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RESUMO

Cimentos de fosfato de calcio (CPCs) injetaveis a base de fosfato de a-tricalcico
(a-TCP) atraem consideravel interesse devido ao seu potencial de aplicagdo em
procedimentos minimamente invasivos para preenchimento e regeneracao 0ssea. No
entanto, as propriedades mecanicas destes materiais injetaveis sao geralmente
inadequadas para diversas aplicagdes ortopédicas, umavez que é necessaria uma maior
incorporacdo de fase liquida para obter a injetabilidade das pastas cimenticias, o que
reduz sua resisténcia mecanica. A resolucado deste empecilho tem sido o foco de um
namero limitado de estudos, os quais dificiilmente alcancam, com sucesso, propriedades
mecanicas adequadas para aplicacdes clinicas. Este trabalho visa a formulacdo de um
sistema de cimento a-TCP armazenavel e injetavel reforcado com diferentes
concentracgdes de fibroina de seda (SF). Todas as pastas de cimento formuladas exibiram
estabilidade de armazenamento por, pelo menos, 22 semanas e, apds ativagao,
permitiram a formac&o de um material bifasico constituido por hidroxiapatita deficiente
em célcio (CDHA) e hidroxiapatita substituida por cloro (HAp-Cl). As amostras reforcadas
demonstraram um aumento de 335% na resisténcia a compressao em comparagao com
a amostra de controle, indicando uma interacao favoravel entre a SF e os fosfatos de
célcio presentes no material. Outrossim, a analise microestrutural das amostras revelou
gue todos os cimentos com incorporac¢des de SF exibiram microestrutura mais analogas
a do osso nativo, caracterizada por cristais nanométricos de formato agulhado. Além
disso, a inclusdo desta fase polimérica contribuiu para uma reducédo na dissolucdo do
material durante a imersdo em solucdo tampao de fosfato (PBS) e um aumento na
deposicdo de apatita na superficie do CPC quando exposto a fluido corporal simulado
(SBF). Ademais, a composicao estabelecida ndo teve impacto adverso na viabilidade
celular, mantendo a biocompatibilidade adequada. Assim, cimentos de fosfato de calcio
pré-misturados biomiméticos e biocompativeis reforcados atraves da adicdo de SF foram
obtidos com sucesso, apresentando potencial para ser avaliado mais profundamente

como um material injetavel para a regeneracao 0ssea.

Palavras-chave: fosfato tricalcico; fibroina de seda; sistemas injetaveis; cimentos de

fosfato de célcio pré-misturados; biomateriais.



ABSTRACT

Injectable a-tricalcium phosphate (a-TCP)-based calcium phosphate cements
(CPCs) draw considerable interest owing to their prospective application in minimally
invasive procedures for bone filing and regeneration. Nevertheless, the mechanical
properties of these injectable materials are often inadequate for numerous orthopaedic
applications, as a higher incorporation of liquid is needed to obtain adequate injectability,
reducing its mechanical strength. Addressing this substantial challenge in injectable
systems has been the focus of only a limited number of studies, and an even smaller
fraction has successfully achieved mechanical properties suitable for practical
applications. Therefore, this investigation aims the formulation of a storable and injectable
a-TCP cement system reinforced with varying concentrations of silk fibroin (SF). All
formulated cement pastes exhibited storage stability for, at least, 22 weeks, and upon
activation, allowed the formation of a biphasic calcium deficient hydroxyapatite and
chloride-substituted hydroxyapatite material. The reinforced specimens demonstrated a
335% enhancement in compressive strength compared to the control sample, which
indicates a favourable interaction between the SF and the present calcium phosphates.
Moreover, microstructural analysis revealed that all SF-incorporated samples exhibited a
microstructure more similar to the structure of native bone, characterized by nanosized
needle-like crystals. Additionally, the inclusion of this polymeric phase contributed to a
reduction in material dissolution during immersion in phosphate-buffered saline (PBS)
solution and an increase in the deposition of bone-like apatite on the CPC’s surface when
exposed to simulated body fluid (SBF). Notably, the established composition did not
adversely impact cell viability, maintaining suitable biocompatibility. In summary,
injectable, biomimetic, and biocompatible premixed CPCs with mechanical reinforcement
through silk fibroin addition were successfully developed, demonstrating potential for

further evaluations as a promising material for bone regeneration.

Keywords: tricalcium phosphate; silk fibroin; injectable systems; premixed calcium

phosphate cements; biomaterials.
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1 INTRODUCAO

Defeitos 0sseos e fraturas originadas de traumas, envelhecimento e resseccoes
tumorais sdo casos comuns em tratamentos clinicos (Zhang et al.,, 2019; Mobika,
Rajkumar, Nithya Priya, et al., 2020). O tecido ésseo possui a habilidade de se
autorregenerar, entretanto, esta € limitada por diversos aspectos, como o tamanho do
defeito 6sseo. Consequentemente, intervencdes clinicas sdo necessarias para que a
regeneracdo Ossea seja realizada adequadamente (Li et al.,, 2019). Porém, os
tratamentos aplicados atualmente, como enxertos autdgenos, aldégenos, xendgenos e
sintéticos, ndo sdo capazes de atender a demanda crescente por reparos 0sseos
biologicamente efetivos. Isso ocorre devido a falta de doadores e areas doadoras para
enxertos bioldgicos e a relacdo nédo ideal entre propriedades biologicas e mecanicas de

enxertos sintéticos (Han et al., 2019).

Assim, cimentos de fosfato de célcio (CPCs) atraem grande interesse como objeto
de pesquisa para aplicacbes em regeneracado 0ssea devido a sua capacidade de pega a
baixas temperaturas, alta moldabilidade e similaridade composicional com o tecido
0sseo, 0 que proporciona boa biocompatibilidade, osteocondutividade e bioatividade ao
material (Shi et al., 2019). Adicionalmente, o desenvolvimento de CPCs injetaveis tem
permitido o uso destes produtos em procedimentos minimamente invasivos para o
preenchimento e substituicdo 0ssea (Nifio e dos Santos, 2016; Vasquez, Dominguez e
dos Santos, 2017). Um dos fosfatos de calcio (CaPs) de maior interesse no
desenvolvimento de CPCs ¢é o fosfato tricélcico (TCP), devido a sua alta solubilidade em
solu¢des aquosas, biocompatibilidade, bioatividade e bioabsortividade. O TCP apresenta
trés polimorfos: B-, a- e a’-TCP; entretanto, somente as fases B e a podem ser
estabilizadas a temperatura ambiente (Carrodeguas e de Aza, 2011). A utilizacdo destes
materiais em cimentos 0sseos hidraulicos é focada na fase a-TCP, devido a maior
solubilidade desta em comparacdo com o B-TCP (Tronco, Cassel e dos Santos, 2022).
Uma das maiores vantagens da utilizacao desta fase é a sua reacao de hidratacdo, que
permite a pega da pasta cimenticia atraves da transformacéo do TCP em hidroxiapatita
deficiente em calcio (CDHA), a qual produz cristais aciculares entrelacados e permite o
aumento da resisténcia mecanica do produto (Sinusaite et al., 2021).
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Apesar das propriedades de interesse dos CPCs baseados em a-TCP, a aplicacdo
destes materiais apresenta diversos empecilhos. O manuseio dos CPCs requer que a
mistura do po e liguido seja realizada manualmente na sala cirargica, o que pode
introduzir riscos de contaminacdo ao produto e riscos de particulas de p6 entrarem em
contato com locais indesejados do organismo do paciente. Além disso, a mistura manual
dos componentes da pasta cimenticia (p6 de CaP e liquido de pega) pode causar desvios
estatisticos nas propriedades dos CPCs obtidos, prejudicando a performance do material
(Weichhold et al., 2022). A elaboracéo de sistemas de CPCs pré-misturados elimina estes
fatores através da preparacdo de componentes estocaveis que podem ser misturados
por metodologias pré-definidas que garantem a mistura homogénea da pasta cimenticia.
Diferentes sistemas tém sido desenvolvidos para inibir a reagdo de hidratagao do a-TCP,
desde a adicdo de solugbes ndo-aquosas ao pé até a adicdo de ions de acao inibitéria a
pasta, prevenindo a reacao de pega do cimento até o momento de aplicacdo do material
(Heinemann et al., 2013; Bohner et al., 2015; Weichhold et al., 2022). Bohner et al. (2015)
demonstrou os efeitos inibitérios do ion Mg?* nas pastas de a-TCP através da adicéo de
solu¢des aquosas de 0,1M do cloreto deste ion, permitindo a estocagem de pastas de

a-TCP até 54 semanas.

Mesmo com a solugdo destas limitagcdes, estes materiais ndo apresentam
propriedades mecéanicas adequadas para a maioria das aplicacdes ortopédicas,
principalmente quando injetaveis, e tém sua aplicacdo limitada a locais de baixas
solicitacbes mecanicas (Ginebra et al., 2007; Thurmer, Diehl e dos Santos, 2016).
Sistemas cimenticios injetaveis sdo ainda mais afetados por este problema, ja que
exigem maiores incorporacfes de fase liquida para a obtencdo de uma injetabilidade
adequada (Tronco, Cassel e dos Santos, 2022). Diversos mecanismos tém sido
estudados para o aumento das propriedades mecéanicas de CPCs, incluindo o reforco
através da adicao de diferentes polimeros naturais, como proteinas e polissacarideos.
Estes polimeros sdo de grande interesse, pois apresentam boa versatilidade e
funcionalizag&o, biocompatibilidade, bioabsortividade e, quando implantados, induzem
respostas inflamatdrias minimas (Farokhi et al., 2019).
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Um dos polimeros mais promissores em pesquisas de biomateriais para
regeneracao 0ssea € a fibroina de seda (SF), devido a sua boa biocompatibilidade e
possibilidade de controle de sua bioabsortividade e propriedades mecanicas, além de
apresentar boa tenacidade (Zhengshi et al., 2018; Wang et al., 2021). O principal
interesse do desenvolvimento de biomateriais com SF é sua capacidade de formar sitios
de nucleacdo para a cristalizacdo de hidroxiapatita (HAp) e outros fosfatos de calcio e
orientar o crescimento destes cristais ao longo do eixo ¢ da estrutura cristalina, de forma
analoga ao colageno tipo | (Col-1) presente no tecido 6sseo (Cao et al., 2014; Ming et al.,
2015; Ozcan e Ciftgioglu, 2022). Desta forma, a adicdo desta fase polimérica ao cimento
de a-TCP, além de permitir a melhoria das propriedades mecanicas, podera resultar em
uma microestrutura biomimética ao 0sso. A obtencdo de estruturas biomiméticas € de
grande importancia na regeneragao tecidual, pois promovem maior compatibilidade do
material a nivel molecular, estrutural e biolégico com as células do tecido a ser

regenerado (Fernandez-Yague et al., 2015).

Assim, este trabalho pretende desenvolver um sistema cimenticio armazenavel e
injetavel baseado em ao-TCP e reforcado com diferentes concentracbes de SF. A
influéncia da adicdo desta fase polimérica na microestrutura, composicdo e nas
propriedades mecanicas e biolégicas do material foram estudadas, além do estudo da
estabilidade de armazenamento da pasta de a-TCP e as propriedades relacionadas a
injetabilidade da pasta cimenticia. Assim, o potencial de aplicacdo do cimento a-TCP/SF

desenvolvido em aplicacfes de regeneracao 6ssea foi avaliado.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obtencdo de cimento de fosfato de célcio injetavel e armazenavel baseado em

a-fosfato tricalcico e reforcado com fibroina de seda, de forma a se alcancar uma

estrutura mais biomimética e com propriedades mecanicas adequadas a regeneracao

ossea.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(i)

(ii)

(i)

(iv)

(V)

(vi)

(vii)

Verificar a possibilidade de obtengc&do de cimentos de fosfato de célcio com

fibroina de seda em solucdo aquosa de diferentes concentragoes;

Verificar a estabilidade das pastas de cimento de fosfato de célcio com

diferentes concentracdes de fibroina de seda;

Verificar a possibilidade de injecdo das pastas obtidas com diferentes

concentracgdes de fibroina de seda,;
Caracterizar o cimento obtido com técnicas fisico-quimicas;

Avaliar alteragBes microestruturais e propriedades mecénicas do cimento de
fosfato de calcio decorrentes da adicdo de diferentes concentracdes de fibroina

de seda;

Avaliar alteracdes nas propriedades biolégicas do cimento de fosfato de calcio

decorrentes da adicao de diferentes concentracdes de fibroina de seda;

Comparar os resultados obtidos para o cimento de fosfato de calcio com adicédo

de fibroina de seda com os obtidos para o cimento puro.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo é uma estrutura hierarquica Unica, que fornece suporte mecanico
e protecao aos 6rgaos internos, enquanto produz células sanguineas e regula o estoque
de minerais e o pH sanguineo (Farokhi et al., 2016). A estrutura éssea forma um material
rigido, fornecendo pontos de adesdo para musculos esqueléticos, e a0 mesmo tempo
tenaz, prevenindo fraturas da estrutura. Levando em consideragdo sua estrutura
macroscopica, o 0sso pode ser classificado de acordo com sua densidade em duas
formas: osso cortical e osso trabecular, que representam, respectivamente, a estrutura
externa e interna do osso (Bilgi¢ et al., 2020). A estrutura 0ssea esta representada na

Figura 1.

O osso cortical € rigido e compacto, constituindo cerca de 80% do esqueleto 6sseo
e possuindo porosidade de 5-10%. Nesta estrutura, 0s vasos sanguineos estao presentes
em estruturas cilindricas microscopicas denominadas canais de Harvers. Estes canais
sao conectados transversalmente por estruturas chamadas de canais de Volkmann
(Suchanek e Yoshimura, 1998; Wu et al., 2014). Além disso, 0 0sso cortical é organizado
em uma estrutura de camadas regulares chamadas de lamelas, as quais sé&o
concéntricas aos canais de Harvers. Estas lamelas sdo formadas por 6steons, também
denominados de sistemas de Harvers, em que estdo presentes os osteocitos (Bilgic et
al., 2020).

O osso trabecular, no entanto, apresenta cerca de 50-95% de porosidade e possui
vasos sanguineos, medula 6ssea e gordura, sendo diretamente responsavel pela
producdo de células sanguineas (Fyhrie e Kimura, 1999; Hofmann et al., 2007). Sua
estrutura consiste em cavidades que contém medula éssea e filamentos de tecido 6sseo
cruzados através desta cavidade, denominados trabéculas. As trabéculas estéao
organizadas de maneira irregular e, apesar de parecer aleatéria, a organizacdo é

extremamente precisa, promovendo maxima resisténcia a estrutura (Bilgic et al., 2020).
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Figura 1: Representacdo esquemética da estrutura 6ssea sob escala macro, micro, hano e
sub-nanométrica.
Fonte: Adaptado de Hasirci e Hasirci (2018)

Considerando a microestrutura do tecido 0sseo, este apresenta uma matriz
extracelular (ECM) com uma fase organica fibrosa e nanocristais inorganicos, além de
ser constituida de 10-20% de agua. A fase organica apresenta 90-95% de colageno tipo
I (Col-1), juntamente com outras proteinas e proteoglicanos (Wu et al., 2014; Bilgic et al.,
2020). Esta fase orgéanica fibrosa é altamente responséavel pela resisténcia a tracao e
tenacidade do 0sso e serve como substrato para o crescimento dos nanocristais que
constituem a fase inorganica deste tecido (Jang, Castano e Kim, 2009). Ja a fase
inorganica 6ssea é majoritariamente constituida por hidroxiapatita (HAp), que representa
70% em massa desta fase, além de apresentar menores quantidades de carbonatos,
citratos e sais de magnésio, potassio e sédio (Bilgic et al., 2020). A HAp presente no 0Sso
pode apresentar baixas quantidades de substituicbes idnicas, principalmente
substituicdes do grupo hidroxila (OH) ou ion fosfato (PO4*) por ions carbonato (CO3?%),
flaor (F) e cloro (CI) (Ratnayake, Mucalo e Dias, 2017). A HAp é formada através da
desfosforilacdo de espécies bioguimicas promovida por enzimas fosfatase alcalina (ALP),
processo que garante a resisténcia a compressdo e a rigidez do 0sso, enquanto a
incorporacédo de substituicdes ibnicas a sua estrutura promove uma leve acidificagao local
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na superficie 6ssea que ativa osteoclastos no processo de reabsorcdo 0ssea (Swetha et
al., 2010; Ratnayake, Mucalo e Dias, 2017; Bilgi¢ et al., 2020).

A partir deste entendimento, podemos considerar o tecido 6sseo como um material
composito de origem natural. Os valores das propriedades mecanicas dos diferentes

0SSO0s e estruturas 0sseas estao representados na Tabela 1.

Tabela 1: Propriedades mecanicas de diferentes estruturas 0sseas.

Osso humano Resistérjcia a Mddulo de Elasticidade Tenacidade a Fratura,
Compresséo (MPa) (GPa) Kic (MPa. m/2)
Trabecular 2-12 0,05-0,5 -
Cortical 100-230 7-30 2-12
Tibia 159 18,2 -
Fémur 167 17,2 -
Umero 132 17,2 -

Fonte: Kokubo, Kim e Kawashita (2003)

3.1.1 Regeneracdo Ossea

As estruturas Osseas apresentam uma capacidade de regeneracdo e
remodelamento admiravel, a qual é induzida por estimulos mecéanicos ou danos ao
tecido. Entretanto esta regeneracdo € limitada por diversos fatores, como suprimento
inadequado de sangue, instabilidade mecéanica e tamanho do defeito 6sseo (Chen et al.,
2020) e somente ocorre quando uma série de processos sequenciais € atendida (Al-Aqgl
et al., 2008; Stace et al., 2016). De forma geral, podemos classificar os processos de
regeneracdo Ossea em dois mecanismos: ossificacdo endocondral e ossificacdo
intramembranosa. O processo de regeneracao, de forma generalizada, esta resumido na

Figura 2.

A ossificacdo endocondral é o mecanismo de regeneracdo Ossea de maior
ocorréncia e apresenta extrema importancia na formacéo de ossos longos, como o fémur
e 0 Umero, e de diversos 0ssos irregulares pequenos, como as costelas (Hu et al., 2005).
Esta ossificacdo apresenta 4 etapas: a resposta inflamatoria, formacao cartilaginosa,

substituicdo de cartilagem por osso primario e formacdo e remodelamento do 0sso
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secundario (Phillips, 2005; Al-Aqgl et al., 2008). Primeiramente, as plaquetas interagem
com as fibras de colageno expostas no subendotélio dos vasos sanguineos, formando
um hematoma em poucas horas apos a fratura. Apos a formacédo do hematoma, células
inflamatodrias e células-tronco mesenquimais (MSCs) sédo atraidas ao local devido a
secrec¢do de citocinas (Lauzon et al., 2012). Devido aos baixos niveis de oxigénio no local
da leséo, o fator induzido por hipoxia 1a (HIF-1a) € expresso, aprimorando a regeneracao
Ossea e a angiogénese (Wan et al., 2008). Os novos vasos sanguineos formados pela
influéncia do HIF-1a séo responsaveis pelo aumento do transporte de MSCs ao local da
fratura, as quais irdo diferenciar-se em condrdcitos durante a fase inflamatéria e iréo
formar uma nova estrutura cartilaginosa (Lauzon et al., 2012). O crescimento vascular &
seguido da formacao de uma nova matriz de colageno, secrec¢ao osteoide e calcificacao
do tecido cartilaginoso. O remodelamento Gsseo irda ocorrer por varios meses até a
formacdo de um novo osso modelado a sua forma original.

INFLAMACAO REGENERACAO

Inflitracdo de Neutréfilos Reepitelizacdo Remodelamento do

Inflitragdo de Mondcitos Angiogénese colageno

Inflitrag3o de Linfécitos Sintese de coldgeno Maturagdo vascular
Formacdo de ECM

1DIA SEMANAS — MESES
TEMPO
Figura 2: Processo genérico de regeneracdo tecidual.
Fonte: Adaptado de Hasirci e Hasirci (2018)

J4 a ossificagdo intramembranosa ocorre principalmente durante o
desenvolvimento inicial de ossos planos, além de auxiliar na regeneracao de fraturas.
Neste processo, MSCs irdo se diferenciar tanto em vasos capilares quanto em
osteoblastos. As MSCs diferenciadas em osteoblastos apresentam alta capacidade de

produzir uma matriz de coldgeno com sais de célcio (Gilbert, 2000). Os osteoblastos
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produzem, entdo, um colar 6sseo ao redor da regido hipertrofica e, finalmente, a
ossificacdo priméaria se forma ao longo do osso através do crescimento de vasos

sanguineos (Olsen, 2006).

3.2 BIOMATERIAIS

A utilizacdo de materiais em aplicagfes clinicas remonta hd milhares de anos e
teve enorme impacto no tratamento de traumas e doengas. Ao longo do desenvolvimento
da humanidade, materiais naturais e alguns metais foram testados para tratar diversos
traumatismos; entretanto, somente a partir da década de 1860, através da introducao de
técnicas de assepsia cirdrgica pelo médico e cirurgido Joseph Lister, o desenvolvimento
de biomateriais se tornou significativo. As expectativas com relacéo a interacdo entre o
biomaterial e os tecidos bioldgicos tém evoluido com o aumento da nossa compreensao
sobre as estruturas teciduais, doencas e biologia desenvolvimentista. Inicialmente, o
desenvolvimento de materiais para aplicacdes clinicas era concentrado em se obter a
maior inércia possivel em sua interacdo com o tecido; atualmente, no entanto, grande
parte dos estudos focam na obtencdo de biomateriais com capacidade de provocar
determinadas reacbes no organismo, como a estimulagcdo da regeneracao tecidual
(Williams, 2009; Kuhn, 2011; Hudecki, Kiryczynski e tos, 2018).

O termo “biomaterial” ja foi utilizado para descrever diversas aplicacdes de
materiais e, por isso, ndo ha um consenso sobre uma definicdo Unica para este termo.
Park e Lakes (2007) definem “biomaterial” como qualquer material utilizado para elaborar
dispositivos para substituir uma parte ou funcéo do corpo de maneira segura, confiavel,
econdbmica e fisiologicamente aceitavel. No entanto, o desenvolvimento de novas
tecnologias clinicas, como sistemas de liberacdo de farmacos e genes, engenharia de
tecidos e terapia celular, tém expandido e inovado as aplicacdes de biomateriais, exigindo

definicbes mais compativeis com estas novas aplicagdes.

Williams (2009) prop6s uma definicdo mais abrangente para o termo, de forma a
considerar estes novos desenvolvimentos. Williams potencializa a ideia de que o termo

biomaterial deve estar relacionado a area da salde e que o material classificado sob este
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termo deve apresentar interface com os tecidos ou com seus componentes. A proposta

€ de que “biomaterial’ seja definido como

uma substancia que foi projetada para assumir uma forma na qual,
sozinha ou como parte de um sistema complexo, € usada para
direcionar, pelo controle das interacbes com componentes de
sistemas vivos, 0 curso de qualquer procedimento terapéutico ou
diagnéstico, na medicina humana ou veterinaria.

(Williams, 2009)

Apesar das diferencas entre as definicbes especificas adotadas por diferentes
autores, todas exigem a biocompatibilidade como requisito basico de um biomaterial.
Esta propriedade foi definida na | Conferéncia de Consenso da Sociedade Europeia para
Biomateriais como a habilidade de um material de atuar com uma resposta apropriada
do hospedeiro em uma aplicacdo especifica (Wiliams, 1999; Anderson, 2019). A
biocompatibilidade de um material é determinada por dois fatores: a resposta que o
material estimula no organismo e a resposta induzida pela degradacdo do material

provocada pela sua interacdo com o organismo (Hudecki, Kiryczynski e Ltos, 2018).

