS ON TITRATION
LOSS ON IGNITION

METAL TRACE ANALYSIS (ICP)
CADMIUM {ICP)

COBALT (ICP)

COPPER (ICP)

IRON (ICP)

POTASSIUM (ICF)

SODIUM (ICP)

NICKEL (ICP)

LEAD {ICF)

ZINC (ICP)

TOTAL SULFUR AS S04 {ICH)
CHLORIDE (CL)

SULFATE (S04)

CALCIUNM PHOSPHATE

S0A0 Spruce Strest, Sand Lous, WO £3903 USA

Ernail USA: tecleer@saialoeom Ouzide USA eurteche e e @loom

purum p.a., == 26.0 % KT calc. as Ca,(PO,),

21218
BCBEMTI30V
Sigma-Aldnch
T758-87-4
Ca,0F,
31018

18 MAR 2014
JAMN 2020

SPECIFICATION

WHITE TO FAINTLY BEIGE
POWDER

96.0 - 1040 %

CALC, AS CAIPOMI2
<01%
CORRESPONDS TO REQUIREMENTS
<50 MGG

< 50 MGG

<80 MGG

£ 200 MBMG

<100 MGMG

< 1000 MGG

<50 MGG

< 50 MGG

<80 MGG

£ 1000 MGG

£ 500 MGKG

<1000 MGG

au&é’ ag@,—
Dr. Claudia Geitner

Manager Cuality Control
Buchs, Swizerland

RESULT

WWHITE
POWDER
97.4 %

CALC, AS CAI(POM)2
01 %
PASSED

< 80 MGG
<80 MGG
<80 MGG

< 200 MIGKE
= 100 MGG
< 1000 MGKG
<80 MGMKG

< 80 MGKG
<80 MGG
<1000 MGAG
< 200 MIGKS
< 50 MGG

Sigma Aldnch wear rants that at the time of the qualidy rele a2 or subsequant retest date #1& product confomed to the info rmation contained inthies publcaton. The current

speciication sheet may be avallable al Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, pleas e contact Technical Semice. Puichaze must delermine the sukabilky of the product

Tol s paticularn e, See peveEe 5ide of Invoice of padding =lip 1or additonal terms and condtions ofzalke.

Sigma-Lldrch

Ceatificate of Ansldysis - P roduct 21218 Lot BCBM? 330V

Page1 of1
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