Assim, os biomateriais podem ser classificados de acordo com a resposta
fisioldgica que provocam nos tecidos adjacentes. As classificacdes mais usuais dividem
estes materiais em 5 categorias: toxicos, biotoleraveis, bioinertes, bioativos e
reabsorviveis (Osborn, 1979; Hench e Wilson, 2013).

Toxicos:

Materiais que causam a morte celular e necrose dos tecidos adjacentes ao
implante ou liberam substancias capazes de serem transportadas pelo organismo e
causar danos sistémicos ao hospedeiro. Este tipo de reacdo ndo é aceitavel em um

biomaterial considerado adequado a aplicacéo.
Biotoleraveis:

Materiais apenas tolerados pelo organismo. Estes materiais hdo causam reacfes

tdxicas aos tecidos adjacentes, mas provocam a formacéo de uma camada envoltéria de
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tecido fibroso de forma a isolar o implante dos tecidos adjacentes. A espessura do tecido
formado depende de fatores relacionados ao implante — como composi¢ao, morfologia e
porosidade da superficie —, a0 organismo — como circulacdo sanguinea no local, tipo,
idade e estado de saude do tecido em contato com o implante — e a movimentacao da
interface implante/tecido. Tipicamente, pode-se inferir que quanto mais reativo for o
material do implante, maior sera a camada de tecido fibroso formado. Esta categoria

engloba a grande maioria dos metais e dos polimeros aplicados como biomateriais.
Bioinertes:

Materiais que provocam minima ou nenhuma formacdo de camada de tecido
fibroso no entorno do implante. O material libera alguns componentes em quantidades
minimas, apresentando resposta fagocitaria baixa e passageira. Essa categoria engloba

a alumina (Al203), a zircOnia, o carbono e as ligas de titanio.
Bioativos:

Materiais que provocam a formacdo de ligacbes quimicas com o entorno do
implante e/ou a regeneracdo do tecido adjacente. Estas ligacdes imitam a interface
formada durante a regeneracéo tecidual e garantem boa fixacdo do implante, prevenindo
sua movimentacédo. A interface formada esta em equilibrio dindmico com os tecidos e,

dessa forma, se modifica com o tempo.

Bioabsorviveis:

Materiais que séo dissolvidos ou absorvidos pelo organismo e substituidos pelo
tecido adjacente. Um biomaterial desta categoria ndo pode apresentar produtos de
degradacéo que provoquem danos ao organismo e deve apresentar a possibilidade de
ser degradado pelos fluidos corporais ou digerido por macréfagos. Além disso, este deve

apresentar taxas de degradacdo compativeis com a regeneracdo do tecido adjacente.

Além das consideragdes fisiologicas, € extremamente necessario considerar as
solicitacbes mecéanicas a que os biomateriais serdo submetidos no local de implantacéo.
Essas solicitacdes contribuem para a falha de proteses e deveréo ser consideradas para

cada aplicacdo, ja que o material implantado deve apresentar propriedades mecanicas
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compativeis com os esforcos locais e com o tecido adjacente, especialmente em casos

de implantes de longa vida Uutil.

Alguns exemplos de biomateriais e suas respectivas aplicagdes no corpo humano

estao representados na Figura 3.

Implantes Dentarios
CF/C, Sic/C
Aparelhos Dentarios
GF/PC, GF/PP, GF/Nylon, GF/PMMA, Nitinol
Pontes Dentérias
UHMWPE/PMMA, CF/PMMA, GF/PMMA
Materiais para Restauragdo Dentaria
Silica/Bis-GMA; HAp/2,2’(4-metacriloxidietoxifenil)

Substituigdo Ossea
HAp/PHB, HAp/PEG-PHB, CF/PTFE, PET/PU,
HAp/HDPE, PET/PU, HAp/PE, Biovidro/PE,
Biovidro/PHB, Biovidro/PS, HAp/PLA

Enxertos Vasculares
Células/PTFE, Células/PET,
PET/Colégeno, PET/Gelatina,
PU/PU-PLLA

Parafusos, Placas, Pinos,
Hastes e Discos para Coluna
CF/PEEK, CF/Epoxi, CF/PS,
Biovidro/PU, Biovidro/PS,
PET/Hidrogéis

Préteses para Parede Abdominal
PET/PU, PET/Colageno

Articulagdo dos Dedos
PET/SR, CF/UHMWPE

Artroplastia Total de Quadril
CF/Epéxi, CF/C, CF/PS, CF/PEEK,
CF/PTFE, CF/PE, UHMWPE/UHMWPE

Pinos Intramedulares
CF/LCP, CF/PEEK, GF/PEEK

Cimento Osseo

Particulas 6sseas/PMMA, Titanio/PMMA,
UHMWPE/PMMA, GF/PMMA, CF/PMMA,
PMMA/PMMA, Biovidro/Bis-GMA

Tenddes/Ligamentos
PET/PHEMA, KF/PMA, KF/PE,
CF/PTFE, CF/PLLA, GF/PU

Substituicdo de Cartilagem
PET/PU, PTFE/PU, CF/PTFE

Artroplastia Total de Joelho
CF/UHMWPE, UHMWPE/UHMWPE

Placas e Parafusos Ortopédicos
CF/PEEK, CF/Ep6xi, CF/PMMA, CF/PP,
CF/PS, CF/PLLA, CF/PLA, KF/PC,
HAp/PE, PLLA/PLDLA, PGA/PGA

Fixagdo Externa
CF/EpOxi

Figura 3: Exemplos de aplica¢cfes de biomateriais.
Fonte: Adaptado de Hasirci e Hasirci (2018)

3.2.1 Biomateriais ceramicos

Devido a sua inércia quimica, materiais ceramicos foram utilizados como
biomateriais com o intuito de que, ao serem aplicados, estes provocassem minima ou
nenhuma reacao do tecido adjacente. Entretanto, com o aumento do conhecimento na
area, o desenvolvimento de biomateriais ceramicos passou a ser dedicado a materiais

com capacidade de provocar rea¢des especificas no organismo, induzindo a regeneracéo
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tecidual e a ligacdo interfacial entre o material e os tecidos adjacentes (dos Santos,
2002b).

Com relacdo a sua aplicacdo como biomateriais, as ceramicas apresentam
diversas vantagens, como sua biocompatibilidade e alta resisténcia ao desgaste e a
compressao. As bioceramicas podem ser aplicadas como monocristais, policristais,
vidros, vitroceramicas ou compadsitos e podem atuar na regenera¢ado ou substituicdo do
tecido 6sseo, aplicacbes odontolégicas ou como recobrimento de implantes (Kuhn, 2011,
Hench e Wilson, 2013).

s

Em casos em que o material é utiizado como material de implante ou
revestimento, a fixagdo deste ao tecido adjacente pode ocorrer de diferentes formas,
sendo dividida nas seguintes classes: fixacdo morfoldgica, fixacdo bioldgica, fixacdo
bioativa e fixacdo de implantes bioabsorviveis (Hasirci e Hasirci, 2018). A estabilidade e
bioatividade relativa das bioceramicas de diferentes fixacdes estdo representadas na

Figura 4.

Bioatividade Relativa
(crescimento dsseo)
o

N
dias < TEMPO — anos

v

Figura 4: Estabilidade e bioatividade de biocerdmicas de fixacdo (a) morfolégica (ceramicas bioinertes),
(b) biolégica (ceramicas bioinertes porosas), (c) bioativa e (d) de implantes bioabsorviveis.
Fonte: Adaptado de Hasirci e Hasirci (2018)

Fixacdo morfoldgica:

Implantes nos quais a fixacao ocorre através da adicdo de cimentos entre a peca
e o tecido ou que séo encaixados ao local de implantacdo por pressao, de forma a nédo

permitir a existéncia de espac¢os para a movimentacao da protese. Préteses de alumina
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(Al203) mono ou policristalina sédo exemplos de bioceramicas comumente implantadas

com este tipo de fixagéo.

Fixacao biol6gica:

Implantes de ceramicas porosas e inertes nos quais a fixacdo ocorre pelo
crescimento do tecido dentro dos poros, impondo o travamento mecéanico da prétese. Um

exemplo deste mecanismo seria a aplicacdo de implantes de alumina policristalina.

Fixacdo bioativa:

Implantes de ceramicas com superficie reativa que se fixam diretamente ao tecido
através de ligagbes quimicas com este. A aplicagdo de biovidros, vitroceramicas,
ceramicas funcionalizadas e hidroxiapatitas sdo exemplos comuns deste mecanismo de

fixacéo.

Fixacdo de implantes bioabsorviveis:

Implantes ceramicos com fixacdo breve ao tecido, ja que séo projetados para
apresentar uma absorcao otimizada ao organismo, de forma a garantir sua substituicéo
pelo tecido original em que estd implantado. Esta classe de fixacdo engloba materiais de

sulfato de calcio e diversos fosfatos de calcio.

Alguns exemplos de aplicacGes frequentes de bioceramicas estdo representados

na Figura 5.
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Reparo Craniano
Biovidros

Ceratoprotese
Alumina

Implantes Otorrinolaringoldgicos
Alumina
Hidroxiapatita (HAp)
Biovidro
Vitroceramicas bioativas
Compoésitos bioativos

Ky s Reconstrucdao Maxilofacial
Alumina
Hidroxiapatita
Compésito HAp/PLA

Biovidros
Implantes dentarios
Alumina
| HAp, recobrimento de Hap
f Biovidros
Selamento endodéntico
Ca(OH),
o)
Aumento da Crista Alveolar
Alumina
HAp; TCP
\ Composito dsseo de HAp autégena
Composito HAp/PLA
Biovidro
Obliteragao de Bolsa Periodontal
® . HAp
<2 TCP
- Sais de calcio e fésforo
Compésito HAp/PLA

Biovidro
Dispositivos para Acesso Percutaneo
Vitroceramicas bioativas
Biovidros
HAp
Recobrimento de carbono pirolitico
Compésitos bioativos
Valvulas Cardiacas Artificias
Recobrimento de carbono pirolitico
Cirurgias de Coluna
Vitroceramicas bioativas
HAp
Reparo de Crista lliaca
Vitroceramicas bioativas

Preenchimentos Osseos

Sais de célcio e fosforo

Granulos de biovidro

Granulos de vitroceramicas bioativas
Aplicacdes ortopédicas de alta carga

Alumina

Zirconia

Composito de PE/HAp

Recobrimento de HAp sobre metais

Recobrimento de biovitro sobre metais
Dispositivos de Fixagdo Ortopédica

Compésito de PLA/fibra de carbono

Compdsito de PLA/fibra de biovidro
Tendoes e Ligamentos Artificais

Compésito fibra de carbono
Articulagbes

HAp

Figura 5: Aplicac¢@es clinicas de bioceradmicas.
Fonte: Adaptado de Hench e Wilson (2013)

3.2.1.1 Cimentos de Fosfato de Calcio

Os CPCs foram inicialmente sugeridos como possiveis materiais para
restauracdes dentérias por LeGeros, Chohayeb e Schulman (1982) e desenvolvidos por
Brown e Chow (1983). Estes materiais sdo, atualmente, um dos mais promissores em

aplicacfes voltadas para a substituicdo e preenchimento ésseo (Zhang et al., 2014; Feng
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et al., 2020). O crescente interesse se deve a excelente biocompatibilidade, bioatividade
e osteocondutividade exibida por estes materiais, além de possuirem facil manuseio,
moldabilidade e apresentarem produtos de seu processo de pega com COMpPOSICA0

similar a fase mineral 6ssea (Lodoso-Torrecilla, van den Beucken e Jansen, 2021).

De forma ampla, os CPCs podem ser descritos como cimentos hidraulicos,
formados através da mistura de um ou mais ortofosfatos de calcio com uma fase liquida.
Esta mistura produz uma pasta moldavel com capacidade de passar pelo processo de

pega e endurecer apds ser aplicada no organismo (Ginebra et al., 2010).

O endurecimento do material ocorre, principalmente, através da precipitacdo de
cristais entrelacados apds a dissolucdo do fosfato de calcio inicial. Estes cristais
aumentam a resisténcia mecénica do CPC através do ancoramento mecénico e
apresentam alta area superficial (Liu et al., 2013; O’Neill et al., 2017). Esta reacao de
pega nao é altamente exotérmica, transferindo pouco calor, e ndo libera substancias
toxicas ao organismo. Estas caracteristicas representam grandes vantagens em
comparagédo ao poli(metiimetacrilato) (PMMA), que é, atualmente, o cimento 6sseo mais
amplamente utilizado em cirurgias ortopédicas (He et al., 2015; Lodoso-Torrecilla, van
den Beucken e Jansen, 2021). Entretanto, as propriedades mecéanicas destes cimentos
nao sédo adequadas para aplicagcdes em sistemas de alta solicitagdo mecanica, somente
sendo utilizados em aplicacbes bucomaxilofaciais (Canal e Ginebra, 2011; Cao et al.,
2014).

3.2.1.2 a-Fosfato Tricélcico

O fosfato tricélcico apresenta 3 formas polimoérficas: a fase de baixa temperatura
(B-TCP) e as fases de alta temperatura (a- e a’-TCP). Entretanto, a fase a’-TCP somente
existe a temperaturas superiores a 1430°C, se revertendo instantaneamente a fase a
guando resfriada abaixo desta temperatura (Tronco, Cassel e dos Santos, 2022). Apesar
de possuirem a mesma composicdo quimica, estas fases se diferenciam
substancialmente em sua estrutura cristalina e, consequentemente, em sua densidade e
solubilidade, fatores que determinam suas propriedades biologicas e aplicagdes clinicas.

O a-TCP é consideravelmente mais soluvel do que sua fase 3, 0 que permite tempos de
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pega mais adequados a aplicacdes clinicas quando utilizado em CPCs (Carrodeguas e
de Aza, 2011).

a) c-C : b)
-"6‘é&‘.-é‘--"a C i .
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Figura 6: Representagdo esquematica da estrutura do a-TCP. Projecdo (a) de vista superior da célula
unitaria ao longo da direcéo [0 0 1] e (b) projecao fracional das células unitarias no plano bc,
evidenciando a disposi¢do dos atomos ao longo da diregdo [0 0 1]. Atomos Ca?* estéo representados em
verde e P5* em roxo. lons O% nao foram representados para uma melhor clareza da estrutura.
Fonte: Adaptado de Carrodeguas e De Aza (2011)

A estrutura do a-TCP foi primeiramente descrita por Dickens e Brown (1972) como
sendo similar a estrutura da glaserita [KsNa(SOu4)2] e, posteriormente, foi mais
detalhadamente estudada por Mathew et al. (1977) e Yashima e Sakai (2003). Esta
estrutura esta representada na Figura 6 e apresenta célula unitaria monoclinica em que
fons de Ca?* e PO4+* sdo empacotados em colunas C-C e C-A ao longo da direcédo
cristalogréfica [0 0 1]. As colunas C-C apresentam somente cations Ca?" e sdo envoltas
por 6 colunas C-A, que apresentam tanto cations Ca?" quanto anions POs*. Os
parametros de rede das estruturas polimérficas do TCP se encontram detalhados na
Tabela 2.

Tabela 2: Parédmetros de rede das estruturas polimorficas do Fosfato Tricalcico.

Forma alotrépica de Cas(PQOa)2

Propriedade B-TCP a-TCP a-TCP
Simetria Romboédrica Monoclinica Hexagonal
Grupo espacial R3C P2i/a P6s/mmc
a (nm) 1,04352(2) 1,2859(2) 0,53507(8)
b (nm) 1,04352(2) 2,7354(2) 0,53507(8)
¢ (nm) 3,74029(5) 1,5222(3) 0,7684(1)
a (%) 90 90 90

B (%) 90 126,35(1) 90

y (°) 120 90 120

D 3,066 2,866 2,702

Fonte: Adaptado de Carrodeguas e De Aza (2011)
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Como o a-TCP é metaestavel a temperatura ambiente, ndo é possivel realizar sua
sintese direta através da precipitagdo em solu¢cdes aquosas e, para sua obtencéo, é
necessaria a realizacao de reacfes em estado solido sob altas temperaturas (Fathi et al.,
2015). Assim, existem duas metodologias principais empregadas na sintese de a-TCP:
a sintese por via Umida e a sintese por via seca.

Via umida

A sintese por via Umida consiste na precipitacdo em solucdo aquosa de
hidroxiapatita deficiente em calcio (CDHA) de razdo Ca/P de 1,5 ou de fosfato tricalcico
amorfo (ACP), e sua posterior transformacgédo térmica em a-TCP. Estes métodos
permitem a obtencéo da fase através de diferentes mecanismos, os quais dependem do
precursor obtido durante a precipitacdo: o CDHA cristaliza primeiramente em (3-TCP e,
por isso, necessita de tratamentos de alta temperatura para a obtencédo da fase a; ja o
ACP cristaliza inicialmente e preferencialmente em a-TCP, necessitando de temperaturas
proximas a 650°C para obtencao desta fase. As reacfes globais para a combinacéo de
reagentes mais utilizadas estéo descritas nas equagodes (1), (2) e (3) (Tronco, Cassel e
dos Santos, 2022).

9C3(OH)2 (aq) + 6H3PO4 (aq) - 3Ca3 (PO4)2 (s) + 18H20 (® (1)
9C3(NO3)2 . 4‘H20 (aq) + 6H3PO4 (aq) d 3C3.3 (PO4)2 (s) + 36H20(g) + 18HNO3 ) (2)

9C3(NO3)2 ' 4‘H20 (aq) + 6(NH4)2HPO4 (aq)
- 3Ca3 (PO4)2 (s) + 36H20 ® + 18HNO3 (8 + 12NH3 ® (3)

Via seca

A sintese por via seca consiste na reacao entre reagentes solidos precursores de
a-TCP durante sua calcinacdo a altas temperaturas. Esta € a via de sintese mais
reportada na literatura e as reagcdes mais convencionais estao descritas nas equacdes
(4), (5), (6) e (7) (Carrodeguas e de Aza, 2011; Tronco, Cassel e dos Santos, 2022). Apos
a homogeneizagdo dos precursores, estes sdo tratados termicamente acima da

temperatura de transformacéo, geralmente entre 1250°C e 1500°C.
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CaCO3 () + 2CaHPO, (5) = Caz(P0O4); (s) + CO; @ T H20 (g 4)
3CaC03 ) + 2NH4H, PO, (5) — Ca3(P0,), s) T 3H20 (g) +3C0; () + 2NH; () (5)
CaCO3(5) + Cay P, 0, (5) = Ca3(PO4) 2 (5) + COZ (g (6)
Ca;0(P0,)(OH), () + 2CaHPO, () = 4Ca3(PO,); ) + 2H,0 () (7)

A obtencdo de a-TCP puro € extremamente dificil, pois diversos parametros
influenciam a temperatura de transformacéao de fase f—a. Um dos paradmetros de maior
importancia é a pureza dos reagentes (Duncan et al., 2014). Diversos ions metalicos
como Sr?*, Zn?*, e Mg?* substituem fons Ca?* na estrutura do TCP e estabilizam a fase
(Frasnelli e Sglavo, 2016; Lode et al., 2018; Shi et al., 2018). Como o carbonato de
magnésio (MgCO3) é comumente associado ao CaCOs, ions Mg?* séo impurezas comuns
nos precursores de célcio da via seca e, por isso, sinteses por via imida estdo ganhando
cada vez mais destaque em pesquisas envolvendo a-TCP (Tronco, Cassel e dos Santos,
2022).

Considerando sua aplicacdo como um CPC, a reacdo de pega do a-TCP é
extremamente vantajosa. A hidratacdo deste material foi primeiramente descrita por
Monma e Kanazawa (1976), entretanto a primeira formulacdo de um CPC contendo
quantidade substancial de a-TCP com tempo de pega aceitavel para aplicacdes clinicas
foi descrita por Ginebra et al. (1994). Esta reacdo ocorre através da solubilizacdo do
a-TCP e reprecipitacdo do material como hidroxiapatita deficiente em célcio
[Cao(PO4)s(HPO4)OH, CDHA], conforme a equacdo (8). A CDHA apresenta grande
similaridade quimica e cristalografica com a fase mineral éssea, 0 que torna formulacées
de CPCs baseadas em a-TCP um grande interesse na area de regeneracdo e
preenchimento 6sseo. Além disso, CPCs baseados nesta fase, ao serem implantados in
vivo, demonstraram boa osteointegracdo e osteoconducéo, formando uma interface com
o tecido Gsseo que permite a regeneracao 6ssea e a absorcao e substituicdo do material
por 0sso nativo (Valle et al., 2007; Feng et al., 2020).

3 a — Cas(P0,), + H,0 - Cao(P0O,)s(HPO,)OH  (8)
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3.2.1.3 Cimentos de a-TCP pré-misturados

Conforme supracitado, CPCs convencionais consistem em misturas de pos de
ortofosfatos de célcio que serdo misturados com um liquido de pega aquoso para a
formacgdo de uma pasta autocuravel. Entretanto, algumas limitacdes surgem deste uso,
como a necessidade de mistura imediatamente antes da implantacdo e o tempo limitado

para a realizacdo da implantacdo ap0s a mistura dos materiais (Lode et al., 2018).

Takagi et al. (2003) desenvolveu o primeiro estudo a propor um cimento de fosfato
de calcio pré-misturado, ou seja, um CPC ja misturado com sua fase liquida sem que a
reacado de pega ocorra. Takagi e colaboradores desenvolveram uma pasta de fosfato
tetracalcico (TTCP) e fosfato dicalcico anidro (DCPA) com a adicdo de uma solucéo
ndo-aquosa (glicerol), de forma que a pega do cimento somente ocorresse através do
contato deste com o local do implante e, consequentemente, com a agua presente nos
tecidos adjacentes. Este estudo serviu como base para diversos sistemas similares
baseados em a-TCP e com adicdo de fases liquidas ndo-aquosas, majoritariamente

baseadas em 6leos (Heinemann et al., 2013; Lode et al., 2018; Irbe e Loca, 2021).

Outra proposta para inibir a reagdo do a-TCP e permitir o armazenamento de
pastas foi a adicdo de ions inibidores de reacdo. Bohner et al. (2015) desenvolveu um
CPC baseado em a-TCP com adicdo de uma solucdo aquosa de MgCl.. Nesta
composicdo, os ions Mg?* presentes na solucdo se aderem as particulas de a-TCP,
impedindo sua dissolucéo e, consequentemente, a reacao de pega da pasta. A ativacao
desta ocorre de forma controlada através da adicdo de uma solucdo aquosa de CaCl..
Os ions Ca?* deslocam os ions de Mg?* da superficie das particulas e permitem o inicio
da reacdo de hidratacdo do cimento, conforme a Figura 7. Uma proposta similar foi
desenvolvida por Weichhold et al. (2022), mas através da adi¢cdo de solu¢cdes aquosas
com a presenca de ions de pirofosfato. Estes ions agem de maneira analoga aos ions
Mg?*, inibindo a dissolucdo das particulas de a-TCP. Este mecanismo de inibicdo,
também conhecido por dual paste, devido a adicdo de uma segunda “pasta” para a

ativacdo da reacao, permite a mistura destes materiais através de metodologias que
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garantem boa homogeneidade a pasta, como a mistura por duas seringas (Weichhold et
al., 2022).

. () (_UH'\ 4
. . . ‘V\N

§
CDHA,
WMz
izi Oty %
YW

Figura 7: Mecanismos de (a) inibicdo da solubilizagéo e hidratagao do a-TCP através da adsorcao de
jons Mg?* as particulas, (b) ativagao da reagdo através da adi¢cao de ions Ca?* e (c) solubilizagao do
a-TCP e precipitagdo de CDHA.

Fonte: Adaptado de Bohner et al. (2015)

3.2.2 Biomateriais poliméricos

Biomateriais poliméricos sao aplicados cada vez mais com o passar dos anos
devido a sua diversidade de composicdes e grande variedade de propriedades, as quais
podem ser modificadas para se adequarem a aplicacdo desejada. Além disso, estes
podem ser obtidos em formas complexas através de diversos métodos de fabricacédo
(Hasirci e Hasirci, 2018).

Polimeros sintéticos apresentam diversas vantagens sobre os naturais, como alta
reprodutibilidade de suas propriedades e possibilidade de serem sintetizados em grande
escala. Entretanto, a classe de maior interesse em aplicacdes biomédicas €, atualmente,
a dos polimeros naturais, como proteinas e polissacarideos (Loureiro dos Santos, 2017).
Este interesse € relacionado a grande semelhanca dos polimeros naturais com os tecidos
de ocorréncia natural no organismo, como a ECM, o que promove a Otima
biocompatibilidade destes polimeros (Kuhn, 2011). Outrossim, polimeros naturais
apresentam menor incidéncia de toxicidade e inflamacdo, quando comparados a

materiais sintéticos, e apresentam custo relativamente baixo, o que é de grande interesse
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para setores de alto valor, como o farmacéutico e biomédico (Smith, Moxon e Morris,
2016).

3.2.2.1 Fibroina de Seda

Ha séculos, a seda tem sido utilizada como biomaterial polimérico para sutura e
tratamento de ferimentos. Este material € um polimero natural produzido por diferentes
insetos e aracnideos, de forma a apresentar uma grande diversidade de propriedades e
estruturas. A seda de maior interesse e caracterizacdo na area de biomateriais € a
produzida pelo bicho-da-seda Bombyx-mori, a qual apresenta maiores concentracoes de
aminodacidos basicos (arginina), acidos (acido aspartico) e polares (serina) em sua
estrutura, o que, consequentemente, permite uma maior adesao celular (Malafaya, Silva
e Reis, 2007; MaclIntosh et al., 2008; Melke et al., 2016).

A seda é formada por duas proteinas principais: a sericina (proteina globular) e a
fibroina (proteina fibrosa), as quais formam uma estrutura em que duas fibras de fibroina
sao envolvidas por uma camada de sericina, conforme a Figura 8. A sericina constitui
cerca de 25 a 30% da massa da seda e € uma proteina hidrofilica, solivel em agua e de
aspecto glutinoso (Melke et al., 2016; Bhattacharjee et al., 2017; Qi et al., 2017). A
composicdo de aminoacidos da sericina e da fibroina estdo descritas na Tabela 3.
Entretanto, diversos estudos apontam que a sericina € responsavel por diversas
respostas imunogénicas ap0s sua implantacao e, por isso, € necessario que a seda passe
por um processo fisico-quimico denominado degomagem para a remocao desta proteina
(Kaplan et al., 1994; Li et al., 2014). Assim, as aplicacdes atuais da seda como biomaterial

focam na utilizag&do da fibroina de seda (SF).

A fibroina € um polimero semicristalino com estrutura que consiste em uma cadeia
hidrofobica densa (~390kDa, H) e uma cadeia hidrofilica leve (~26kDa, L) que séo unidas
através de uma ligacdo dissulfidica (através da presenca de teores baixos de cisteina)
ou através da glicoproteina fibrohexamerina (Fhx, previamente denominada P25),
formando um complexo H-L. Esta glicoproteina, que apresenta ~25kDa, € ligada ao

complexo H-L através de uma ligacdo ndo-covalente e esta presente nestes complexos
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em uma propor¢do 6:6:1 entre a cadeia-H, cadeia-L e a Fhx, respectivamente. A
composicdo de aminoacidos presentes na fibroina consiste principalmente em glicina
(43%, Gly), alanina (30%, Ala), serina (12%, Ser) e pequenas quantidades de tirosina
(Tyr), os quais estao distribuidos nas cadeias H e L (Qi et al., 2017; Farokhi et al., 2018).
As cadeias-H sao formadas pela repeticdio de uma sequéncia hexapeptidica
Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ser e de uma sequéncia dipeptidica Gly-Ala/Ser/Tyr, conforme
representado na Figura 9, formando estruturas B-sheet antiparalelas estaveis. Ja as
cadeias-L sdo nao-repetitivas e, por isso, se tornam relativamente mais elasticas e
hidrofilicas (Tanaka et al., 1999; Kundu et al., 2013; Qi et al., 2017; Farokhi et al., 2019).

Regido cristalina

Regido amorfa Nanocristais de
B-sheets antiparalelos

(Seda II)

Fibroina

Mistura de a-helix,
4 PB-sheete random coil

Fibra de Seda (Seda ) Estrutura a-helix

(d=10- 25um)

Camada de Sericina

Figura 8: Representacdo esquematica da estrutura da fibroina de seda.
Fonte: Adaptado de Qi et al. (2017)

Tabela 3: Composicao massica dos principais aminoacidos presentes na fibroina e sericina de seda.

Fibroina Sericina
Gly 42,8 8,8
Ala 32,4 4,0
Ser 14,7 30,1
Tyr 11,8 4,9
Thr 1,2 8,5
Asp 1,7 16,8
Glu 1,7 10,1
Lys 0,5 55

Fonte: Adaptado de Zhang e Wyeth (2010)
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Figura 9: Sequéncias (a) hexapeptidica Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ser e dipeptidicas (b) Gly-Ala, (c) Gly-Ser e
(d) Gly-Tyr presentes nas cadeias-H da fibroina de seda.
Fonte: Adaptado de Cassel et al. (2023)

Estruturalmente, a SF apresenta dominios cristalinos e amorfos e é analoga ao
colageno tipo | (Col-1) presente no tecido 6ésseo (Farokhi et al., 2016; Coelho et al., 2020).
Os dominios amorfos sdo formados, principalmente, por acido aspartico. JA o dominio
cristalino pode ser organizado em 3 estruturas principais: Seda |, Seda Il e Seda Ill. A
Seda | é uma estrutura solivel em agua e metaestavel, formada por conformactes
random coil e a-helix e pertencendo ao sistema ortorrombico. A Seda | pode ser
transformada em Seda |l através de tratamentos com metanol e fosfato de potassio
(Volkov, Ferreira e Cavaco-Paulo, 2015; Melke et al., 2016). A Seda Il € a conformacéo
da fibroina em uma estrutura formada por B-sheets antiparalelas, a qual pertence ao
sistema monoclinico, o que facilita o crosslink com proteinas através de ligacbes de
hidrogénio e Van der Waals e contribui para a rigidez e resisténcia a tracdo da SF. J4 a
Seda Il apresenta uma conformacéo helicoidal e se forma apenas em interfaces agua/ar
(Wang, Nemoto e Senna, 2004; Morgan et al., 2008; Wei et al., 2011; Farokhi et al., 2019).

As estruturas Seda | e Seda Il estédo representadas na Figura 8.
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As propriedades Unicas da SF, como bioabsortividade, biocompatibilidade, baixa
resposta imunogénica e comportamento mecéanico robusto, fazem com que esta seja
amplamente discutida e pesquisada com alto potencial em aplicacdes como biomaterial
(Heimbach, Yu e Wei, 2020). Este material apresenta biocompatibilidade superior a de
polimeros comumente aplicados na area médica, como o colageno e o poli(L-&cido latico)
(PLLA) (Qietal., 2017) e € adequado para uma grande variedade de aplicacdes, como a
liberacdo controlada de drogas, regeneracéo de tecido vascular, tratamentos de feridas
epiteliais e scaffolds para a engenharia de tecido 6sseo (Kapoor e Kundu, 2016;
Bhattacharjee et al., 2017). Além disso, a bioabsortividade desse material pode ser
facilmente modificada através do controle da quantidade de B-sheet em sua estrutura
secundéria. Assim, materiais obtidos através do solvent casting de solugfes de SF em
meios organicos e materiais de SF tratados com metanol apresentam maior teor de
B-sheet e podem levar um ano ou mais para serem completamente absorvidos in vivo,
enguanto os obtidos através solucdes de SF em meios aquosos sao absorvidos em
menos de 6 meses (Wang et al., 2008; Li et al., 2014).

Um grande interesse na area de regeneracdo 6ssea € a alta capacidade da
fibroina de guiar o crescimento preferencial de cristais de fosfato de calcio ao longo do
eixo c da estrutura cristalina, de forma anéloga ao Col-I (Mobika, Rajkumar, Nithya Priya,
et al., 2020). Este crescimento é efetivamente controlado pelo posicionamento e
densidade de residuos de grupos aspartato, arginina e glutamato que estédo arranjados
em aglomerados polares nas estruturas B-sheet, os quais induzem uma distribuicdo de
potencial na superficie do material devido a presenca de grupos carboxila (-COOH),
carbonila (-C=0) e hidroxila (-OH), e criam pontos de nucleacéo para fosfatos de calcio
(Ozcan e Ciftgioglu, 2022). Isso ocorre porque a exposicao destes grupos anionicos tende
a concentrar ions de célcio por atracao eletrostéatica, resultando em uma supersaturacao
local e posterior nucleacdo de cristais. Desta forma, €é possivel mimetizar a
biomineralizacdo O¢ssea, ja que os fosfatos de calcio crescem ao longo da direcdo
preferencial instituida pela SF, resultando em cristais de tamanho reduzido e com formato
de agulha, os quais se assemelham aos cristais presentes na fase mineral 6ssea (Huang
et al., 2019; Zhang et al., 2020).
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3.3 INTERACAO DO BIOMATERIAL COM O CORPO

A partir da implantacdo de um material no organismo, uma série de reagdes no
meio fisioldégico e no sistema imunolégico é desencadeada. A resposta bioldgica inicial &
a formacdo, em um periodo de nanosegundos, de uma camada hidratada sobre a
superficie do implante. Posteriormente, proteinas da matriz extracelular sdo adsorvidas
na superficie do material implantado, formando uma camada proteica e, através desta,
as células interagem com a superficie do implante (Roach et al., 2007). Esta adsorcdo
superficial somente ocorre se a topografia e propriedades quimicas e mecanicas do

implante forem adequadas a ponto de permitir sua ocorréncia (Hasirci e Hasirci, 2018).

Ja a resposta inflamatodria do sistema ocorre através do aumento da circulagéo
sanguinea, aumento da atividade metabdlica e acumulo de fluido extracelular no local do
dano tecidual. Quando este dano ocorre, seja causado pela lesdo ou implantacéo,
neutrofilos, células mononucleares e macrofagos sédo atraidos ao local, atacando e
digerindo os microrganismos e detritos do tecido danificado. O estagio inicial da resposta
inflamatoria € completado entre 4 e 5 dias e, apds, se iniciam os processos de migracgao,
proliferagéo e remodelamento do tecido (Hasirci e Hasirci, 2018).

Como a interacdo do material com o corpo ocorre na interface implante-tecido, as
propriedades superficiais do material determinam como irdo ocorrer as interagdes entre
o implante e o organismo. Esta interacdo causa efeitos no organismo e no biomaterial,
gue podem ser benéficos ou deletérios. Caso a interacéo célula-superficie seja deletéria,
ocorrera a apoptose celular, ou seja, a morte celular programada, a qual € de extrema
importancia para a eliminacdo de células supérfluas e defeituosas, mas provoca a
necrose tecidual. Além disso, estas reacdes podem resultar na falha do implante,
necessidade de demais procedimentos cirlrgicos e até o 6bito do paciente (Ratner et al.,
2004; Hasirci e Hasirci, 2018). As possibilidades de interacdo entre os tecidos e a

superficie do biomaterial e a consequéncia destas estéao representadas na Figura 10.

47



QUIMICA DE | PROLIFERAGAO

SUPERFICIE ] CELULAR
AN Y,

ADSORGAO DE -
PROTEINAS || DIFERENCIAGAO
( b CELULAR

TOPOGRAFIA DA

SUPERFICIE .
S p, | | PRODUGAO DE
ADESAO CELULAR ECM
\
PROPRIEDADES “ ~
MECANICAS DA — L APOPTOSE
SUPERFICIE CELULAR
/ \ J
\ J \ J
MATERIAL ORGANISMO

Figura 10: Possibilidades de interacao entre a superficie do material e o sistema bioldgico.
Fonte: Adaptado de Hasirci e Hasirci (2018)



MATERIAIS E METODOS
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Figura 11: Fluxograma das etapas de desenvolvimento do trabalho.
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Na Figura 11 é apresentado o fluxograma que ilustra as etapas da metodologia

utilizada na elaboracéo deste projeto de pesquisa.

Este foi desenvolvido no Laboratério de Biomateriais e Ceramicas Avancadas
(Labiomat) do Departamento de Materiais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), o qual esta vinculado ao Programa de PoOs-Graduacdo em Engenharia de
Minas, Metallrgica e de Materiais (PPGE3M).

4.1 SINTESE DO a-FOSFATO TRICALCICO

A sintese de a-TCP foi realizada por via imida, ou seja, através da calcinacdo de
uma fase precursora obtida por precipitacdo em solucdo aquosa. Este precursor € obtido
utilizando-se reagentes com a presenca de Ca?* e PO4> em concentracdes definidas, de

forma a se manter a razdo molar Ca/P em 1,5.

A sintese foi baseada no procedimento desenvolvido por Vasquez, Dominguez e
Loureiro dos Santos (2017). Esta consiste em uma reacdo acido-base, em que uma
solugdo de 0,5M de hidrogenofosfato de amonio [(NH4)2HPOa4, Dindmica — P.A.] foi
adicionada a uma solucdo de 0,5M de nitrato de calcio [Ca(NO3)2, Labsynth — P.A.] sob
taxa de gotejamento de 20mL/min. A solucdo foi mantida & 20 + 2°C e sob agitacao

constante de 250rpm por 24h.

Para que a sintese resulte em um precursor com estequiometria correta para a
obtencgao do a-TCP ap0és a calcinacao, é necessario que o pH da suspensao se encontre
dentro de uma faixa critica. Assim, este foi mantido entre 8 e 9 através da adicédo de
hidréxido de amonio [NH4OH, Dinamica — P.A.], a qual foi realizada em 3 etapas: (i) antes
do inicio da reacéo, (ii) apés a adicdo de 50% da solucdo de (NH4)2HPO4 e (iii) apos a
adicdo de toda a solucdo de (NH4)2HPO4. As quantidades de solucdo e os parametros

utilizados na sintese do precursor estdo resumidos na Tabela 4.

Tabela 4: Parametros de sintese utilizados na obtengéo do a-TCP por via imida.

~ ~ Velocidade
oy ™ MRS e, Temperawra  rotaciond oe
9 9 P agitacao
0,5M 15 80mL 8-9 20 +2°C 250 rpm
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A suspensao obtida foi filtrada a vacuo com um funil de Blichner e o p6 resultante
foi seco por 24h em estufa a 100°C. Posteriormente, o material foi moido manualmente
com almofariz e pistilo de porcelana, peneirado em malha 60 mesh (abertura de
0,250mm) e calcinado a 1400°C em um forno elétrico CARBOLITE. Foram utilizadas duas
rampas de aquecimento: (i) aguecimento da amostra até 1100°C sob taxa de
aquecimento de 10°C/min e (ii) aquecimento até 1400°C sob taxa de aquecimento de
5°C/min. A amostra foi mantida a 1400°C por 2h e, ap0s o patamar, o material foi resfriado
até a temperatura ambiente no interior do forno. Finalmente, o produto foi moido a imido
em um moinho vibratério por 2h com esferas de alumina de 10,80mm de diametro. Cada
grama de po foi moido com 4 esferas de alumina e 2mL de etanol anidro [EtOH, Exodo]
e a suspensao obtida foi passada por peneira 325 mesh (abertura 0,040mm) e seca por
24h em uma estufa a 60°C. Tempos superiores de moagem néo foram estudados devido
a alta probabilidade de contaminac&o do material com polipropileno proveniente do frasco

de moagem.

4.2 CARACTERIZACAO DA SINTESE DE a-TCP
4.2.1 Caracterizacao do precursor
4.2.1.1 Difracdo de Raios-X

O precursor de a-TCP obtido por sintese de via Umida foi caracterizado de forma
a se verificar qualitativamente as fases cristalinas presentes no pé obtido através da
analise de difracdo de raios-X (DRX). A analise foi conduzida em um difratémetro Philips
do modelo X’Pert MDP com radiagdo CuKa (A=1,5418 A) e filtro de Ni ajustado a 40kV e
20mA. A varredura da amostra foi realizada com velocidade do gonidmetro de 0,05°/s e

no intervalo de 26 = 20° a 50°.

4.2.1.2 Andlises Térmicas

Para a avaliacdo das transformacdes que ocorrem no precursor obtido, foi

realizada a andlise térmica simultdnea de andlise termogravimétrica (TGA) com
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calorimetria exploratéria diferencial (DSC), denominada SDT. O equipamento SDT TA
Instruments modelo Q600 foi acoplado a um espectrdmetro Thermo Fischer Scientific do
modelo Nicolet 6700 para andlise de espectroscopia de infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR) das substancias eliminadas pelo material durante as perdas de massa
apresentadas, de forma a se obter um maior entendimento dos mecanismos ocorridos
nestas transformacgdes. A andlise foi realizada em atmosfera de nitrogénio (N2) com
vazao de 100mL/min e utilizando taxa de aquecimento de 20°C/min em um intervalo de
30°C a 1500°C.

4.2.2 Caracterizacao do p6 de a-TCP obtido
4.2.2.1 Difragédo de Raios-X

As fases cristalinas presentes no p6 obtido foram determinadas através da analise
de difracdo de raios-X (DRX). Para a analise, foi utilizado um difratbmetro Philips do
modelo X'Pert MDP com radiacdo CuKa e filtro de Ni ajustado a 40kV e 20mA. A
varredura da amostra foi realizada com velocidade do gonidbmetro de 0,015°/s e no
intervalo de 26=20° a 50°. Para se obter a composicado quantitativa das fases presentes
no po, o difratograma obtido foi avaliado através de refinamento de Rietveld com o
software HighScore Plus versdo 4.7 (PANalytical, Holanda). Para o refinamento, as
estruturas ICSD 000923 (a-TCP, Mathew et al., 1977), ICSD 006191 (B-TCP, Dickens,
Schroeder e Brown, 1974) e ICSD 026204 (HAp, Sudarsanan e Young, 1969) foram
aplicadas.

4.2.2.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
Os grupamentos quimicos do p6 obtido foram analisados através de espectroscopia
por transformada de Fourier (FTIR). Para a andlise, foi utilizado um espectrémetro

Thermo Fischer Scientific do modelo Nicolet 6700 em modo de transmissdo, com

espectro na regido de frequéncias entre 400 e 4000cm™,

4.2.2.3 Tamanho e area superficial especifica de particula
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A distribuicdo de tamanhos de particula foi avaliada através de granulometria a
laser, a qual foi conduzida em um granuldmetro Cilas modelo 1064, utilizando alcool
isopropilico como liquido da suspensédo. A area superficial especifica das particulas foi
avaliada através do método BET em um equipamento Quantachrome modelo Nova
1000e.

4.3 OBTENCAO DA SOLUCAO DE FIBROINA DE SEDA
4.3.1 Degomagem da seda

Para obtencao da fibroina de seda (SF), primeiramente, foi realizado o processo
de degomagem de casulos de seda do inseto Bombyx Mori. Este processo é necessario
para a remocao de impurezas e, principalmente, para a remocéo da camada de sericina
gue envolve as fibras de fibroina. Neste trabalho, foi utilizado o processo descrito por Li
et al. (2002). Os casulos foram imersos em uma solucao de 1g/L de carbonato de sodio
[Na2CO3s, Quimica Moderna— P.A.] a 85°C e mantidos sob agitacdo constante por 30min.
Este processo foi realizado 3 vezes, trocando-se a solugdo entre as repetigoes.
Posteriormente, as fibras foram enxaguadas e imersas em &gua destilada (H20) a
temperatura ambiente e foram mantidas sob agitacdo por 30min. As fibras resultantes do

processo foram secas em uma estufa a 37°C por 24h.

4.3.2 Dissolucéo da fibroina de seda

A dissolucéo das fibras de SF foi realizada em uma solugéo ternaria de cloreto de
calcio [CaClz, Dindmica — P.A.], EtOH, e H20, com propor¢do molar de 1:2:8. As fibras
foram adicionadas a solucdo em quantidades adequadas para a obtencdo de uma

solucédo de 12%(m/v) de SF e mantidas sob agitacdo por 4h a temperatura de 80°C.

A solucdo foi, entdo, dialisada por 48h contra 4gua destilada e deionizada
utilizando um tubo de didlise de celulose com corte de peso molecular de 3,5 kDa [3,5
MWCO SnakeSkin, ThermoFischer Scientific]. A agua foi trocada apds a primeira hora
de didlise e, subsequentemente, a cada 12h. A concentracao final da solugcéo foi de
4%(m/v) de SF, a qual foi determinada através da massa do soélido resultante apds a

evaporacao de 10mL de solucéo. A concentracao da solucao foi corrigida para 0,25; 0,50;
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0,75; 1,00; 1,25; 1,50; 1,75 e 2,00%(m/v) através da dissolucdo da solugéo original com

agua.

Conforme demonstrado por Bohner et al. (2015), pastas de a-TCP armazenaveis
foram obtidas através da mistura do pé com solucdes aquosas de 0,1M de cloreto de
magneésio (MgCl.). Para a obtencdo de uma solu¢cdo SF/MgCl2> com capacidade de inibir
a reacao de hidratacao do a-TCP, quantidades adequadas de MgCl. (NEON - P.A.) foram
dissolvidas de forma a se obter concentragbes de 0,1M deste cloreto nas solugbes de
SF.

4.4 CARACTERIZACAO DO PROCESSAMENTO DA FIBROINA DE SEDA
4.4.1 Microscopia Eletrénica de Varredura

Para verificar a eficiéncia do processo de degomagem da seda, foi realizada a
obtencao de imagens de MEV. A obtencédo das imagens foi realizada em um microscopio
eletrénico JEOL do modelo JSM 6060 com feixe de 15kV e sob ampliacdo de 300x.
Previamente a andlise, foi realizada metalizacdo da superficie da amostra com uma fina

camada de ouro, de forma a melhorar a condu¢do da amostra.

4.4.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

A andlise de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
foi aplicada de formaa se verificar os grupamentos quimicos do polimero antes e apds o
processo de degomagem. A analise foi conduzida em um espectrometro Thermo Fischer
Scientific modelo Nicolet 6700 em modo ATR, com espectro na regido de frequéncias
entre 600 e 4000cm™.

4.4.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial

Para a verificacdo da temperatura de transicdo vitrea e temperatura de
degradacéo da SF, foi realizada a analise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC).
Esta analise foi conduzida em um calorimetro TA Instruments modelo Q2000 com
aguecimento da amostra de 20°C a 350°C sob taxa de aquecimento de 10°C/min,

atmosfera de N2 e vazao de gas de purga de 50mL/min.
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4.4.4 Analise Termogravimétrica

Para a verificacdo da estabilidade térmica e perda de massa da SF obtida, foi
realizada a analise termogravimétrica (TGA). Esta andlise foi conduzida em um
equipamento Perkin EImer modelo 4000, com aquecimento da amostra de 30°C a 350°C
sob taxa de aquecimento de 10°C/min, atmosfera de N2 e vazdo de gas de purga de
20mL/min.

4.5 PREPARACAO DA PASTA ARMAZENAVEL DE a-TCP

As pastas de cimento de fosfato de calcio pré-misturadas foram preparadas
através da mistura do a-TCP sintetizado com a solugdo SF/MgCl. em quantidades
adequadas para a obtencdo de uma pasta com razao liquido/p6 (L/P) de 0,4 mL/g. A
mistura das duas fases foi realizada manualmente, utilizando-se uma espatula de aco
inoxidavel, até a obtencédo de uma pasta homogénea. Este processo foi realizado para
as solugcbes SF/MgCl. com diferentes concentracbes de fibroina de seda. As
concentracbes massicas de SF em cada variante de teste e suas respectivas

nomenclaturas estdo descritas na Tabela 5.

Tabela 5: Nomenclatura e composi¢ao de cada formulagao de teste estudada. A concentracdo de SF foi

calculada considerando sua contribui¢cdo apos a ativagao do CPC com uma solugédo de 4M de CaCl..

Variante Concentragédo da Concentragdo da Conpentragéo de SF no
solucéo de MgCl, (M) solugéo de SF [%(m/V)] cimento [%(m/m)]
SO00MO 0.0 0.00 0.00
SO00OM1 0.1 0.00 0.00
SO07M1 0.1 0.25 0.07
S13M1 0.1 0.50 0.13
S20M1 0.1 0.75 0.20
S27M1 0.1 1.00 0.27
S33M1 0.1 1.25 0.33
S40M1 0.1 1.50 0.40
S47M1 0.1 1.75 0.47
S53M1 0.1 2.00 0.53
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As pastas preparadas foram transferidas para tubos Falcon ou seringas vedadas
e armazenados a 20 = 2°C em ambiente climatizado por 7d antes de cada ensaio, com

excecao do teste de armazenamento.

4.6 TESTE DE ARMAZENAMENTO DAS PASTAS DE a-TCP PRE-MISTURADAS

De forma a verificar a estabilidade das pastas de a-TCP/SF pré-misturadas
desenvolvidas, amostras foram preparadas conforme descrito na Secdo 4.5 ou através
da mistura de a-TCP com agua destilada e deionizada (SO0OMO). 2g de todas as pastas
cimenticias foram transferidos para tubos Falcon de 5mL e armazenados a 20 + 2°C em

ambiente climatizado por até 22 semanas.

Apdés o tempo de armazenamento determinado para cada grupo, as fases
presentes em cada amostra foram analisadas através da analise de DRX e a composi¢ao
guantitativa destas foi obtida por refinamento de Rietveld, conforme descrito na Secéo
4.2.2.1. Além das estruturas previamente citadas nesta secdo, a ficha cristalografica
ICSD 082293 (Jeanjean et al., 1996) foi utilizada para a quantificacdo de CDHA nas

amostras.

4.7 ATIVACAO DAS PASTAS

A ativacdo da reacado de hidratacdo das pastas cimenticias foi realizada atravées
da adicdo de uma solugcdo aquosa de 4M de CaClz (Quimica Moderna, Brasil) em uma
proporcao de 0,1mL/g de a-TCP. Também foram testadas a adicdo de 0,5 e 1,0%(m/v)
de acido citrico (CA, Dinamica, Brasil) a solucao de ativacéo, de formaa acelerar a reacao

de pega do cimento.

A mistura foi realizada através da conexdo de 2 seringas — uma contendo o
cimento pré-misturado e outra contendo a solugdo de ativagdo — por um conector de
seringas de PVC. A solucéo foi, entdo, deslocada para a seringa com a pasta cimenticia
e esta foi deslocada continuamente de uma seringa para outra até que fossem finalizados

15 ciclos de deslocamento.
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4.7.1 Estudo dareacao de hidratacao

Para avaliar a melhor composicdo com relacdo a pega do cimento de fosfato de
célcio, amostras SOOM1 foram ativadas com solu¢des contendo 0; 0,5 e 1,0%(m/v) de
CA. Estas tiveram sua reagcdo de pega verificada através do ensaio de agulhas de
Gillmore, seguindo a norma ASTM C266-21. A analise foi realizada em amostras de
pastas cimenticias injetadas em moldes cilindricos de silicone com dimensdes de 12mm
de diametro por 10mm de altura. O ensaio foi realizado a 37°C e os tempos de pega
inicial e final (Tic e Ttc, respectivamente) foram registrados quando a agulha n&o
conseguiu criar uma indentacdo de 1mm de profundidade em 3 &reas distintas do

cimento.

Além disso, a reacéo foi investigada mais profundamente através da analise de
calorimetria isotérmica. Esta foi conduzida em um calorimetro NETZSCH modelo 404 F3
Pegasus. O equipamento foi pré-aquecido e programado a realizar uma curva isotérmica
a 37°C por 24h. O tempo de preparacao das amostras foi cronometrado e adicionado as
curvas obtidas pela andlise. A variante com reacdo de pega considerada mais adequada
a aplicacédo foi selecionada e utilizada para a preparacdo das amostras dos demais

testes.

Figura 12: Representacdo esquematica da metodologia de mistura da pasta cimenticia pré-misturadas e

a solugéo de ativacgéo.
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4.7.2 Injetabilidade

As pastas cimenticias pré-misturadas foram armazenadas por 7d e, entdo,
transferidas para uma seringa de 5mL. Posteriormente, foi adicionada a solugcéo de
ativacdo, conforme a metodologia previamente descrita, e foi acoplada uma agulha de
1,25mm a seringa. A realizacdo do ensaio de injetabilidade seguiu a metodologia descrita
por Weichhold et al. (2022). A seringa foi posicionada em uma maquina de ensaios
universal INSTRON modelo 3369 em modo de compressdo e com taxa de travessa de
30mm/min e célula de carga de 2kN. A maquina foi programada para ter o ensaio
interrompido caso a forca aplicada (F) atingisse 200N. A representagcdo esquematica da
realizacdo do ensaio se encontra na Figura 13. A injetabilidade foi definida como a fragcéo
extrudada da pasta cimenticia e calculada conforme a equacado (9), em que Inj é a
injetabilidade da composigéo, Vi, € o volume inicial de pasta na seringa e Vi, é 0 volume

de pasta na seringa ap0s a interrupgdo do teste.

Vi, —V
Inj = (‘pvifp) x 100 (9)

Lp

F<200N

Figura 13: Representagdo esquematica do ensaio de injetabilidade das pastas cimenticias.
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4.8 CARACTERIZACAO DOS CIMENTOS INJETAVEIS OBTIDOS

Amostras de todas as variantes de teste foram obtidas através da injecdo dos
cimentos em moldes cilindricos de silicone com 8mm de didmetro e 2,7mm de altura ou
moldes cilindricos de aco inoxidavel com 6mm de didmetro e 12mm de altura, a depender
do ensaio a ser realizado. A injecdo do cimento foi realizada em moldes pré-aquecidos a
37°C e estes foram mantidos em estufa 37°C até a completa pega do CPC. As amostras
foram, entdo, retiradas dos moldes e posicionadas em uma camara com 100% de
umidade relativa a 37°C por 1, 3 e 7d. Também foram avaliadas amostras que nédo

passaram por camara umida, sob nomenclatura de 0d.

4.8.1 Difragdo de Raios-X

As fases cristalinas presentes nas amostras mantidas a 0, 1, 3 e 7d em camara
umida foram determinadas através da analise de difracao de raios-X (DRX). A analise foi
conduzida em um difratémetro Philips do modelo X’'Pert MDP com radiagédo CuKa e filtro
ajustado a 40kV e 20mA. A varredura das amostras foi realizada com velocidade do
goniémetro de 0,015°/s e no intervalo de 26 = 20° a 50°. Para a verificacdo da cinética
da transformacgéao de fase do a-TCP para CDHA nas variantes, se obteve a composi¢ao
guantitativa das fases por refinamento de Rietveld com o software HighScore Plus versao
4.7. As estruturas ICSD 000923 (a-TCP), ICSD 006191 (B-TCP) e ICSD 082293 (CDHA),
ICSD 001708 [hidroxiapatita com substituicdo de cloro, HAp-Cl, Sudarsanan e Young
(1978)] e ICSD 024237 [clorapatita, CIAp, Hendricks, Jefferson e Mosley (1932)] foram
aplicadas. A presenca de HAp-Cl e CIAp também foi investigada ja que a presenca de
ions cloro (CI) na fase liquida de CPCs baseados em a-TCP pode provocar a formacgéo

destas fases cristalinas, conforme demonstrado por Cassel et al. (2023).

4.8.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi aplicada
de forma a verificar os grupamentos quimicos dos cimentos de fosfato de célcio obtidos

apos 7d em camara umida. A analise foi conduzida em um espectrébmetro Thermo Fischer
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Scientific do modelo Nicolet 6700 em modo de transmissao, com espectro na regiao entre
400 e 4000cm™,

4.8.3 Porosidade

A avaliacdo da porosidade dos CPCs obtidos € de extrema importancia, pois esta
influencia tanto nas propriedades mecéanicas do material, como no comportamento do
material apos a implantacéo in vivo. A porosidade de amostras cilindricas (8 x 2,7mm) foi
obtida através da equacao 10, onde p € a densidade medida experimentalmente e po € a
densidade teorica da amostra. Foram analisadas amostras mantidas em camara umida
por 0, 1, 3 e 7d.

P= [1 - (pﬁo)] x100  (10)

A densidade experimental foi calculada através do Principio de Arquimedes,
imergindo amostras em EtOH absoluto (Exodo, Brasil) e seguindo a equacéo 11, onde
ms € a massa da amostra seca, m, € a massa da amostra Umida e m; é a massa da

amostra imersa em EtOH (petor = 0,79 g/cm?).

ms

=— X 11
p (my, — m;) PEtoH (11)

J& a densidade tedrica foi determinada pela contribuicdo volumétrica de cada fase
identificada nas amostras, conforme a equacéao (12), onde p; € a densidade tedricae V; é
a fracdo volumétrica de uma determinada fase i. As fracBes volumétricas foram
calculadas baseadas nas fracbes massicas obtidas por refinamento de Rietveld e as
densidades consideradas para as fases a-TCP, B-TCP, CDHA e HAp-CI foram de 2,86,
3,07, 3,01 e 3,11 g/cm3, respectivamente.

=) pxVi  (12)
4.8.4 Resisténcia a Compresséo

Para a avaliacdo da resisténcia a compressao dos cimentos obtidos foi seguida a
norma ASTM F451-29, a qual é utilizada para ensaios de compressdo de cimentos
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0sseos. Os cimentos foram conformados em moldes cilindricos (6 x 12mm), conforme a
Figura 14. Apds o periodo de camara umida de cada grupo de teste (0, 1, 3 e 7d), as
amostras foram submetidas a analise visual direta, com objetivo de verificar a integridade

destas. As amostras com defeitos visiveis como fissuras e trincas foram descartadas.

F— 6mm —

Y
N

12Zmm

~
Figura 14: Geometria das amostras para 0os ensaios de resisténcia a compressao.

O teste de compresséao foi realizado em um equipamento de ensaios universal
INSTRON modelo 3369, com taxa de travessa de Imm/min e célula de carga de 2kN. A
resisténcia a compressao do material é definida pela tenséo de ruptura do corpo de prova,
a qual depende da forca aplicada atuante na area transversal. Este valor é calculado
conforme a equagao (13), em que o € a tensdo de ruptura em MPa, F é a forga aplicada

no momento de fratura em N e A é a area transversal do corpo de prova em mm?2.
o=— (13)
4.8.5 Microscopia Eletrénica de Varredura

Para verificar as caracteristicas microestruturais das amostras de CPC reforcados
com SF, foi realizada a obtencdo de imagens de MEV da superficie de fratura de
amostras mantidas em camara umida por 0, 1, 3 e 7d. A obtencao foi realizada em um
microscopio eletrénico de bancada ThermoFisher Scientific do modelo Phenom ProX, sob
feixe de 10kV e ampliagdo de 10000x. Previamente a analise, foi realizada a metaliza¢do

da superficie da amostra com fina camada de ouro para melhorar a conducdo da amostra.
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4.9 CARACTERIZACOES ADICIONAIS DA MELHOR VARIANTE

Atraveés das caracterizagdes prévias, a melhor variante de teste foi escolhida para
ser adicionalmente caracterizada. Devido as suas propriedades mecéanicas e
injetabilidade com potencial de aplicagdo, a variante S33M1 foi escolhida para ser

complementarmente avaliada.

4.9.1 Calorimetria Isotérmica

Para verificacdo da reacdo de pega da melhor variante dos cimentos
pré-misturados desenvolvidos, foi conduzida a analise de calorimetria isotérmica de
amostras S33M1 em um calorimetro NETZSCH modelo 404 F3 Pegasus. O equipamento
foi pré-aquecido e programado a realizar uma curva isotérmica a 37°C por 24h. O tempo
de preparacdo da amostra foi cronometrado e adicionado a curva obtida pelo

eguipamento.

4.9.2 Comportamento in vitro

Amostras das variantes SOOM1 e S33M1 foram obtidas através da injecdo dos
cimentos em moldes cilindricos de silicone com 8mm de didmetro e 2,7mm de altura ou
com 15mm de didametro e 2,7mm de altura. A injecao do cimento foi realizada em moldes

pré-aquecidos a 37°C e foram mantidos em estufa 37°C até a completa pega do CPC.

4.9.2.1 Liberacdo de ions de Ca?*

A liberagédo de ions Ca?" em solugdo tampéo de fosfato (PBS, pH 7,0) foi avaliada
por espectrometria de emissdo oOptica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES).
Esta andlise contribui para a avaliagdo da estabilidade fisica dos materiais obtidos, assim
como apresenta um indicativo das propriedades osteointegrativas dos materiais, ja que a
liberacdo de ions de Ca?" é de grande importancia para a resposta celular do tecido
0sseo. Assim, amostras cilindricas (15 x 2,7mm) das variantes SOOM1 e S33M1 foram
posicionadas em uma placa de 12 pocos preenchidos com 5mL de PBS e mantidas a
37°C. Foram coletados 1mL de solugdo nos intervalos de Oh (solucdo utilizada como

branco, PBS puro), 2h, 24h, 72h, 168h, 336h, 504h e 672h. A andlise foi conduzida em
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um espectrémetro Agilent Technologies modelo 5110. A cada ponto de analise, foi

realizada a troca da solugdo de PBS. Assim, a curva obtida é representada como a

liberacdo absoluta, ou seja, a soma das libera¢cées medidas até o ponto de analise.

4.9.2.2 Comportamento em SBF

Para a verificacdo do comportamento dos CPCs em solucéo fisiolégica simulada
(SBF), amostras cilindricas (8 x 2,7mm) dos cimentos SOOM1 e S33M1 foram colocadas
em uma placa de 24 pocos preenchidos com SBF e mantidas em estufa a 37°C até 28d.
A cada 2d de analise, as amostras eram retiradas da solucéo e secas para a verificacao
da perda de massa do CPC e deposicdo de apatita sobre este. Neste mesmo ponto, as
solugcdes que estavam em contato com as amostras tinham seu pH verificado e eram

substituidas por uma nova solugéo de SBF.

Além disso, amostras de cada variante foram retiradas do ensaio apos os periodos
de 3, 7, 14 e 28d para a verificacdo da deposicdo de apatita sobre estas. As amostras
retiradas da solucdo foram metalizadas com ouro e avaliadas por microscopia eletrénica
de varredura (MEV). Foi utilizado um microscopio eletrénico de bancada ThermoFischer

Scientific do modelo Phenom ProX, sob tenséao de 10kV e ampliacdo de 10000x.

4.9.3 Comportamento de injecéo in vitro

4.9.3.1 Avaliacdo da coesao do cimento injetavel

A coesdo da pasta cimenticia obtida foi avaliada visualmente através da injecéao
direta desta em SBF utilizando uma seringa de 5mL acoplada a uma agulha de 1,25mm.
Foram analisadas pastas SOOM1 e S33ML1. A avaliacao foi realizada logo apés a injecao

do material em SBF (Omin) e apds 5, 10 e 20min desta.

Esta avaliacdo € importante para verificar se a pasta injetavel é estavel durante a
injecdo no local de implantagéo e se havera ou ndo a ocorréncia de washout. O washout
€ a desintegracdo da pasta durante a exposicao inicial aos fluidos corpoéreos, a qual afeta
as propriedades mecanicas do material e pode causar reacfes inflamatérias severas
(Wei et al., 2022).
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4.9.3.2 Resisténcia a compressao de amostras injetadas em SBF

Para se verificar com maior representatividade pratica a resisténcia a compressao
do cimento injetavel, pastas cimenticias foram injetadas em moldes cilindricos de papel
filtro (6mm x 12mm) completamente imersos em SBF. As amostras foram mantidas nos

moldes até a pega do cimento e foram mantidas em SBF por 1, 3 e 7d.

O teste de compresséao foi realizado seguindo a norma ASTM F451-29 em um
equipamento de ensaios universal INSTRON modelo 3369, com taxa de travessa de
Imm/min e célula de carga de 2kN. Previamente ao ensaio, as amostras foram

submetidas a andlise visual e as que demonstraram defeitos visiveis foram descartadas.

Além disso, a superficie de fratura das amostras testadas apds permanéncia de 1,
3 e 7d em SBF foi avaliada por microscopia eletronica de varredura (MEV). As amostras
foram metalizadas com ouro e analisadas através de um microscopio eletrénico de
bancada ThermoFischer Scientific do modelo Phenom ProX, sob tensdo de 10kV e

ampliacdo de 10000x.

4.9.4 Ensaio de Viabilidade Celular in vitro

Devido a baixa coesdo demonstrada por amostras S33M1 apds sua injecao,
0,5%(m/mq-1cp) de carboximetilcelulose (CMC) foi adicionado as pastas S33M1
pré-misturadas de forma a melhorar esta propriedade. Estas amostras foram
denominadas S33M1C. Como esta variante se manteve estavel apds a injecdo e ndo
demonstrou diferencas estatisticamente significativas as propriedades previamente
estudadas para as amostras S33M1, amostras S33M1C foram utilizadas para os testes

subsequentes.

4.9.4.1 Isolamento e caracterizacdo de células-tronco derivadas de tecido adiposo

Células-tronco derivadas de tecido adiposo (ADSCs) foram extraidas do tecido
adiposo de doadores adultos saudaveis durante cirurgias de lipoaspiracao. O estudo foi
conduzido com a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Santa Casa de
Misericordia de Porto Alegre (REC-ISCMPA 3029.141) e do Comité de Etica em Pesquisa
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da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (REC-UFCSPA
3.734.612). As células foram isoladas e caracterizadas de acordo com um protocolo
padronizado pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de Biologia Celular da Universidade
Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA).

4.9.4.2 Avaliacao de citotoxicidade in vitro indireta

O ensaio de viabilidade celular foi realizado através do método indireto. Para o
experimento, extratos de amostras SOOM1 e S33M1C foram preparados de acordo com
as normas 1SO 10993-5 e 10993-12. Resumidamente, amostras de cimento cilindricas
(12 x 1mm) foram autoclavadas e incubadas com meio de cultura Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM) de baixa glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino por
72h em condi¢bes de cultura celular (atmosfera com 5%CO2, 95% de umidade a 37°C)
com uma razdo de massa de amostra para volume de meio de 0,2g/mL. Os extratos

foram entdo coletados sem nenhuma filtracéo para os testes de citotoxicidade.

ADSCs foram pré-cultivadas por 24h a 37°C em placas de 96 pocos em uma razéo
de 3,0 X 102 células por poco. Apds, o meio foi removido e substituido por extratos de
SO00M1 ou S33M1 puros ou diluidos em concentracfes de 1%, 10% e 50%. As células
com os extratos foram, entdo, incubadas em condi¢des de cultura celular por 24h. Como
controle, ADSCs foram incubadas com meio padrao. Posteriormente, os extratos foram
incubados com solugcéo de 0,5mg/mL de 3-(4,5-dimetiltiozol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina (MTT) em PBS por 4h e adicionou-se dimetilsulféxido (DMSO) para a

dissolucéo dos cristais de formazan formados pela interacdo do MTT com as células.

200uL da solugao de cada poco foram transferidos para uma nova placa de 24
pocos e a avaliacdo espectroscopica foi realizada em um leitor de microplacas
SpectraMax M3. Foi analisada a absorbancia das solugbes no comprimento de onda de

570nm. Foram realizadas 4 séries de andlise em pentaplicata.

Adicionalmente, células foram cultivadas em placa de 24 pocos e tratadas com
extratos puros de SOOM1 e S33M1C, além de pogos de controle tratados com meio
DMEM de baixa glicose. ApGs 24h de cultura, as células foram fixadas com 4% de

paraformaldeido, permeabilizadas com 0,1% de Triton X-100 e tingidas com DAPI
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(4’,6-diamidina-2-fenilindol) e faloidina (Alexa Fluor™ 488). Posteriormente, imagens das
células foram adquiridas através de um microscépio de fluorescéncia Olympus
IX51/Olympus U-RFL-T.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios de DRX gquantitativo, agulhas de Gillmore, ICP-OES e comportamento
em SBF foram realizados em triplicata. Os ensaios de injetabilidade e porosidade em
pentaplicata, e os ensaios de compressdo em decaplicata. Todos os resultados estao

apresentados como média + desvio padrao.

Para a determinagdo da existéncia de diferencas estatisticas significativas foi
utiizada a analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida por teste post-hoc de
multiplas comparacbes de Tukey. As diferencas entre grupos de teste foram

consideradas estatisticamente significativas se p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1CARACTERIZAC}AO DA SINTESE DE a-TCP
5.1.1 Caracterizagédo do precursor

5.1.1.1 Difragdo de Raios-X

A Figura 15 apresenta o difratograma correspondente ao fosfato de calcio
precursor de a-TCP. Devido ao alto ruido do difratograma original, este foi tratado no
software HighScore Plus através da funcéo smooth polinomial quintica e com faixa de
convolugdo de 13 pontos, a qual foi utilizada para a identificacdo de fases. A fase
presente no material foi identificada como CDHA através da ficha cristalografica ICSD
026204. A presenca de picos de baixa intensidade, sobreposicao de picos e alto ruido no

difratograma original (cinza), infere a baixa cristalinidade do precursor obtido.

DRX original

——DRX smoothed
B CDHA

Intensidade (u.a.)

20 25 30 35 40 45 50
26 (graus)

Figura 15: Difratograma do precursor obtido por via imida.

A baixa cristalinidade verificada na CDHA obtida é caracteristica de processos de
precipitacdo em baixas temperaturas e pode indicar uma possivel presenca de pequenas
concentracOes de ACP (fosfato de calcio amorfo) no precursor. O ACP é um precursor
extremamente desejavel, ja que permite a obtencédo de a-TCP em baixas temperaturas e

auxilia a cinética da transformagao B—a (Tronco, Cassel e dos Santos, 2022).
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5.1.1.2 Andlise Térmica
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Figura 16. Curvas obtidas pela técnica STD, apresentando (a) fluxo de calor e (b) perda de massa com a
temperatura. (c) Espectros de FTIR referentes as perdas de massa em 80°C, 267°C e 748°C.
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E possivel observar uma primeira perda de massa com onset em 56,76°C e pico
de perda em 80,12°C, o qual é verificado pela derivada da curva de TGA. Esta primeira
perda de massa esta associada com um pequeno pico endotérmico na curva de fluxo de
calor e resulta na liberacdo de grupos OH™ associados a agua, conforme observado no
espectro de FTIR. Esta liberacdo esta provavelmente relacionada ao desprendimento e
evaporacao de moléculas de agua adsorvidas na superficie do material devido a umidade

e a caracteristica hidrofilica do po.

Uma segunda perda de massa pode ser verificada com onset em 237,86°C e
maximo de perda em 266,58°C. Esta esta diretamente relacionada ao pico exotérmico
observado em 267,05°C da curva de fluxo de calor. Conforme Tronco, Cassel e dos
Santos (2022), a evolucéo térmica dos precursores de a-TCP obtidos por via imida conta
com a desidratacédo de ions HPO4? e formacdo de ions pirofosfato entre 20°C e 700°C.
Este evento térmico pode ser atribuido ao pico exotérmico e perda de massa observados
por volta de 267°C, o que é corroborado pela técnica de FTIR, a qual demonstra liberacéo

de grupos hidroxila associados a H20O nesta temperatura.

Uma ultima perda de massa pode ser observada com onset a 733,47°C e pico de
perda em 747,98°C. Esta esté relacionada ao pico exotérmico verificado a 747,95°C, o
gual é, provavelmente, referente a reacdo entre os ions OH" presentes na apatita
precursora e os ions pirofosfato formados a 267°C. Esta reacdo, comumente observada
entre 700°C e 800°C, resulta na formagéao de 3-TCP e a eliminagdo completa dos grupos
hidroxila do material (Tronco, Cassel e dos Santos, 2022) e é refor¢cada pela observacdo

da liberacdo de grupos OH- associados a H20 no espectro de FTIR obtido.

Além destes eventos térmicos, € possivel observar 3 eventos endotérmicos na
curva de fluxo de calor que ndo estdo associados a perdas de massa. O primeiro, a
1203,55°C, e o segundo, a 1283,35°C, estao associados a transformacgao do f—a do
TCP. A observagéao desta transformacédo em diferentes temperaturas pode ser resultado
de uma transformacgéo inicial para uma regido bifasica 3,a-TCP e, posteriormente, a
transformacao completa da fase 3 em a-TCP (Tronco, Cassel e dos Santos, 2022). Ja o
terceiro pico endotérmico, observado a 1461,55°C, esta relacionado a transformacéo do

a-TCP em o’-TCP (Carrodeguas e De Aza, 2011; Tronco, Cassel e dos Santos, 2022).
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5.1.2 Caracterizacao do p6 de a-TCP obtido

5.1.2.1 Difragdo de Raios-X

O difratograma correspondente ao fosfato de calcio obtido pela sintese por via
Uumida descrita na Secédo 4.1 apos calcinacdo a 1400°C esta apresentado na Figura 17.
Os picos observados evidenciam a predominancia de a-TCP no material obtido,
confirmando que a sintese realizada permitiu a obtencdo do produto desejado.
Entretanto, também foram observados picos de baixa intensidade relacionados a fase
B-TCP, além do aumento da intensidade de picos cuja posicdo também corresponde a
fase a, devido a sobreposigdo dos picos destas duas fases. O B-TCP é uma segunda
fase comum em sinteses de a-TCP por ser a fase de baixas temperaturas do material.
Além do B-TCP outra fase comum na sintese deste fosfato de calcio € a HAp, a qual ndo
apresentou picos no difratograma e teve sua auséncia confirmada através de refinamento
de Rietveld.

®a-TCP
. AB-TCP

Intensidade (u.a.)

20 25 30 35 40 45 50
26 (graus)

Figura 17: Difratograma do p6 de a-TCP obtido.

Conforme apresentado na Tabela 6, os resultados de refinamento de Rietveld
confirmam a obtencédo de um p6 de fosfato tricalcico bifasico, contendo 81,8 + 0,4% de
a-TCP e 18,2 + 0,4% da fase B-TCP.
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Tabela 6: Composicado do pé de a-TCP obtido determinada por refinamento de Rietveld.

Concentracdo massica (%)

a-TCP 81,8+ 04
B-TCP 18,2 + 0,4
HAp <LOD

5.1.2.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformacao de Fourier

O espectro de infravermelho do p6 baseado em a-TCP obtido esta apresentado
na Figura 18. E possivel observar duas bandas de maior absorbancia, que se encontram
entre 548 e 604 cm™ e 931-1200 cm?, e uma banda estreita a 454cm™. A primeira esta
relacionada a sobreposicdo das bandas a 551, 563, 585, 597 e 613cm?, referentes ao
modo de vibracdo assimétrico de flexdo da ligacdo P-O (v,) presente nos grupos PO43
do a-TCP. Ja a segunda, de maior largura, € constituida pela sobreposicdo das bandas
referentes ao modo de vibracéo simétrico de deformacéao da ligacdo P-O (v,) e a0 modo
de vibragcdo assimétrico de deformacédo (v;) da ligacdo P-O. Esta sobreposicdo ocorre
entre a banda a 954cm, que é referente ao modo de vibragdo vi, e as bandas a 984,
997, 1013, 1025, 1039 e 1055cm™, as quais estéo relacionadas ao modo de vibracéo vz
dos grupos PO43. A banda em 454 cm™ estd correlacionada ao modo de vibracdo
simétrico de flexdo (v,) da ligacdo P-O (Carrodeguas e De Aza, 2011). Além disso, as
bandas em 1628cm™ e em 3442 cm foram designadas a agua adsorvida a superficie da

amostra (Kesmez, 2020).

As fases B-TCP e a-TCP apresentam bandas de FTIR significativamente proximas
(Carrodeguas e De Aza, 2011) e, devido a alta sobreposicéo das bandas observadas na
analise, ndo é possivel distinguir as influéncias de cada fase no espectro. Apesar disto,
€ possivel afirmar que o p6 é formado por fosfato tricélcico e, desta forma, a analise de

FTIR corrobora os resultados apresentados pela analise de DRX.
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Figura 18: Espectro de infravermelho do p6 de a-TCP sintetizado.

5.1.2.3 Tamanho e area superficial especifica de particula

As particulas de a-TCP obtidas apds a moagem em moinho vibratério apresentam
area superficial especifica de 3,902m?/g. As particulas apresentam distribuicdo de
tamanho bimodal e didametro médio de 13,44um, conforme apresentado na Tabela 7 e na
Figura 19. A ocorréncia da distribuicdo bimodal no p6 obtido € provavelmente relacionada

a presenca de duas fases neste (a-TCP e B-TCP), as quais apresentam durezas distintas.
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Figura 19: Distribuicdo de tamanho de particulas do p6 de a-TCP obtido.
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Tabela 7: Distribuicdo de tamanho de particula do p6é de a-TCP.

d1o dso deo dmedio

1,90 11,87 27,12 13,44

5.2 CARACTERIZACAO DO PROCESSAMENTO DA FIBROINA DE SEDA
5.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura

O processo de degomagem da seda é um processo termoquimico com o objetivo
de remover a sericina e manter as fibras de fibroina estaveis. Para avaliar a efetividade
deste processo, foram obtidas imagens de MEV das fibras antes e ap6s a degomagem,
as quais podem ser observadas na Figura 20. Através desta analise, é possivel verificar
uma alta efetividade do processo realizado, jA que ndo é possivel a observacdo da
camada de sericina sobre as fibras obtidas e ndo se observam residuos nestas na

magnificacéo utilizada (Figura 20b).

il
L2886 S8 rm

Figura 20: Imagens de microscopia eletronica de varredura das fibras de seda (a) antes e (b) apés o

processo de degomagem, sob ampliacdo de 300x.

5.2.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

Para a verificagdo dos grupos funcionais da SF obtida e a andlise mais
aprofundada da eficiéncia da degomagem dos casulos de seda, foi realizada a anélise
de FTIR em fibras de seda e de SF. Os espectros de infravermelho destes materiais se

encontram na Figura 21.
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Figura 21: Espectros de infravermelho de amostras de seda e fibroina de seda (SF).

A sericina se mostra extremamente presente nas fibras de seda, devido a
absorcdo significativa nas bandas presentes em 1402cm™ e 1069cm™. A intensidade
elevada destas bandas € um indicativo da presenca desta proteina, pois a sericina
apresenta teor de cadeias laterais de aminoacidos contendo grupos carboxila (-COOH) e
grupos alquil-hidroxila (R-OH) significativamente superior a fibroina (Zhang e Wyeth,
2010; Saha et al., 2019). Esta relacdo pode ser observada através da composicdo das
duas proteinas, previamente descrita na Tabela 3. Portanto, a auséncia ou presenca de
baixos teores desta proteina na SF podem ser inferidas, ja que a absorcéo destas bandas
€ substancialmente menor e possivelmente formada apenas pela contribuicdo dos grupos

presentes em sua estrutura.

Com relagdo ao espectro da SF, é possivel identificar diferentes conformacgdes de
cadeias peptidicas através das bandas de absor¢do associadas as amidas | (Am 1), Il
(Am 1) e 1l (Am 111). A banda com absorcdo maxima em 1651cm™ é referentea Am | e
tem relacdo ao modo de vibracdo de deformacéo axial da ligagdo C=0. Esta amida esta
associada a duas bandas distintas, uma 1660cm™ e outra em 1630cm?, as quais
correspondem, respectivamente, a contribuicdo das conformacdes random coil e 3-sheet.
Em materiais de altos teores de [(3-sheet, este deslocamento ocorre devido ao maior
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envolvimento das ligacbes C=0 em ligacdes intermoleculares, o que desloca a banda da
Am | para frequéncias inferiores (Rusa et al., 2005). A mesma relacdo pode ser observada
na banda referente a Am Il, correspondente ao modo de vibragcédo de deformacéo angular
da ligacdo N-H, a qual geralmente é identificada entre 1510 e 1545cm™. Na amostra
analisada, esta banda se encontra a 1535cm™, o que demonstra maior influéncia da
conformagéo random coil em relacdo a B-sheet na estrutura da SF obtida. Ja a banda
entre 1238 e 1265cm™ corresponde ao modo de vibracdo de flexdo da ligacdo O-C-N da
Am 1l e é formada pela sobreposicéo de dois picos, um a 1242cm™ e outro a 1263 cm™.
Esta apresenta um maximo de absorcdo a 1242cm, frequéncia referente as regides
amorfas da SF, e um a 1263cm™, que esta relacionado a conformacéo B-sheet. A banda
a 735cm™ é relacionada a vibracdo de flexdo das ligagdes O-C-N da amida IV (Am IV)
(Pham, Saelim e Tiyaboonchai, 2018) e o ombro em 768cm é relacionado a vibracédo de
flexdo fora do plano das ligacbes N-H da amida V (Am V), a qual é atribuida as

conformac®es cristalinas da SF (Rusa et al., 2005).

Além destas bandas principais, é possivel observar uma banda larga a 3303cm*,
a qual foi atribuida a agua adsorvida na superficie do material. Esta banda apresenta um
ombro em 3279cm* referente a vibracdo de deformacéo axial das ligacdes N-H da amida
A (Am A). Outrossim, bandas de baixas intensidades podem ser observadas a 3082cm*
e 2941cm?, referentes a vibracdo de deformacéo da ligacdo N-H da amida B (Am B) e
da vibracdo de deformacédo de ligacbes C-H, respectivamente (Pham, Saelim e
Tiyaboonchai, 2018; Parushuram et al., 2020). Outras duas bandas de baixa intensidade
se encontram a 970cm™ e 1009 cm™ e estdo caracteristicamente relacionadas ao modo
de vibracdo de deformacdo de ligacdes C-C de cadeias peptidicas baseadas em
sequéncias -Gly-Gly- e -Gly-Ala-, respectivamente. A observacdo destas bandas no
espectro infere a auséncia ou presenca minima de sericina na SF (Zhang e Wyeth, 2010;

Pham, Saelim e Tiyaboonchai, 2018).

Ademais, Rusa et al. (2005) descreve que o grau de cristalinidade da fibroina de
seda pode ser obtido através da raz&o entre as intensidades das bandas da Am lli
referentes as conformacgdes B-sheet e random coil. Para a SF utilizada neste trabalho, o

grau de cristalinidade foi calculado, entéo, através da raz&o entre as bandas observadas
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a 1263cm™ e 1242cm? e foi definido como 0,63. Podemos afirmar, logo, que a fibroina
de seda obtida apresenta estrutura semicristalina com grau de cristalinidade de 0,63, rica

em estrutura Seda | e com auséncia ou baixos teores de sericina.

5.2.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial

A conformacdo estrutural da SF foi também verificada através da andlise de DSC,
apresentada na Figura 22. A curva de DSC obtida apresenta dois picos endotérmicos
extensos. O primeiro, observado entre 30 e 120,04°C e com pico em 55,84°C referente
a evaporacao da agua superficial e a 4gua ligada a estrutura da fibroina (Motta, Fambri
e Migliaresi, 2002; Pham, Saelim e Tiyaboonchai, 2018). Motta, Fambrie Migliaresi (2002)
ressaltam que esta alta evaporacdo pode sugerir a ocorréncia de um fendmeno mais
complexo, provavelmente associado as mudancas conformacionais da fibroina. Ja o
segundo pico exotérmico a 311,29°C, que se apresenta entre 255,68 e 350°C, é
relacionado a quebra das cadeias laterais dos aminoacidos da SF e é considerado como

indicio da degradacédo térmica do material.
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Figura 22: Curva de DSC do filme de fibroina de seda obtido apds processamento.

A mudanca de calor especifico, verificada como uma mudanca de inclinacdo na

curva de DSC a 182,46°C, é referente a Tg do filme de fibroina obtida. Esta transicéo esta
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em uma temperatura considerada como a Tg de materiais de SF ricos na conformacao
Seda | (Pham, Saelim e Tiyaboonchai, 2018). Por fim, o pico exotérmico em 232,08°C
indica a transformacdo das conformagfes random coil — conformagdo amorfa e
formadora da estrutura Seda | — para B-sheet — conformacg&o mais cristalina e formadora
da estrutura Seda II. Esta transformacédo é considerada por diversos autores, portanto,
como a temperatura de cristalizacdo da SF (Chlapanidas et al., 2011; Wang e Zhang,
2013). Assim, podemos afirmar que a analise de DSC corrobora as conclusées obtidas
pela analise de FTIR da SF obtida e permite a observacédo da estabilidade térmica do
polimero até temperaturas préximas a 250°C, o que permite técnicas de esterilizagdo por
aplicacédo de temperatura, como a autoclave.

5.2.4 Analise Termogravimétrica
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Figura 23: Curva de TGA da do filme de SF obtido apés processamento.

A estabilidade térmica da SF foi verificada através de andlise de TGA,
representada na Figura 23. O primeiro decréscimo de massa, com onset a 53,83°C, esta
relacionado a perda de umidade e evaporacdo de &gua do filme de fibroina, a qual
apresenta um pico endotérmico verificado na analise de DSC. J4 a segunda perda de
massa, com onset a 307,67°C, é referente a degradacao dos filmes de fibroina de seda.
Esta degradacao inicial ocorre devido a quebra das cadeias laterais peptidicas da fibroina
de seda e foi verificada também na andlise de DSC (Motta, Fambri e Migliaresi, 2002;

Parushuram et al., 2020). Assim, é possivel afirmar que a curva de TGA condiz com a
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analise de DSC, mantendo temperaturas similares para os eventos decorrentes da perda
de massa do material e corrobora a estabilidade térmica da SF até temperaturas proximas
a 250°C.

5.3 TESTE DE ARMAZENAMENTO DAS PASTAS DE a-TCP PRE-MISTURADAS

Os resultados resumidos do teste de armazenamento se encontram na Figura 24.
Essa figura demonstra apenas os teores de a-TCP nas pastas armazenadas em funcao
do tempo de armazenamento, os quais foram determinados por refinamento de Rietveld.
Na&o foi possivel verificar diferencas estatisticamente significativas entre as amostras com
adicdo de MgCl> (SXXM1) e, por isso, uma curva padrdo para estas amostras esta
representada na figura para um melhor entendimento. Os resultados completos, com a
composicao das amostras em todos os pontos de analise, se encontram no Apéndice A.
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Figura 24: Teor de a-TCP definido por refinamento de Rietveld das pastas pré-misturadas armazenadas.

A estabilidade de armazenamento de um cimento pré-misturado representa a
capacidade do sistema de inibir a hidratagdo do a-TCP e sua consequente transformacéao
a CDHA e outras fases apatiticas. Se a reacdo de hidratacdo for alcancada antes da
aplicacdo do CPC, o material ird endurecer e, portanto, ndo apresentara as propriedades
de moldabilidade necessarias e nenhuma reacdo de pega ocorrerd apos a aplicacdo do

material.
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E possivel observar a reacéo de hidratacdo da pasta SOOMO ja no primeiro dia de
armazenamento. Este comportamento impediria a correta aplicagdo do material nas
utilizacbes desejadas devido a pega do cimento, impedindo sua utilizagcdo apos o

armazenamento.

Todas as outras variantes de teste, no entanto, ndo apresentaram diminuicées
estatisticamente significativas no teor de a-TCP na pasta e, conforme apresentado no
Apéndice A, ndo apresentaram formacao de CDHA detectavel pela técnica utilizada. Este
comportamento demonstra a possibilidade de aplicacdo de todas as pastas
desenvolvidas em sistemas pré-misturados, com possibilidade de armazenamento por
até 22 semanas. Além disso, € possivel afirmar que a adicdo de SF ao sistema nao
modificou 0 comportamento observado por Bohner et al. (2015), demonstrando boa
estabilidade de armazenamento do material sob a presenca de ions Mg?*. Vale ressaltar
gue todas as amostras, com excecao da pasta SOOMO, demonstraram boa moldabilidade
durante todo o periodo de teste e que periodos superiores a 22 semanas de
armazenamento devem ser estudados, de forma a verificar a estabilidade maxima das

pastas desenvolvidas.

5.4CARACTERIZACAO DA ATIVACAO E INJETABILIDADE DAS PASTAS
5.4.1 Estudo dareacéao de hidratacao

Os tempos de pega obtidos através das agulhas de Gillmore dos cimentos SOOMO
e SO0OM1 com diferentes concentracdes de 4cido citrico estdo descritos na Tabela 1, os
guais representam o endurecimento dos cimentos desenvolvidos. J& os resultados
obtidos por calorimetria isotérmica (curva de calor total liberado, tempo de inicio e tempo
para ocorréncia de 10, 50 e 90% da reacgdo) estdo representados na Figura 25 e Tabela
9. As agulhas de Gillmore demonstram o endurecimento do material, enquanto a

calorimetria isotérmica demonstra um panorama geral da reacgao de hidratagéo do a-TCP.

E possivel verificar que o inicio da reagdo (Ti) da variante SOOMO, assim como o
tempo de pega inicial de Gillmore (Tic), s&o inferiores aos tempos apresentados por

amostras contendo cloreto de magnésio (SOOM1). Este aumento se deve a presenca do
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inibidor de reacéo nas pastas, o qual aumenta 0 tempo necessario para o inicio da pega
do material, e demonstra o tempo de inducdo da reacdo apds a adicdo das solucdes de
ativacao as pastas pré-misturadas .

Tabela 8: Tempo de pega inicial e final avaliados através do método de agulhas de Gillmore para

cimentos SOOMO e cimentos SOOM1 com diferentes concentracdes de CA. Todas as amostras da

triplicata de cada variante ndo demonstraram variagcéo de tempo de pega.

Tic (min) Tte (Min)
SO00MO0 25 60
SooM1 35 80
SO00M1 0,5%CA 35 65
SO00M1 1,0%CA 35 65

O periodo até o Ti é considerado o tempo disponivel para a aplicagdo ou injecao
das pastas no local de implantacdo e € de extrema importancia para a aplicacdo do
material. O aumento observado pelas amostras SOOM1 pode ser benéfico por
disponibilizar maiores periodos para a aplicacdo do material e permitir maior controle e

cautela do processo pelo cirurgiao.
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Figura 25: Calor total liberado pela reagao de pega dos cimentos ativados através da adicéo de solugfes

4M CaCl> com diferentes concentra¢des de acido citrico.
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Entre as variantes SOOM1 com diferentes concentracées de acido citrico ndo é
possivel verificar diferencas significativas do tempo de indugédo da reagéo de hidratagéo,
demonstrando que o CA néo apresenta influéncia na ativacdo da reacdo, que somente é
dependente da adicdo de CaCl.. Entretanto, a adicdo de acido citrico diminui o tempo
necessario para o endurecimento final (Ttc) de materiais SOOM1 e acelera a cinética da
reacdo de hidratacdo quando comparado a SOOMO e SO0M1, conforme pode ser

verificado através da comparacao dos valores de Tio, Tso € Too.

Tabela 9: Tempo de pega inicial e tempo para ocorréncia de 10, 50 e 90% da reacéo de pega de
cimentos SOOMO e cimentos SOOM1 com diferentes concentra¢gdes de CA.

Ti (min) T1o (mMin) Tso (Min) Too (Min)
S00MO 19,2 45,2 188,6 370,9
SooM1 31,7 68,6 224.8 505,4
S00M1 0,5%CA 30,6 49,3 137,6 293,3
SO0M1 1,0%CA 31,2 50,4 140,1 302,6

As variantes contendo adicdo de acido citrico ndo apresentam diferencas
substanciais em sua cinética de reacéo, apresentando Tic, Ttc, T10, Tso € Teo Similares.
Entretanto, a adicado de 1,0% de CA demonstra uma liberacdo superior de calor quando
comparada as outras variantes. A liberacdo de calor esta diretamente relacionada a
eficiéncia da reacdo de hidratacdo e, assim, podemos afirmar que a adicdo de acido
citrico auxilia a transformacéo de a-TCP em CDHA e que a variante contendo 1,0% de
CA apresenta maior eficiéncia da reacdo. Como ndo ha mudancas significativas dos
tempos de pega entre as variantes contendo acido citrico, a solu¢do de ativacdo contendo
1,0%(m/v) de CA sera utilizada em todos os ensaios subsequentes, de forma a aumentar

a eficiéncia da reacgao.

5.4.2 Injetabilidade

A injetabilidade das pastas cimenticias desenvolvidas esta representada na Figura
26. Nao é possivel observar mudancas significativas (p<0,05) da injetabilidade entre a
amostra SOOM1 e amostras com adi¢cdes de até 0,20% de SF. Entretanto, € possivel
observar uma tendéncia de decréscimo da injetabilidade com o aumento da concentracdo

de SF nas amostras. Amostras com adi¢cdes superiores a 0,33% de SF demonstram uma
81



diminuicé@o significativa da injetabilidade das amostras, o que pode ser prejudicial para a

homogeneidade e aplicabilidade do cimento final.
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Figura 26: Injetabilidade das pastas cimenticias com diferentes concentragdes de SF apos
armazenamento por 7d e ativagdo com solug&o de CaCl2/CA. N.S.: p>0,05 entre as variantes.

Esta diminui¢@o esta altamente relacionada a viscosidade da solugdo SF/MgCl. e
sua disponibilidade de agua. Uma maior viscosidade da solucdo, devido a presenca de
SF, poderia aumentar o atrito entre as particulas do p0, evitando o efeito filter pressing e
melhorando a injetabilidade do material (Bohner e Baroud, 2005; Weichhold et al., 2022).
Entretanto, a viscosidade da pasta também aumenta a tensdo de cisalhamento do
material com as paredes da seringa, o que reduz a influéncia do maior atrito entre
particulas na prevencdo do filter pressing e aumenta a for¢ca necesséria para a injecao
da pasta. Através da inspec¢do visual das seringas testadas, foi possivel observar que as
pastas residuais nas seringas formavam uma camada densa de particulas compactadas
em todas as amostras, demonstrando que a SF nao preveniu o efeito de filter pressing e
gue a tensao de cisalhamento da pasta com as paredes da seringa teve um efeito mais
expressivo na injetabilidade dos materiais. Além disso, o aumento da viscosidade da
solucdo SF/MgCl2 é proporcional & concentracéo de fibroina de seda nas solucgdes, o que

implica uma menor disponibilidade de agua para a solubilizagao e hidratagdo do a-TCP
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e uma menor razdo L/P efetiva. Esta caracteristica € deletéria a moldabilidade do cimento
e diminui sua fluidez, dificultando sua passagem através da seringa e agulha em tensdes
menores, ja que aumenta a forca necesséaria para a passagem da pasta, conforme
demonstrado por (Alves, dos Santos e Bergmann, 2008).

5.5CARACTERIZACAO DOS CIMENTOS INJETAVEIS OBTIDOS

5.5.1 Difracdo de Raios-X

Os difratogramas obtidos para as amostras mantidas por 0d, 1d, 3d e 7d em
camara umida estéo representados no Apéndice B. Foi possivel observar que a presenca
dos ions CI na fase liquida dos CPCs resultou em uma transformacgao parcial do a-TCP
em HAp-CI; entretanto, ndo foi possivel observar a presenca de CIAp e a auséncia desta
fase foi confirmada através de refinamento de Rietveld. As evolu¢des das concentracfes
de a-TCP, B-TCP, CDHA e HAp-CI nas amostras de CPCs desenvolvidos conforme o
periodo de armazenamento em camara Umida estdo representadas na Figura 27, Figura
28, Figura 29 e Figura 30, respectivamente. E importante ressaltar que o difratdmetro

utilizado apresenta limite de deteccéo de 1%(v/v).
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Figura 27: Teor de a-TCP determinado por Refinamento de Rietveld nos cimentos obtidos conforme

aumento da permanéncia em camara Umida.
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E possivel observar a transformacdo gradual do a-TCP nas fases de apatita
(CDHA e HAp-Cl) e uma tendéncia maior de CPCs com incorporacgédo de fibroina de seda
de apresentar maior transformacéao inicial e final desta fase. Entretanto, foi possivel notar
uma tendéncia destas amostras de apresentar uma menor cinética de reacdo nos
periodos iniciais em camara Umida. Este comportamento pode ter sido causado devido a
uma maior dificuldade das moléculas de &agua de difundirem pela fase polimérica,
dificultando a continuacéo dareacao de hidratacdo do material, conforme ja demonstrado
em outros sistemas CPC com adicbes de fases liquidas poliméricas (Tronco, Cassel e
dos Santos, 2022). Além disso, uma pequena variagdo nos teores de B-TCP foi
observada conforme a permanéncia em camara Umida, demonstrando a baixa

solubilidade do material.
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Figura 28: Teor de B-TCP determinado por Refinamento de Rietveld nos cimentos obtidos conforme

aumento da permanéncia em camara Umida.

A curva do teor de CDHA presente no material esta diretamente relacionada a
concentragado de a-TCP. De forma analoga a curva do a-TCP, a formacdo de CDHA se
torna mais significativa apdés 7d de permanéncia em camara Umida e, durante os
primeiros 3 dias, apresenta uma cinética mais baixa de transformacéo para amostras com
adicdo de SF, o que é mais evidentemente observado nas amostras S33M1 e S40M1.
Com relacédo ao HAp-Cl, este apresenta sua transformacéo total, majoritariamente, sem

a necessidade de camara Umida ou apds um dia de permanéncia nesta. E possivel inferir
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gue a interagdo com os ions cloro presentes no material causa a formacao preferencial
de HAp-CI até o esgotamento destes ions nos CPCs. A pequena diminuicdo observada
no teor de HAp-CI no material com a permanéncia em camara umida é, possivelmente,
decorrente da formacdo de CDHA nos materiais, a qual é uma fase mais densa e €&
formada através incorporagéo de ions OH" a estrutura, o que provoca o ganho de massa
do material e diminui a contribuicdo massica da fase HAp-CI.
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Figura 29: Teor de CDHA determinado por Refinamento de Rietveld nos cimentos obtidos conforme

aumento da permanéncia em camara Umida.
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Figura 30: Teor de HAp-Cl determinado por Refinamento de Rietveld nos cimentos obtidos conforme
aumento da permanéncia em 100% de umidade relativa.

Com relagcéo as composicoes das amostras apos 7d em camara Umida, as quais
estdo detalhadamente descritas na Tabela 10, é possivel observar a hidratacdo do
a-TCP de forma evidente em todas as variantes de teste. Entretanto, amostras SOOM1 e
S07M1 ainda demonstraram quantidades significativas, acima de 10%, de
a-TCP em sua composicéo, o que também pode ser observado na Figura B4 do Apéndice
B, ja que um pico significativo correspondente ao pico principal de a-TCP (26 = 30.71°)
ainda é identificavel nos difratogramas destas amostras. Para quantidades superiores de
incorporagéo de SF, a presenca de a-TCP apresentou uma tendéncia de decréscimo
conforme a adigdo deste polimero até amostras S27M1, mas ainda péde ser identificada
como residuo da reacgdo de hidratacdo. Estes residuos sdo geralmente observados em
cimentos de a-TCP, ja que sua hidratacdo € comumente dificultada pela formacéo de
cristais de Hadley — estruturas que consistem em uma camada envoltéria de CDHA sobre
particulas de a-TCP ainda nao solubilizadas. A presenca destas estruturas exige a
difusdo de moléculas de agua através da casca apatitica para que a reacdo tenha
continuidade e, assim, diminuem substancialmente a cinética da reacdo (Thirmer et al.,
2012).

Tabela 10: Composigéo dos CPCs desenvolvidos apds 7d em camara Umida de 100% de umidade

relativa, conforme determinado por refinamento de Rietveld.

Variante a-TCP [%(m/m)] B-TCP [%(m/m)] CDHA [%(m/m)] HAp-CI [%(m/m)]
SooM1 145+0.3 17.1+0.3 46.2 £0.2 221+04
S07M1 13.2+0.4 16.5+0.3 48.4 £ 0.4 21.9+0.3
S13M1 10.0 +0.4 16.8 +0.2 50.8 + 0.6 224 +04
S20M1 3.2+0.1 17.0 £ 0.6 57.6 £0.8 222 +0.5
S27M1 2.8+0.3 17.2 +0.3 58.1 +0.9 21904
S33M1 3.5+0.3 16.7 £+ 0.6 57.9 £ 0.7 21.9+04
S40M1 3.7+0.3 16.8 +0.4 57.4 £ 0.5 22.1+0.3
S47M1 6.6 £ 0.6 17.5+0.6 53.8 £ 0.5 22.1+0.8
S53M1 8.6 +04 16.7+0.4 52,9 +0.5 21.8+0.4

A maior eficiéncia da reacao de hidratagdo em amostras com adicdo de SF pode

ser explicada pela formacéao de pontos de nucleagcdo de CaP na superficie desta proteina,
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0s quais sao resultado da presenca de grupos carboxila, carbonila e hidroxila na interface
CaP/SF. Estes grupos formam sitios de supersaturacédo de Ca?* devido a forte atracéo
eletrostatica desses ions pelos grupos aniénicos, o0 que causa a precipitacédo e nucleacao
de cristais de CaP na superficie da SF, e resulta em uma grande capacidade deste
polimero de orientar e regular o crescimento destes cristais (Huang et al., 2019; Mobika
et al., 2020; Ozcan e Ciftgioglu, 2022). Assim, podemos inferir que a capacidade da SF
de nuclear e orientar os cristais de CaP dificulta a formacédo de cristais de Hadley,
promovendo a maior eficiéncia observada na reacdo de hidratacdo do a-TCP. Como
residuos de a-TCP ainda sé@o observaveis nos materiais, ndo podemos afirmar que héa
uma auséncia completa destas estruturas no material, apenas a reducdo de sua
ocorréncia. Além disso, a capacidade de orientagdo dos cristais promovida pela SF pode
contribuir na obtencéo de fases de CDHA e HAp-CI mais cristalinas do que comumente
obtido em CPCs. Este efeito foi observado através da verificacdo do aumento da
intensidade dos picos de Bragg em funcdo da concentracdo de SF em difratogramas de
amostras com composicoes de fases inorganicas similares (S20M1, S27M1, S33M1 e
S40M1).

As amostras S47M1 e S53M1 demonstraram, entretanto, resultados contrastantes
com as tendéncias supracitadas, exibindo um aumento substancial no teor de
a-TCP em comparagdo a amostras com concentracdes inferiores de SF. Isto pode ser
proveniente da baixa manuseabilidade e injetabilidade demonstradas por estas pastas,
além do aumento da concentracdo de polimero na fase liquida, o que pode diminuir a
solubilidade do a-TCP. Devido ao desempenho inferior destas propriedades, € possivel
gue a homogeneidade da solucéo de ativacdo nao tenha sido atingida adequadamente,

0 que pode ter causado também o decréscimo da efetividade da reacdo de pega.

Para avaliar de forma mais aprofundada a concentracdo de ions cloro no material,
foi realizada a analise de fluorescéncia de raios-X (FRX) de uma amostra S33M1 em um
equipamento Thermo Fischer Scientific modelo Niton™ XL3t. As porcentagens massicas
dos elementos célcio, fosforo e cloro estdo descritas na Tabela 11. E importante ressaltar

gue o equipamento em que a analise foi conduzida ndo detecta elementos de massas
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atbmicas menores que a do magnésio (Mg). Assim, as contribuicbes massicas de

oxigénio (O) e hidrogénio (H) ndo foram contabilizadas pelo equipamento.

As porcentagens massicas foram corrigidas considerando as contribuicées de
massa dos elementos O e H, que foram calculadas considerando as fra¢cées massicas
de cada fase (%m;) determinadas por refinamento de Rietveld. As porcentagens
corrigidas estdo descritas na Tabela 12, e foram calculadas seguindo as equacoes (14),
(15) e (16), onde n é a quantidade do elemento em 1 mol de fase 7, M € a massa molar
do elemento e/ou fase, e X € o elemento que terd sua fracdo massica corrigida (Ca, P ou
Cl).

(%Ca,P,Cl); = (14)

(nCai X Mcq +np;, X Mp + ngy, X MCI)/M
i
%Ca,P,Cl = Z %m; X (%Ca, P, Cl); (15)
0,
%Xcorr = %XXRF X /()Ca,P, Cl/l()() (16)

Nesta tabela também estdo representadas as concentracdes tedricas de Ca, P e
Cl no material, as quais foram calculadas conforme os teores das fases observadas,
seguindo as equacdes (17) e (18). Todos as quantidades de elementos em 1 mol de
material foram retiradas das fichas cristalogréaficas utilizadas durante o refinamento de
Rietveld.

oox, = (i % MX)/Mi (17)
%X = z %m; X %X;  (18)

Tabela 11: Concentragdes massicas dos elementos Ca, P e Cl determinados por FRX.

Elemento Concentragao

[%(m/m)]
Ca 65,51 + 0,53
P 32,96 + 0,30
cl 0,89 +0,03

Tabela 12: Concentragdo tedrica e concentragao experimental dos elementos Ca, P e O. Os valores
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experimentais apresentados foram determinados por FRX e corrigidos considerando as contribuicdes de
OeH.

Concentragéo = -
¢ Concentracdo Tedrica

Elemento Experir?;?rtna/'m%f”igida [9%(m/m)]
ca 37,95 38,04
p 19,09 19,28
cl 0,52 0,62

E importante ressaltar que ions cloro sdo substituicbes idnicas comuns em
hidroxiapatitas biol6gicas, representando entre 0,13% (Ratnhayake, Mucalo e Dias, 2017)
e 1,3% (Galia et al., 2009) em massa da fase mineral 0ssea. Sua significancia surge de
sua capacidade de induzir meios levemente acidos na superficie 6ssea, estimulando a
atividade de osteoclastos no processo de reabsorcdo 0ssea. Biomateriais baseados em
HAp-Cl demonstraram maior proliferagéo celular e osteocondutividade in vitro e in vivo
guando comparadas a HAp estequiométrica; entretanto, concentracfes altas de
substituicdo de cloro em apatitas, como o caso da CIAp — em que todos os grupos OH"
séo substituidos por CI' —, podem causar reac¢des indesejadas devido a intensificacdo da
acidez local (Kannan et al., 2007; Garcia-Tufion et al., 2012; Ratnayake, Mucalo e Dias,
2017). Como os materiais desenvolvidos demonstram a auséncia de ClAp e
concentragOes relativamente baixas de CI, constituindo aproximadamente 0,52% em
massa do material final, pode-se inferir que a presenca de HAp-Cl pode aumentar a
osteocondutividade dos CPCs e prover uma composicdo mais biomimética sem a

ocorréncia de efeitos adversos causados por altas concentracdes de CI-.

5.5.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

Os espectros de FTIR das variantes de teste estdo representados na Figura 31.
Todos os CPCs obtidos demonstram bandas referentes a grupos PO4*; entretanto,
amostras SOOM1 demonstraram morfologias de banda mais proximas das apresentadas
por espectros de a-TCP, inferindo maiores teores desta fase do que nas outras variantes
(Carrodeguas e De Aza, 2011). As bandas observadas entre 560cm™ e 605cm™ séo
correspondentes ao modo de vibracdo assimétrico de flexdo v, de ligacdes P-O. As
bandas relacionadas ao modo de vibracdo assimétrico de deformacdo v; estdo
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sobrepostas formando a banda extensa em 1028cm™, a qual apresenta um ombro em
945cm correspondente a banda do modo de vibracédo simétrico de deformacéo v, da
ligacdo P-O. Além disso, é possivel observar uma banda em 876cm™ referente a grupos
HPO4? inerentes da estrutura da CDHA. Outra caracteristica comum entre as amostras
é a banda em 660cm™ atribuida aos grupos OH-, a qual apresenta deslocamentos
parciais para 720cm™ e 729cm (Berzina-Cimdina e Borodajenko, 2012; El Rhilassi et al.,
2016; Kesmez, 2020). Estes deslocamentos foram primeiramente reportados por Freund
e Knobel (1977) em hidroxiapatitas com substituicdo de fllor e eram puramente
dependentes da concentracdo de substituicdo dos grupos hidroxila por ions fldor. Este
comportamento também foi observado em materiais com a presenca de HAp-Cl por
Cassel et al. (2023) e é, entdo, um indicativo da presenca de substituicdo de OH" por ions
CI nos materiais obtidos. As bandas em 1640cm™ e 3438cm™ foram atribuidas a agua
adsorvida na superficie das amostras. Outrossim, a presenca de ions ClI- é reforcada por
diferengas morfoloégicas na banda em 3438cm?, as quais podem ser atribuidas a
interacdo entre ions ClI" e OH presentes nos CPCs, conforme detalhado por Maiti e
Freund (1981) e de Almeida Cavalcante et al. (2020).
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Figura 31. Espectros de infravermelho por transformada de Fourier dos CPCs ap6s 7d em camara Umida.

As amostras com adicdo de SF em sua composicado apresentam espectros de
FTIR quase idénticos a amostra SOOM1, com diferencas de morfologia relacionadas aos
teores de a-TCP e pequenas diferencas na banda a 1639cm™. Esta Ultima ocorre devido
a sobreposicdo das bandas relacionadas as vibracbes da Aml e Amll observadas no
espectro da SF com a banda relacionada a agua adsorvida, contribuindo para uma
absorcdo maior da onda incidente e um leve deslocamento do ponto de minima

transmitancia para nimeros de onda inferiores.

5.5.3 Porosidade
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A evolucdo da porosidade nos CPC obtidos se encontra na Figura 32, enquanto

as porosidades finais, apds 7d de armazenamento, estdo representadas na Figura 33.
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Figura 32: Evolucédo da porosidade dos cimentos com diferentes concentracdes de SF com o tempo de
armazenamento em camara Umida.

E possivel verificar o aumento da porosidade das amostras conforme sua
permanéncia em camara com 100% de umidade relativa. Para amostras SOOM1, este
aumento condiz com a transformacdo do a-TCP para as apatitas observadas nos
difratogramas, CDHA e HAp-Cl. Isto se deve a maior densidade destas fases, o que
diminui o volume real ocupado pelo material em seu interior e, assim, aumenta sua
porosidade.
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Figura 33: Porosidade dos cimentos obtidos com diferentes concentracdes de SF apds 7d de

armazenamento em camara Umida. N.S.: p>0,05 entre as variantes.

J& amostras com adicdo de fibroina de seda, demonstraram aumento da
porosidade tanto em funcdo da permanéncia em camara Umida, quanto em funcdo da
concentragdo da fase polimérica. No ponto 0d, € possivel observar uma tendéncia de
aumento da porosidade com a adicdo de SF. Esta pode estar relacionada a maior
eficiéncia da transformacdo de a-TCP nas fases apatiticas finais, a qual, como ja
supracitado, aumenta a porosidade do material devido a promoc¢éo da maior densidade
deste. Entretanto, este efeito ndo é suficiente para descrever o aumento substancial da
porosidade conforme a permanéncia dos CPCs em camara Umida, ja que os aumentos
sao superiores aos teoricamente esperados apenas pelo aumento da densidade real dos
CPCs. Este aumento adicional pode ser resultado do inchamento da SF na presenca de
umidade, conforme descrito por Kawahara, Furukawa e Yamamoto (2006). Este
comportamento € comum em materiais baseados neste polimero, ja que moléculas de
agua sao capazes de difundir na SF sob umidade, o que, em temperaturas inferiores a
50°C, permite a transformagdo de estruturas Seda Il em Seda | e causa,
conseguentemente, a expansao do material. Assim, a expansdo da SF incorporada
durante a manutencdo dos CPCs em umidade permite a criacdo de vazios no material
apds sua secagem. E importante ressaltar que, apesar de haver uma tendéncia de
aumento da porosidade média com o aumento da concentragdo de SF, a maioria das
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amostras ndo apresenta diferencas estatisticamente significativas entre si. Ademais, a
porosidade expressiva apresentada por amostras S53M1, podem ser decorrentes da
presenca de defeitos estruturais provenientes da baixa injetabilidade das pastas

cimenticias.
5.5.4 Resisténcia a Compressao
A evolugdo da resisténcia a compressdo dos CPCs desenvolvidos esta

representada na Figura 34. Ja as resisténcias e modulos de compressao apos 7d em

camara com 100% de umidade relativa se encontram na Figura 35.
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Figura 34: Evolugéo da resisténciaa compresséao dos cimentos com diferentes concentragdes de SF com

o tempo de armazenamento em 100% de umidade relativa.

E possivel observar o aumento da resisténcia mecanica de todas as amostras a
medida que permanecem em camara Umida, 0 que esta diretamente relacionado a
evolugao da hidratagdo do a-TCP. Isso ocorre devido a precipitacédo de cristais de CDHA
e HAp-Cl entrelagcados, o que contribui para o aumento da resisténcia mecénica do CPC
por meio do ancoramento mecanico. Similarmente a composicdo de fases, ndo sdo
identificadas diferencas substanciais entre as amostras nos primeiros dias na camara
Umida, embora as amostras com incorporacdes de SF ja apresentem resisténcias
significativas apds 3 dias de exposi¢cdo a umidade. Portanto, uma vez que 0s aumentos

na resisténcia mecanica desses materiais ndo sdo diretamente proporcionais as
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transformacbes de fase observadas, pode-se inferir que, inicialmente, essas
transformagbes ndo exercem grande influéncia na resisténcia mecéanica, ja que
provavelmente consistem na nucleacéo de cristais que nao atingem tamanho suficiente
para aumentar substancialmente as propriedades mecanicas. No entanto, em um
segundo estagio, as transformacdes continuas permitem o crescimento dos cristais,
possibilitando um entrelagamento mais expressivo e causando um aumento exponencial
da resisténcia mecanica até atingir um limite em que a resisténcia ndo varia
significativamente, o qual € reportado por diversos estudos como sendo atingido apés 7d

de armazenamento em umidade (Weichhold et al., 2019; Rau et al., 2022).

Além disso, é possivel verificar o aumento significativo da resisténcia apos 7d em
camara umida em funcdo da adicdo de SF aos CPCs pré-misturados, atingindo um
maximo de 42,74MPa para as amostras S40M1, o que é equivalente a 434,8% da
resisténcia a compressao atingida pela amostra de controle (SOOM1). Com relacdo ao
modulo de compressédo, uma evolucao do valor médio desta propriedade foi observada
conforme a adicdo de SF ao CPC, a qual esta alinhada ao aumento da resisténcia a
compressdo. No entanto, a maioria das variantes ndo demonstrou diferengas
estatisticamente significativas entre seus modulos de compressao, as quais somente
foram observadas entre amostras S33M1 e SOOM1, SO7M1 e S13M1, e entre amostras
S40M1 e SOOM1, SO7M1, S13M1 e S53M1. Estas duas amostras (S33M1 e S40M1)
atingiram o0s dois maiores moédulos de compressdao com 2,19 = 0,23GPa e
2,34 + 0,32GPa, respectivamente. Ao se realizar a avaliacdo de ambas as propriedades,
ndo foi possivel verificar diferencas estatisticamente significativas entre as amostras
S33M1 e S40M1. Assim, a variante S33M1 foi considerada a composi¢cao mais adequada

para as andlises subsequentes devido a sua injetabilidade superior.

O aumento das propriedades mecanicas dos CPCs pode ser parcialmente
relacionado a maior eficiéncia da hidratagdo do a-TCP, conforme supracitado. Entretanto,
como amostras com composi¢fes inorganicas similares demonstraram resisténcias a
compressao significativamente diferentes, pode-se inferir que a adicdo da fase polimérica
contribui para o aumento da resisténcia mecéanica do material de forma independente ao

maior teor de fases hidratadas. Ademais, a inclusdo de SF as composi¢ces provoca a
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nucleacao localizada dos fosfatos de célcio e uma maior orientacdo dos cristais, 0 que
melhora o ancoramento mecéanico destes em comparagdo aos cristais tipicamente

lamelares e petaloides de CPCs baseados em a-TCP.
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Figura 35: (a) Resisténcia a compressao e (b) médulo de compresséo dos cimentos obtidos com
diferentes concentracfes de SF apds 7d de armazenamento em 100% de umidade. *: p<0,05 entre as

variantes; N.S.: p>0,05 entre as variantes.
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Nao obstante, amostras com adi¢cdes superiores a 0,40%SF demonstraram um
decréscimo nas propriedades a compressao quando comparadas a outras amostras
reforcadas. Este decréscimo pode estar relacionado a menor eficiéncia da hidratacéo do
a-TCP, a qual diminuiria 0 ancoramento mecanico dos cristais e, consequentemente sua
resisténcia e moédulo a compressdo. Esta diminuicdo pode também ser causada por
dificuldades de manuseio causadas pela baixa injetabilidade destas variantes, as quais
criariam defeitos e porosidade adicional a estrutura dos materiais. Ainda assim, todas as
amostras reforcadas exibiram resisténcia a compressao significativamente superior a
amostra de controle (p<0,05), demonstrando uma boa interacéo entre as fases organicas

e inorganicas dos materiais.

Valores inferiores de resisténcia a compressao ja foram reportados na literatura
para CPCs convencionais baseados em a-TCP reforgcados apenas com SF, os quais
atingiram valores de aproximadamente 32MPa (Cao et al., 2014; Hu et al., 2018). Além
das resisténcias mecanicas inferiores e da ndo-armazenabilidade destes, estes materiais
foram preparados utilizando razdes L/P menores do que as deste trabalho, inferindo
menores porosidades e, assim, menor contribuicdo desta propriedade nas resisténcias
mecanicas dos cimentos. Desta forma, os CPCs desenvolvidos neste trabalho
demonstraram capacidades superiores de reforco mecanico através da incorporacao de

baixas concentragdes de SF.

Outrossim, a compatibilidade mecéanica dos CPCs com o tecido 6sseo é de
extrema importancia quando se estuda o potencial de aplicacdo destes na regeneracao
0ssea. Estaimportancia se torna ainda maior quando se avalia 0 médulo de compresséo;
caso o material demonstre um madulo superior ao do 0sso nativo, este pode induzir
efeitos de blindagem de tensfes e consequentemente provocar a perda de densidade
ossea do tecido adjacente (Raffa et al., 2021). Os modulos de compressao observados
sdo comparaveis aos de 0ssos caninos umidos, que apresentam moédulos na magnitude
de 1GPa (Kucko et al., 2019) e notavelmente menores do que os apresentados por 0SS0s
corticais humanos, que variam entre 17,9 e 18,2GPa (Morgan, Unnikrisnan e Hussein,
2018). Além disso, os CPCs desenvolvidos atingiram resisténcias a compressao que

estdo dentro da faixa observada em ossos trabeculares, os quais variam de 1,5 a 45MPa

97



(Ginebra, 2009). Entretanto, apesar dos aumentos significativos de resisténcia a
compressao observados pelos materiais, 0os valores ainda ndo sdo compativeis com 0s
apresentados por ossos corticais humanos (Ginebra, 2009). Assim, estes materiais
poderiam ser aplicados em regides e 0ssos predominantemente trabeculares, ampliando
a aplicacao atual de cimentos de fosfato de calcio baseados em a-TCP, mas ainda
apresenta pequenas limitacdes em sua aplicacdo como um material para regeneracao

oOssea.

5.5.5 Microscopia Eletrénica de Varredura

As micrografias da superficie de fratura de amostras de CPC apds permanéncia
em camara umida por 0d, 1d, 3d e 7d estdo representadas, respectivamente, na Figura
36, Figura 37, Figura 38 e Figura 39. A evolucdo de cada amostra pode ser verificada no
Apéndice C.

Nas amostrasde 0 e 1d, é possivel observar a presenca de particulas ndo reagidas
e pequenos pontos de nucleacdo de apatitas. Devido a uniformidade das arestas da
maioria das particulas de maior tamanho, podemos inferir que estas sdo majoritariamente
constituidas de B-TCP, uma vez que essa fase apresenta menor solubilidade e nao
reagiria extensivamente com a fase aquosa. Além disso, ndo foram identificadas
diferengas substanciais nas microestruturas entre estes dois pontos de analise, embora
seja possivel observar um leve aumento na deposicdo de cristais. No entanto, uma
magnificacdo superior seria necessaria para detectar diferencas mais acentuadas
relacionadas a hidratagcao do a-TCP e verificar o aumento real da deposicao de apatita.
Ademais, nestes periodos ainda ndo se observam cristais com crescimento substancial
e, assim, se infere o favorecimento energético da nucleacao destes. Ja a partir do terceiro
dia, tornam-se visiveis deposi¢cdes mais significativas, principalmente nas amostras
reforcadas com SF, o0 que é explicitamente evidente na amostra S33M1 (Figura 38f).
Nesse periodo, as amostras apresentam cristais agulhados de comprimento adequado
para um ancoramento mecanico mais eficaz, o que contribui para 0 aumento significativo

da resisténcia a compressao em comparacdo com os valores anteriores.
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Figura 36: Micrografias obtidas por MEV da superficie de fratura dos CPCs (a) SOOM1, (b) SO07M1, (c)

S13M1, (d) S20M1, (e), S27M1, (f) S33M1, (g) S40M1, (h) S47ML1 e (i) S53M1 sob magnificacdo de
10000x apos pega sem permanéncia em 100% de umidade relativa (0d). A barra de escala representa

um comprimento de 5um.

Estas observacdes sustentam, portanto, a hipétese apresentada na Secéo 5.5.4,
demonstrando que, durante a permanéncia entre 0 e 1d em cémara Umida, a
transformagao a-TCP — CDHA/HAp-CI consiste principalmente na nucleagdo dos cristais
apatiticos, e, desta forma, ndo exerce influéncia substancial na resisténcia mecanica. No
entanto, entre 3 e 7d de permanéncia em camara umida, essa transformacdo envolve
preferencialmente o crescimento destes cristais, 0 que contribui para 0 ancoramento

mecanico e o0 aumento na resisténcia a compressao dos CPCs.
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Figura 37: Micrografias obtidas por MEV da superficie de fratura dos CPCs (a) SOOM1, (b) S07M1, (c)

S13M1, (d) S20M1, (e), S27M1, (f) S33M1, (g) S40M1, (h) S47M1 e (i) S53M1 sob magnificacdo de
10000x apos pega e permanéncia em 100% de umidade relativa por 1d. A barra de escala representa um

comprimento de 5um.

As imagens obtidas ap6s a permanéncia dos materiais por 7d em 100% de
umidade relativa (Figura 39) apresentam cristais nanoestruturados em formas lamelares
e agulhadas. Amostras SOOM1 demonstram microestrutura composta, principalmente,
por cristais lamelares e petaloides, os quais sao indicativos da formacao de cristais de
Hadley. A presenca destas estruturas, assim como a menor concentracao de cristais na
superficie de fratura deste CPC, corrobora a hipétese levantada na Secdo 5.5.1 sobre a
hidratacao facilitada do material inicial através da adi¢do de SF.
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Figura 38: Micrografias obtidas por MEV da superficie de fratura dos CPCs (a) SOOM1, (b) S07M1, (c)
S13M1, (d) S20M1, (e), S27M1, (f) S33M1, (g) S40M1, (h) S47ML1 e (i) S53M1 sob magnificacdo de
10000x apo6s pega e permanéncia em 100% de umidade relativa por 3d. A barra de escala representa um

comprimento de 5um.

Além disso, amostras reforcadas com SF demonstram maior cobertura da
superficie de fratura com cristais apatiticos e, com excecdo das amostras S47M1 e
S53M1, uma tendéncia de aumento da razdo entre cristais agulhados e lamelares de
forma proporcional ao aumento da concentracdo deste polimero. Apesar da
predominancia de cristais agulhados na morfologia destes materiais, ainda é possivel
observar cristais lamelares, de forma a demonstrar uma baixa concentragéo de cristais
de Hadley e, consequentemente, de a-TCP residual nos CPCs. Esta microestrutura

demonstra a alta capacidade da SF de regular o crescimento e orientacdo de cristais de
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CaPs precipitados, conforme supracitado. A presenca desta estrutura corrobora também
a possibilidade do aumento da resisténcia mecanica em 7d através do incremento da

eficiéncia do ancoramento mecanico proporcionado pelos cristais agulhados.

y (@

Figura 39: Micrografias obtidas por MEV da superficie de fratura dos CPCs (a) SO0OM1, (b) SO7M1, (c)
S13M1, (d) S20M1, (e), S27M1, (f) S33M1, (g) S40M1, (h) S47M1 e (i) S53M1 sob magnificacao de
10000x apos pega e permanéncia em 100% de umidade relativa por 7d. A barra de escala representa um

comprimento de S5um.

Outrossim, a microestrutura final demonstra similaridades significativas entre os
mecanismos de nucleacdo de CaP da SF e Col-l; ja que, no tecido 6sseo, fibras de Col-I
biol6gicas nucleiam cristais nanoestruturados de HAp com orientacédo preferencial (Wang

e Yeung, 2017; Bilgi¢ et al., 2020). Logo, as dimensdes nanométricas e maior orientacdo
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dos cristais de CDHA e HAp-Cl nas amostras reforcadas com SF formam uma estrutura
analoga a fase mineral 6ssea, o que pode melhorar a afinidade celular do material durante

processos de regeneracao 0ssea (Cao et al., 2014; Bigi e Boanini, 2017).

Cassel et al. (2023) demonstraram uma tendéncia de reducdo dos tamanhos dos
cristais com a adicdo de SF, o que pode ter afetado as resisténcias mecanicas de
amostras com maiores teores do polimero. Esta é uma hipétese a ser estudada nas
composicdes desenvolvidas; entretanto, para a verificacdo adequada dos tamanhos dos
cristais apatiticos nos CPCs e a influéncia da SF na variacdo destas dimensdes, €&
necessaria a avaliacdo em um microscopio eletrénico de varredura que permita a

obtencédo de imagens sob maiores magnificacoes.

5.5.6 Calorimetria isotérmica

Os tempos de pega dos cimentos SOOM1 e S33M1 obtidos utilizando agulhas de
Gillmore estdo descritos na Tabela 13. J4 a curva de calor total liberado obtida por
calorimetria isotérmica estd representada na Figura 40 e o0s tempos relevantes de

avaliacdo da reacao de hidratacao estao descritos na Tabela 14.

Tabela 13: Tempo de pega inicial e final avaliados através do método de agulhas de Gillmore para
cimentos SOOM1 e S33M1.

Tic (Min) Ttc (Min)
SooM1 35 65
S33M1 35 65

E possivel verificar que o inicio da reacéo (Ti) da variante S33M1 é inferior ao
apresentado pela amostra SOOM1, entretanto os tempos de pega de Gillmore néo
apresentam diferencas significativas e os tempos Tso e Teo desta amostra sdo superiores
aos demonstrados pela amostra de controle. Este efeito pode estar relacionado,
inicialmente, a nucleacao facilitada de cristais de CDHA e HAp-CI proporcionada pela
presenca de SF de forma a iniciar a reacdo de pega mais rapidamente. Ja a diminui¢cao
da cinética de reacao pode estar relacionada a menor difusividade dos ions na solu¢éo
polimérica, diminuindo a velocidade da continuidade da reacédo de pega e aumentando o
tempo necessario para a reagcdo maxima do material a 37°C sem a presenca de umidade.
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Figura 40: Calor total liberado pela reac&o de pega de cimentos S33M1 e SOOM1.

Tabela 14: Tempo de pega inicial e tempo para ocorréncia de 10, 50 e 90% da reaco de pega das

pastas cimenticias SOOM1 e S33M1 determinados através de calorimetria isotérmica a 37°C.

Ti (min) T10 (mMin) Tso (Min) Too (Min)
SooM1 34,2 52,4 140,1 302,6
S33M1 23,2 51,6 187,2 399,5

Conforme supracitado, o aumento do tempo de inducdo demonstrado pelo material
pode permitir maiores periodos para o inicio da aplicacdo do material e maior controle e
cautela do processo pelo cirurgido. Porém, os altos periodos para o endurecimento
efetivo do material, representado pelo tempo Ttc, pode ser prejudicial a sua aplicacéo.
Isto se deve a necessidade de manutencdo do paciente no ambiente estéril e sob
anestesia, de forma que este permaneca imével para impedir a formacéo de defeitos e

heterogeneidades no material aplicado.

E importante ressaltar que a variante S33M1 demonstrou liberacdo de calor
superior a variante SOOM1, corroborando os resultados observados por DRX de que a
adicdo de SF ao cimento resulta em uma maior eficiéncia da reacdo de hidratacdo do
a-TCP.
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5.5.7 Comportamento in vitro
5.5.7.1 Liberacéo de ions de Ca?*

A liberacdo de ions em solugcdo é uma maneira de avaliar a eficiéncia da reacéo
de hidratacdo do a-TCP e a estabilidade do cimento obtido. Na Figura 41 estdo
representados os resultados do ensaio de liberacdo de ions Ca?* em PBS dos CPCs
SO00M1 e S33ML1. Foi possivel tracar uma curva de ajuste exponencial assintética para

as duas amostras, o que € um comportamento comum para ensaios de liberacéo de ions.

Verifica-se um aumento rapido da concentracdo de Ca?" nas primeiras 2h de
ensaio, atingindo valores de 4,93 + 0,03mM e 3,96 £ 0,01mM para amostras SOOM1 e
S33M1, respectivamente. Ambas as amostras apresentam uma estabilizacdo da
liberacdo de ions a partir de 3d de imersao, liberando concentracbes menores que
0,01mM de Ca?* entre os pontos de andlise. Apds 28d de imersdo em PBS, as amostras
SOOM1 e S33M1 liberaram, respectivamente, um total de 6,31 + 0,03mM e
5,44 = 0,01mM.

y = 0,31In(x) + 5,39
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Figura 41: Curva de liberagdo acumulada de Ca em PBS em funcado do tempo para os cimentos SOOM1 e

S33ML1. As linhas pontilhadas indicam o ajuste exponencial para a curva de liberacdo.
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A incorporacédo de SF ao CPC diminuiu a liberacdo de Ca?* quando as amostras
foram imergidas em PBS. Como o a-TCP é uma fase soltvel, que ira hidrolisar e liberar
fons Ca?* no meio aquoso adjacente, é possivel inferir que a liberacdo inferior
demonstrada por esta amostra se deve, principalmente, ao maior teor de fases hidratadas
no cimento quando comparada a amostras SOOM1. Além disso, ambos os materiais
continuam a liberar ions em tempos de imersédo superiores devido a continuidade da
solubilidade do material; entretanto, a taxa de liberacdo diminui substancialmente com o

tempo, demonstrando a boa estabilidade do CPC obtido.

A liberacdo de ions Ca?* decorrente da dissolucédo parcial de CPCs é benéfica a
osteointegracdo dos materiais, pois estimula a formacao de tecido 6sseo. Porém, uma
taxa de dissolucéo alta poderia prejudicar a integridade e desempenho do material antes
da regeneracdo 0ssea adequada. Lode et al. (2018) observaram liberagcdes menores de
fons Ca?* nas primeiras 24h de imerséo de outros sistemas de CPC baseados em a-TCP,
demonstrando uma liberacdo de aproximadamente 1,5mM. Entretanto, estes sistemas
mantiveram uma liberacdo quase constante durante todo o periodo de estudo, atingindo

liberacdes totais superiores as observadas neste trabalho.

5.5.7.2 Comportamento em SBF

O comportamento in vitro em SBF dos materiais determina sua estabilidade e
resisténcia no inicio de sua aplicacéo e pode indicar sua bioatividade. O comportamento
das amostras SOOM1 e S33M1 em SBF estéa representado nos graficos de variacdo da
massa relativa e variacdo do pH da solucdo adjacente, os quais sdo apresentados na

Figura 42.

Apos 2d em SBF, amostras SOOM1 e S33M1 exibiram um decréscimo de suas
massas relativas, atingindo, respectivamente, 94,41 + 0.07% e 95,62 + 0,06%. Este
corresponde a liberacéo de Ca?* inicial observada na analise ICP-OES (Figura 41) e esta
diretamente relacionado a solubilidade do a-TCP presente no material. Além disso, esta
perda de massa impacta diretamente a solucdo de SBF adjacente, ja que a dissolucédo
do material, além de liberar ions Ca?, libera ions PO4*, os quais reagem com 0 meio

aquoso formando HsPO4 e, assim, diminuem o pH da solu¢do (Dos Santos et al., 2002).
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No quarto dia de imersao, o pH atinge um minimo de 6,72 + 0,03 para amostras SOOM1
e 6,78 + 0,04 para amostras S33M1. Durante o resto do periodo de analise, é possivel

observar uma estabilizacdo do pH e da perda de massa.
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Figura 42: (a) Variagdo da massa relativa de amostras SOOM1 e S33M1, e (b) variag&o do pH da solugéo

de SBF adjacente em funcao do tempo de imersdo das amostras.

A perda de massa exibida pela amostra S33M1 em 16d é provavelmente
relacionada a degradacédo e solubilizacdo da SF; entretanto, se esperaria perdas mais
significativas relacionadas a este evento, devido a solubilizagdo indireta dos CaPs
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através da degradacdo da SF. Materiais compostos por SF sdo conhecidos por sua
bioabsortividade quando expostos a determinadas enzimas, porém, a degradabilidade
destes é dificiimente observada em SBF (Huang et al., 2019). Assim, é esperado que as
amostras S33M1 demonstrem maior absortividade e perdas de massa mais perceptiveis

ao serem aplicadas em sistemas bioldgicos.

500X S00M1 10000X 500X S33M '10000X

3d

7d

14d

28d

Figura 43: Micrografias da superficie de amostras SOOM1 e S33M1 apds 3, 7, 14 e 28d de imersdo em
SBF. As barras de escala nas imagens com magnificagcdo de 500x indicam comprimentos de 100um e
nas imagens com magnificacdo de 10000x indicam comprimentos de 5um.

108



Além disso, € possivel observar em todas as amostras pequenos aumentos de
massa relativa apos a solubilizacéo inicial. Este comportamento é resultado da deposi¢éo
de apatitas sobre a superficie dos CPCs provenientes da interacdo dos materiais com 0s
fons Ca?* e PO4s* da solucdo de SBF, como pode-se observar nas micrografias
apresentadas na Figura 43. Ambas as variantes demonstraram deposi¢cdes em suas
superficies, as quais sdo mais evidentes a partir do sétimo dia de imersédo. A composi¢ao
S33M1 demonstrou um aumento significativo na deposicdo de apatita quando comparada
com a amostras SOOM1, o que pode ser observado pela deposicéo inicial de cristais
agulhados e posterior diminuicdo da rugosidade aparente das amostras. Este efeito pode
ser resultado da nucleacao e deposicéo facilitada de CaPs na superficie de materiais com
incorporacédo de SF, conforme previamente demonstrado. A deposicao de apatitas na
superficie de CPCs desempenha funcdes importantes na manutencdo de interfaces
bioativas entre o material e o tecido 6sseo adjacente, implicando em reacdes positivas

do organismo apos a implantacéo (Huang et al., 2019).

5.5.8 Comportamento de injecao in vitro
5.5.8.1 Avaliacédo da coeséo do cimento injetavel

De forma a possibilitar a aplicacdo dos CPCs desenvolvidos em sistemas
injetaveis, estes devem manter sua coesdo apds a injecdo da pasta. A Figura 44

demonstra o comportamento das pastas SOOM1 e S33M1 apds sua injecao em SBF.

Imediatamente apds a injecdo, amostras SOOM1 e S33M1 demonstraram leves
indicios de comportamento de washout e inchamento das pastas, demonstrando, assim,
sinais de decoesdo. Além disso, ao final do teste, ambas as amostras demonstraram
comportamento de desintegracdo, impedindo seu uso de forma adequada em sistemas
injetaveis.

Desta forma, para melhorar a coesao das pastas apos injecdo, 0,5%(m/ma-tcp) de
carboximetilcelulose (CMC) foi adicionado as pastas S33M1 pré-misturadas, as quais
serdo referenciadas como S33M1C. Este polimero é amplamente aplicado para a

melhoria das propriedades de coeséo de CPCs, ja que promove mudancas eletrostaticas
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nas pastas através da introducdo de cadeias poliméricas laterais a superficie das
particulas de CaP (Alves, dos Santos e Bergmann, 2008; An et al., 2016).

SooM1

S33M1

Figura 44: Pastas SOOM1 e S33M1 apos 0, 5, 10 e 20 min de sua injecdo em SBF.

O comportamento de injecdo em SBF da pasta S33M1C esté representado na
Figura 45. Esta variante manteve sua estrutura e formato apds a inje¢cdo, demonstrando
boa coeséo da pasta no meio liquido. Mesmo apos 20min da injecédo, a pasta S33M1C
manteve boa coesdo com washout negligenciavel. Esta resposta indica interaces
energéticas favoraveis entre as particulas do CPC promovidas pela incorporacdo de
CMC, e garante coesdo adequada para a utilizacdo desta variante em sistemas

injetaveis.

S33M1C

Figura 45: Pasta S33M1C apo6s 0, 5, 10 e 20 min de sua injegdo em SBF.
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A adicdo de CMC ao material ndo influenciou significantemente as propriedades
previamente estudadas do CPC em comparac¢do a amostras S33M1. A variante S33M1C
demonstrou, conforme representado na Figura 46, porosidade de 53,85 + 0,74%,
resisténcia a compressao de 40,15 + 0,99MPa e injetabilidade de 94,21 + 1,17%. Como
nao foi possivel observar diferencas significativas entre as variantes S33M1C e S33M1,
os testes subsequentes foram realizados com amostras com incorporagdo de CMC, ja
gue estas demonstram coesdo adequada a aplicacéo.
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Figura 46: Injetabilidade, porosidade e resisténciaa compressao de amostras S33M1C em comparagéo a
amostras S33M1. N&o foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre as variantes.

5.5.8.2 Resisténcia a compressado de amostras injetadas em SBF

Para avaliar a resisténcia a compressao com maior representatividade prética de
um sistema injetavel de aplicagdo em sistemas bioldgicos, pastas S33M1C foram
injetadas diretamente em moldes de papel imersos em SBF. Os resultados obtidos de
resisténcia a compressao e porosidade total das amostras conforme a permanéncia em
SBF estao representados na Figura 47 e as micrografias das superficies de fratura se

encontram na Figura 48.

Foi possivel observar a obtencéo de resisténcia a compressdo maxima em 7d de
imersdo das pastas, as quais resistiram 36,96 + 0,75MPa, mesmo apresentando
porosidade de 59,45 + 0,46%. Novamente, pode-se observar o aumento da resisténcia

na medida em que o material permanece imerso em SBF, demonstrando a correlagéo
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deste com a hidratacdo do a-TCP. A partir da injecdo e manutengéo das amostras em
SBF, foi possivel obter resisténcias proximas do seu limite maximo ja em 3 dias de
permanéncia na solucéo. Isso se deve ao constante contato das amostras com 0 meio
aguoso, permitindo a reacéo das fases iniciais com a agua mais rapidamente. Este efeito
€ corroborado pelas micrografias obtidas, as quais demonstram a formacéo substancial
de cristais agulhados e lamelares ja em 3 dias de imersdo das amostras em SBF, 0s

guais auxiliam o ancoramento mecanico e o0 aumento da resisténcia mecéanica do

material.
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Figura 47: (a) Resisténciaa compresséao e (b) porosidade total das amostras injetadas em SBF conforme

a permanéncia nesta solugao.

Figura 48: Micrografias com magnificagdo de 10000x obtidas por MEV da superficie de fratura das

amostras S33M1C apds sua inje¢cdo e permanéncia em SBF.
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Apesar da leve diminuicdo observada na resisténcia a compressao das amostras
guando comparada a obtida pelo método de avaliacdo convencional, os valores ainda se
demonstram compativeis com a de o0ssos trabeculares humanos, demonstrando o

potencial de aplicacdo deste CPC em sistemas injetaveis.

5.5.9 Ensaio de Viabilidade Celular

Na Figura 49, estéo representadas as viabilidades celulares relativas de células
ADSC em extratos de amostras SOOM1 e S33M1C em relacdo ao controle negativo
(DMEM de baixa glicose).
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Figura 49: Viabilidade de células ADSC cultivadas por 24h em meios com concentragfes de 1%, 10%,
50% e 100% de extratos de SOOM1 e S33M1C. O controle foi realizado com células cultivadas em meio
DMEM de baixa glicose.

Células tratadas com meios de concentracfes de 1%, 10% e 50% de extratos de
amostras S33M1C demonstraram maior viabilidade do que as tratadas em meios com
extratos de amostras SOOM1. No entanto, ndo foi possivel observar diferencas
significativas na viabilidade celular entre as variantes quando as amostras foram
expostas a extratos puros. Nesta avaliacdo, amostras S33M1C obtiveram 71,11% de
viabilidade celular, enquanto amostras SOOM1 obtiveram viabilidade de 75,22%. A Unica
diferenca estatisticamente significativa entre as amostras, conforme avaliado por ANOVA
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seguida por um teste de Tukey, foi observada em meios com extratos de 10%. Neste
grupo de analise, foram obtidas viabilidades de 97,85% e 75,06% para as variantes
S33M1C e SO0M1, respectivamente.

As micrografias de fluorescéncia, as quais estdo representadas na Figura 50,
demonstram boa morfologia e aderéncia ao plastico das células ADSC tratadas. Estas
ndo apresentam alteracdes nestas propriedades e mantiveram a integridade do nucleo e
do citoesqueleto de actina, indicando que permanecem viaveis apds o tempo de cultura.

Como o alvo aceito pela ISO 10993-5 e 10993-12 para que um material seja
considerado biocompativel € de 70%, e ndo houve mudancas morfolégicas nas células
avaliadas, podemos afirmar que os CPCs SO0OM1 e S33M1C demonstram

biocompatibilidade adequada para aplicacdo em sistemas biologicos.

Faloidina DAPI Merge

--

Figura 50: Micrografias de fluorescéncia de células cultivadas por 24h em extratos puros de SOOM1 e

Controle

So0M1

S33M1C

S33M1C. As micrografias mostram o citoesqueleto de F-actina (verde) e o nucleo (azul) das células
ADSC.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados, verificou-se que a metodologia
desenvolvida para a obtencdo de cimentos de fosfato de célcio pré-misturados permitiu
a obtencdo de materiais injetaveis biomiméticos de alta resisténcia com potencial de

aplicacdo na regeneracao 0ssea.

As analises utilizadas permitiram verificar que a metodologia de sintese e
processamento dos materiais precursores foi eficaz na obtencdo de materiais de alta
pureza para a elaboracdo do cimento de fosfato de calcio pré-misturados baseado em
a-TCP. Alem disso, as composi¢cdes desenvolvidas permitiram a estabilidade das pastas
por, pelo menos, 22 semanas e uma boa injetabilidade do material, mesmo com a

incorporacgédo de fibroina de seda.

As avaliacbes quimicas permitiram a verificacdo simplificada da cinética de
hidratacéo do a-TCP e demonstraram que, apos 7 dias em camara umida, foi possivel a
obtencdo de materiais com teores minimos de a-TCP residual através da adicdo de
fibroina de seda a composi¢do. Além disso, a presenca de ions CI" nas solu¢des de
inibicdo e ativacédo da reacdo de pega provocou a obtencao de um material final composto
por CDHA e HAp-CI, garantindo maior similaridade quimica e cristalografica do cimento
com a fase mineral déssea e criando a possibilidade de um aumento da

osteocondutividade do material, a qual deve ser posteriormente verificada.

A incorporacéo de 0,33% de fibroina de seda permitiu a obtencdo de um aumento
de 314% da resisténcia a compressao dos cimentos de fosfato de célcio em relacdo as
amostras de controle. Estes valores garantem maior estabilidade estrutural do material
sob as solicitacdes mecanicas inerentes a implantacdo. Esta adicdo também promoveu
a formacédo de uma microestrutura mais analoga a fase mineral 0ssea, ja que permitiu
uma maior nucleagéo e orientagdo de nanocristais apatiticos. Outrossim, a adicdo desta
fase polimérica contribuiu para reduzir a dissolugédo inicial do material apos imersdo em
PBS e para aumentar a deposicdo de apatita 6ssea na superficie do cimento obtido. Estas
duas caracteristicas demonstram a maior estabilidade e bioatividade in vitro do material

desenvolvido neste trabalho, os quais podem contribuir no desempenho biolégico do
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material apos a implantacao. A incorporacao adicional de CMC garantiu a boa coesao da
pasta desenvolvida apds a injecdo em SBF, o que permite a utilizacdo desta pasta
cimenticia em sistemas injetaveis. Aléem disso, esta, ao ser injetada diretamente em SBF
produziu um material com capacidade de resistir a 36,96 MPa enquanto apresenta
porosidade de 59,45% e, assim, demonstrou resisténcia a compressdo compativel com
as de ossos trabeculares humanos. Finalmente, a composi¢cédo desenvolvida ndo afetou
a viabilidade celular, mantendo biocompatibilidade adequada e ndo afetando as

estruturas celulares vitais.

Desta forma, o conjunto de resultados obtidos mostra que a metodologia de
obtencdo de cimentos de fosfato de calcio pré-misturados reforcados com fibroina de
seda foi eficaz na obtencdo de estruturas biomiméticas com propriedades mecanicas
superiores as apresentadas pelo cimento de fosfato de célcio puro e, portanto, apresenta
potencial para ser avaliado mais profundamente como um material injetavel para a

regeneracdo éssea.
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7 SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

Este trabalho pode ser complementado e aprofundado a partir das seguintes

sugestdes de trabalhos futuros:

e Utilizar analises complementares, como a microtomografia, para investigar a
interconectividade dos poros do material obtido, a interacédo dos cristais de CaP
com a SF e a formacéo de gréos de Hadley nas variantes de cimento de fosfato
de calcio com adicéo de fibroina de seda,;

e Avaliar a viabilidade biolégica destes cimentos através de ensaios de

comportamento in vivo;

e Avaliar alteracbes de funcionalidade celular causadas pelos cimentos

desenvolvidos, como a producéo de isoenzimas de ALP;

e Realizar testes de viabilidade celular dos cimentos desenvolvidos com culturas
de osteoblastos;

e Realizar modificagbes e substituicbes idnicas no a-TCP e adiciona-lo ao
sistema cimenticio desenvolvido, de forma a provocar reacdes especificas
apos a implantacédo do material (maior bioatividade, promocao de propriedades

antimicrobianas etc.).
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APENDICE A — RESULTADOS COMPLETOS DO REFINAMENTO DE RIETVELD DO

TESTE DE ARMAZENAMENTO

Concentragdo massica (%) Concentracdo massica (%)

Concentragdo massica (%)

S00MO S00M1
100 | 100
3 5
| @ 80
| o
w
B-TCP .g 80
—e—a-TCP £
—8—CDHA S 40
S 20
o
S LI—I—I—I—I—I—I—I—I—I—I—I+I—I—H
o 0
8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Tempo (semanas) Tempo (semanas)
S07MA1 S13M1
100 100
=
80 @ 80
O
k7]
60 & 60
1S
o
40 w40
g
20 g 20
o
L—I—I—I—I—I—I—I—I—I—I—I+I—H+I S LI—I—I—I—I—I—I—I—I—I+I+I+H
0 [
0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Tempo (semanas) Tempo (semanas)
S20M1 S27M1
100 100
£
80 w 80
o
k7]
60 @ 60
1S
o
40 W40
8
20 S 20
o
L—I—I—I—I—I—I—I—I—I—I—I+I—I—I+I S LI—I—I—I—I—I—I—I—I—I—I—I+I—I—H
0 o 0
0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24

Tempo (semanas)

Tempo (semanas)

Figura Al: Composic&o das amostras SOOMO, SOOM1, SO7M1, S13M1, S20M1 e S27M1 conforme

tempo de armazenamento.
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Figura A2: Composicéo das amostras S33M1, S40MQ, S47M1 e S53M1 conforme tempo de

armazenamento.
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Tabela Al: Composicao das pastas pré-misturadas obtidas durante o teste de armazenamento até 3 semanas.

) od 3d 1 semana (w) 2w 3w
Variante

a-TcP | g-TcP | coHA | a-Tcp | g-TcP | coHA | a-TcP | B-TcP | cDHA | a-TcP | g-Tcp | cDHA | a-TcP | B-TCP | CDHA

coomo | BL8% | 182= | _ _ 7[537% | 154% | 100% | 226+ | 156+ | 618% | 17,9% | 156% | 665% | 167+ | 157% | 676%

0.4 04 05 04 0.4 0.3 04 0.2 02 04 02 03 05 04

B18% | 182 % BL4% | 186 % 816+ | 184 % 810% | 181% B15% | 185%

SO0M1 04 04 | <OD | 45 05 | <OP | o3 03 | <OP | o4 04 | SHOD | 43 03 | <OP
818+ | 182 ¢ 819+ | 181% 814+ | 186 < 816+ | 184 < 815+ | 185%

sormz | %48 oq " | <roo | %% e | <too | %% os* | <too | %8 oy | <top | %2 52" | <Lop
818+ | 182< 8l4+ | 186< 818+ | 182< 816+ | 184 < 812+ | 188¢

SEVE e oa’ | <oo | % oe’ | oo | %53 os" | <oo | %55 oq’ | <top | %% oo | <Lop
8B18% | 182 % 8BL7% | 183 ¢ 814z | 1862 81,7z | 183 < B15% | 185%

SUVER oa | <too | 55 s | <top | 5% oa | <top | 5% oa | <top | %52 o5 | <Lop
818+ | 182 % 818+ | 182 % 81,7+ | 183 ¢ 814+ | 186 < 813% | 187 %

sarms | %8 05" | <oo | %8 05" | <too | %L o3| <too | %t 05" | <top | 82 GL* | <Lop
818+ | 182 ¢ 813+ | 187 ¢ 816+ | 184 ¢ 81,7+ | 183 ¢ 814+ | 186 ¢

S33M1 04 04 | <OD | g5 05 | <OD | "g4 04 | <OD | 46 04 | <LOD | 53 03 | <Lob
818% | 1822 816% | 184 % 810z | 181z 817z | 183 < 816% | 184z

saom1 | %% oo | <too | %55 oa | <too | 5% os” | <too | %L os | <top | %50 oy | <LOD
818+ | 182% 810+ | 181< 8l4+ | 186< 817+ | 183 < 8Bl4: | 186%

sarmy | %49 oa” | <roo | % s | <too | OhL o2 * | <oo | %40 oo’ | <top | Fd os " | <Lop
818+ | 182 % 815+ | 185% 814+ | 186 < 810+ | 181< 815+ | 185%

Y 04 | <LOD | "4 06 | <OD | 43 03 | <LOD | 43 03 | <OD | 55 06 | <OD
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Tabela A2: Composicao das pastas pré-misturadas obtidas durante o teste de armazenamento entre 4 e 8 semanas.

Variante 4w 5w 6w w 8w

a-TCP | B-TCP | CDHA | a-TCP | B-TCP | CDHA | a-TCP | B-TCP | CDHA | o-TCP | B-TCP | CDHA | a-TCP | B-TCP | CDHA
S00M1 8%)'; * 1%,3; * | <LoD 8%)% * 1%; * | <LoD 8%)'2 * 1%"; * | <LoD 8%)’,‘; * 1%’67 * | <Lop 8%’2 * 1%’,55 * | <LoD
. 8%,2 T 1%,,(1 = oo 8%),,3; T 1%,’75 = - lop 8%),2 x 1%,1521 | oo 8%),% + 1%,,77 * | - Lob 8%),;1_) T 1%,’% = oo
S13M1 8%)"‘; * 1%’% * | <Lop 8%)',53 * 1%’2 * | <Lop 8%)% * 1%,2 1 <Lop St”% * 1%,213 1 <LoD 8%)'; * 1%’,63 * | <Lop
oML 8%,,% x 12(3),,13 * | _lob 8%,,% n 1%,’% * | _lob 8%),’63 x 1&(3),; * | < Lob 8%3’,% x 1%,; * | - Lop 8%,,4; n 1%,2 * | _lob
. 8%),’% T 1%,,}5 = oo 8%),;11 T 1%,2 = oo 8%),,56 x 1%,% 1 oo 8%),‘63 x 1{(3{; = - Lob 8%),13; T 1%; = oo
S33M1 8%)"% * 1%,23 * | <LoD 8%)'2 * 1%; * | <LoD 8%‘2 * 1%; *| <LoD 8%)',95 * 1%’% * | <Lop 8%)'2 * 1%,% * | <LoD
SaOM1L 8%),;31 T 1&(3_),1531 N I 8%),; T 1%,’% * | 2 Lob 8%),’% x 1%,;13 * | < oo 8%),’% x 1%% * | - Llob 8%),% T 1%,’25 * | < Lob
. 8:8,% T 15(;),‘53 = _lop 8:8’3; x 15(;),‘77 = oo 8%),‘65 x 15(3),:1> = lop 8%),2 x 1&(;{; = - ob 8:8,3; T 15(;),‘77 = _lop
coam1 8:(L),,55 T 1&(3),2 = oo 8%),’% T 15(3),‘2 = oo 8%),’1 x 1&(3),2 1 oo 8%)‘,% x 1%,'2 = - lob 8%),,3:3 T 1&(3),‘75 = oo
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Tabela A3: Composicao das pastas pré-misturadas obtidas durante o teste de armazenamento entre 9 e 16 semanas.

) 9w 10w 12w 14w 16w
Variante

a-TCP | B-TCP | CDHA | a-TCP | B-TCP | CDHA | a-TCP | B-TCP | CDHA | a-TCP | B-TCP | CDHA | a-TCP | B-TCP | CDHA
S00MO
S00M1 8%)"3; * 1%,75 * | <LoD 8%)'% * 1%}3 * | <LoD 8%)',63 * 1%"; *| <LoD 8%)'% * 1%’% * | <Lop 8%)'2 * 1%,52 * | <LoD
S13M1 8%’3 * 1%"11 * | <Lop 8%’% * 1%’% * | <Lop 8%’% * 1%2 1 <Lop 8%’% * l%% 1 <LoD 8%‘2 * 1% * | <Lop
sami | 907 | 5% o0 | P47 | 207 | cuoo | P47 | 90 | cuoo | o | 957 wuom | P27 | 917 | cio
S27M1 8%)"% * 1%,}5 * | <LoD 8%)’% * 1%% * | <LoD 8%)’,3; * 1%; * | <LoD 8%)’,4;3 * 1%2 * | <Lop 8%)'2 * 1%’,12 * | <LoD
S33M1 8%‘2 * 1%’2 * | <LoD 8%‘3 * 1%2 * | <LoD 8%‘% * 1%’% *| <LoD 8%’2 * 1%’,52 * | <Lop 8%‘% * 1%”72 * | <LoD
s | P37 | 00 | <uoo | B0 | L7 | cvom | %67 | 7| cioo | 947 | 95| <iom | %427 | B uo0
A 8:8,% T 15(;),‘13 * | Zlob 8%),:13 x 1%,‘% * | _lob 8%),‘34" x 15(3),21 * | < Lob 8%),‘52 x 1%,3 * | - Lop 8%,; T 1%,‘63 * | _lob
coam1 8:(L),’55 x 1&(3),,55 = oo 8%),2 x 1%,2; = oo 8%),% x 1%,,% 1 oo 8%),’% x 15(5),,12 N . 8:5,13(’3 T 1%,,76 = oo
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Tabela A4: Composicao das pastas pré-misturadas obtidas durante o teste de armazenamento entre 18 e 22 semanas.

] 18w 20w 22w
Variante

a-TCP | B-TCP | CDHA | a-TCP | B-TCP | CDHA | a-TCP | B-TCP | CDHA
S00MO
S00M1 8%’% * 1%'; * | <Lop 8%"2 * 1%';53 * 1 <LoD 8%)"‘:’5 * 1%'; * | <Lop
S07TM1 8%)'3 * 1%3 * | <Lop 8%’2 * 1%1 * | <LoD 8%)"5:’3 * 1%"53 * | <LoD
S13M1 8%’% * 1%% * | <Lop 8%'2 * 1%’65 * | <Lop 8%’2 * 1%’63 * | <Lop
S20M1 8%"2 * 1%',12 * | <Lop 8%'% * 1%; * | <Lop 8%’5’1 * 1%':1 * | <LoD
S27M1 8%’2 * 1%’55 * | <Lop 8%’% * 1%2 * | <LoD 8%’2 * 1%2 * | <LoD
S33M1 8%)’2 * 1%"; * | <Lop 8%',% * 1%,43 * 1 <LoD 8%’2 * 1%,11 * | <Lop
S40M1 8%’% * 1%’88 * | <Lop 8%)',‘; * 1%',65 * | <Lop 8%)"56 * 1%’,56 * | <Lop
S47TM1 8%’2 * 1%;‘1 * | <Lop 8%)"65 * 1%"; * | <LoD 8%)"3; * 1%‘77 * | <LoD
S53M1 8%)"?3 * 1%'; * | <Lop 8%'5’1 * 1%3 * | <Lop 8%)"% * 1%,12 * | <Lop
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APENDICE B — COMPOSICAO COMPLETA E DIFRATOGRAMA DOS CIMENTOS DE
FOSFATO DE CALCIO OBTIDOS

Intensidade (u.a.)

* a-TCP A B-TCP = CDHA HAp-C

20 (graus)

Figura B1: Difratograma de raios-X das amostras de CPC obtidas ap6s 0d em camara Umida.
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Intensidade (u.a.)

® o-TCP A B-TCP = CDHA HAp-C

20 25 30 35 40 45 50

26 (graus)

up

Figura B2: Difratograma de raios-X das amostras de CPC obtidas ap6s 1d em camara Umida.
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Intensidade (u.a.)

® o-TCP s B-TCP = CDHA HAp-C

26 (graus)

Figura B3: Difratograma de raios-X das amostras de CPC obtidas ap6s 3d em camara Umida.
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¢ a-TCP 4 B-TCP = CDHA HAp-CI

Intensidade (u.a.)

S00M1

20 25 30 35 40 45 50
20 (graus)

Figura B4: Difratograma de raios-X das amostras de CPC obtidas ap6s 7d em camara Umida.
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Tabela B1: Composi¢ao dos cimentos de fosfato de calcio obtidos.

] od 1d 3d 7d
Variante

a-TCP | B-TCP | CDHA | HAp-Cl | a-TCP | B-TCP | CDHA | HAp-Cl | ao-TCP | B-TCP | CDHA | HAp-Cl | a-TCP | B-TCP | CDHA | HAp-CI

SOOM1 52,2 + 18,5 + 9,7 + 19,6 + 42,3 + 17,7 + 175 + 225+ 36,9 + 17,6 + 234 + 221+ 145 + 17,1 + 46,2 + 221+
0,4 0,2 0,6 0,3 0,4 0,3 0,2 0,5 0,7 0,2 0,8 0,2 0,3 0,3 0,2 0,4

SO7M1 42,4 + 18,6 + 16,6 + 22,4 + 38,5+ 18 + 20,5 + 23,0 = 34,2 + 17,9 + 255+ 22,3 + 13,2 + 16,5 + 48,4 + 219 +
0,4 0,3 0,3 0,3 0,1 0,4 0,3 0,6 0,3 0,6 0,4 0,2 0,4 0,3 0,4 0,3

S13M1 40,6 + 18,5 + 18,1 + 228+ | 36,2+ 18,1 + 23,2 + 22,6 + 343+ | 175+ 26,0 + 22,2 + 10,0 + 16,8 + 50,8+ | 22,4+
0,3 0,5 0,3 0,5 0,6 0,3 0,3 0,9 0,2 0,3 0,3 0,7 0,4 0,2 0,6 0,4

S20M1 47,4 + 18,4 + 12,7 + 215+ 41,2 + 18,0 + 18,4 + 22,4 + 37,0 £ 17,2 + 23,6 £ 22,3 + 32+ 17,0 + 57,6 + 22,2 +
0,3 0,2 0,3 0,7 0,4 0,2 0,3 0,4 0,6 0,5 0,2 0,4 0,1 0,6 0,8 0,5

S27M1 48,4 + 18,1 + 114 + 222+ 43,2 + 18,0 + 16,3 + 225+ 338+ 17,4 + 26,5+ 222+ 2,8 + 17,2 + 58,1 + 219+
0,7 0,2 0,3 0,3 0,4 0,6 0,4 0,7 0,4 0,4 0,7 0,3 0,3 0,3 0,9 0,4

S33M1 38,1 + 18,5 + 20,5 + 22,9 + 37,0 £ 18,0 + 22,4 22,6 + 34,8 £ 17,2 + 25,7 £ 22,3 + 35+ 16,7 + 579 + 219 +
0,6 0,2 0,8 0,4 0,6 0,3 0,9 0,2 0,3 0,3 0,9 0,4 0,3 0,6 0,7 0,4

SAOM1L 37,3 18,5 + 21,8 225 + 33,4 + 18,3 + 25,9 + 22,4 + 30,2 £ 17,4 + 30,4 + 22,1 + 3,7+ 16,8 + 574 + 22,1 +
0,6 0,3 0,2 0,4 0,5 0,4 0,2 0,4 0,7 0,3 0,1 0,4 0,3 0,4 0,5 0,3

SATMAL 49,7 + 18,1 + 9,3+ 229+ | 419+ 17,8 + 17,7 + 22,7 + 398+ | 178+ 19,6 + 22,7 + 6,6 17,5 + 538+ | 221+
0,6 0,5 0,7 0,6 0,5 0,6 0,5 0,4 0,3 0,4 0,2 0,3 0,6 0,6 0,5 0,8

S53M1 42,1 + 18,2 + 17,0 = 22,7 38,2 + 17,9 + 21,4 + 225+ 35,6 £ 17,7 244 + 224 + 8,6 + 16,7 + 52,9 + 218 £
0,4 0,8 0,4 0,2 0,4 0,4 0,2 0,2 0,4 0,6 0,9 0,3 0,4 0,4 0,5 0,4

145




APENDICE C - MICROGRAFIAS DOS CIMENTOS DE FOSFATO DE CALCIO
OBTIDOS

4 N &

Figura C1: Micrografias da superficie de fratura de amostras SOOM1 sob magnificacao de 10000x apds

permanéncia em 100% de umidade relativa por (a) 0d, (b) 1d, (c) 3d e (d) 7d. A barra de escala

representa um comprimento de 5um.

Figura C2: Micrografias da superficie de fratura de amostras SO7M1 sob magnificacdo de 10000x apds
permanéncia em 100% de umidade relativa por (a) 0d, (b) 1d, (c) 3d e (d) 7d. A barra de escala

representa um comprimento de 5um.

Figura C3: Micrografias da superficie de fratura de amostras S13M1 sob magnificagcado de 10000x apds

permanéncia em 100% de umidade relativa por (a) 0d, (b) 1d, (c) 3d e (d) 7d. A barra de escala

representa um comprimento de Sum.
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Figura C4: Micrografias da superficie de fratura de amostras S20M1 sob magnificacdo de 10000x apds
permanéncia em 100% de umidade relativa por (a) 0d, (b) 1d, (c) 3d e (d) 7d. A barra de escala

representa um comprimento de Sum.
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Figura C5: Micrografias da superficie de fratura de amostras S27M1 sob magnificacdo de 10000x apds
permanéncia em 100% de umidade relativa por (a) 0d, (b) 1d, (c) 3d e (d) 7d. A barra de escala

representa um comprimento de Sum.

Figura C6: Micrografias da superficie de fratura de amostras S33M1 sob magnificacdo de 10000x apds

permanéncia em 100% de umidade relativa por (a) 0d, (b) 1d, (c) 3d e (d) 7d. A barra de escala
representa um comprimento de 5um.
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Figura C7: Micrografias da superficie de fratura de amostras S40M1 sob magnificacdo de 10000x apds
permanéncia em 100% de umidade relativa por (a) 0d, (b) 1d, (c) 3d e (d) 7d. A barra de escala

representa um comprimento de Sum.
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Figura C8: Micrografias da superficie de fratura de amostras S47M1 sob magnificacdo de 10000x apds
permanéncia em 100% de umidade relativa por (a) 0d, (b) 1d, (c) 3d e (d) 7d. A barra de escala

representa um comprimento de Sum.
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Figura C9: Micrografias da superficie de fratura de amostras S53M1 sob magnificacdo de 10000x apds
permanéncia em 100% de umidade relativa por (a) 0d, (b) 1d, (c) 3d e (d) 7d. A barra de escala
representa um comprimento de 5um.
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