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OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE BIOCERAMICAS POROSAS A BASE 

DE FOSFATOS DE CÁLCIO PROCESSADAS COM A UTILIZAÇÃO DE 

ALBUMINA 

Christiane Ribeiro 

RESUMO 

A reação previsível e positiva das cerâmicas de fosfatos de cálcio, como 
hidroxiapatita (HAp) e ß-fosfato tricálcico (ß-TCP), em relação ao meio biológico tem 
motivado o desenvolvimento de variadas tecnologias visando a obtenção de diferentes 
microestruturas. Uma microestrutura porosa para estas cerâmicas pode tornar o processo de 
osteocondução e a resposta de reparação mais acelerada. O processamento coloidal tem 
sido uma das técnicas mais exploradas no preparo de suspensões para obtenção de 
cerâmicas porosas devido à pequena quantidade de orgânicos (~5% vol.) e alto teor de 
sólidos (mínimo 50% vol.), minimizando os riscos de formação de trincas e de retrações 
exageradas durante o processo de secagem e sinterização. Neste trabalho foi desenvolvida 
uma nova técnica baseada na metodologia do gelcastmg, utilizando a ovalbumina como 
agente de consolidação e de ação espumante simultânea. Para garantir suspensões dispersas 
com máxima concentração de sólidos foram analisados diferentes fatores como: 
características do pó, quantidade de dispersante, teor de sólidos e tempo de preparo das 
suspensões, sendo verificada uma sedimentação mais rápida para suspensões de ß-TCP. 
Para estabelecer a melhor condição de estabilidade e homogeneidade na obtenção das 
suspensões, mantendo teor de sólidos adequado e viscosidade suficiente para a formação 
de espuma, foram realizadas medidas de mobilidade eletroforética, sendo obtidos valores 
de potencial zeta. Em seguida foram feitos estudos reológicos, onde se verificou que 
suspensões de HAp apresentam viscosidades mais altas que suspensões de ß-TCP. Foi 
observado que as curvas de potencial zeta das suspensões de HAp apresentam ponto 
isoelétrico em pH de 8,6 e uma condição de maior mobilidade em intervalos de pH acima 
de 10; para o ß-TCP os resultados indicaram um deslocamento do ponto isoelétrico para 
regiões mais ácidas. Estudo reológico com base no comportamento elástico (G') e viscoso 
(G") do agente de consolidação também foi realizado. Foi verificado que a concentração 
de 6% de albumina é a mais eficaz para produção e estabilidade da espuma, esta variável 
também foi definida, analisando sua distribuição de tamanho de poros. As espumas obtidas 
foram caracterizadas quanto às fases cristalinas, por DRX, a microestrutura, por MEV e, 
por porosimetria de intrusão de mercúrio, obteve-se a distribuição de tamanho de poros. As 
amostras obtidas foram caracterizadas in vitro quanto à dissolução e bioatividade em SBF. 
Foi selecionada a amostra de composição bifásica, com mesma proporção das fases HAp e 
ß-TCP, para análise de biocompatibilidade e citotoxicidade em ensaios de cultura na 
presença de osteoblastos. Os resultados desta pesquisa demonstram que a técnica 
desenvolvida é eficiente na obtenção de cerâmicas porosas de fosfatos de cálcio, podendo 
ser aplicada a outras cerâmicas e também para outras finalidades. Os ensaios in vitro com 
SBF comprovaram a reatividade das cerâmicas e os ensaios com osteoblastos revelaram 
que os materiais processados apresentam biocompatibilidade inicial, podendo ser testados 
in vivo com a expectativa de respostas promissoras tanto como substitutos ósseos, quanto 
scaffolds para engenharia de tecidos. 



OBTENTION AND CHARACTERIZATION OF POROUS BIOCERAMICS 

BASED CALCIUM PHOSPHATE PROCESSING BY USING ALBUMIN 

Christiane Ribeiro 

ABSTRACT 

The predictive and positive reaction of calcium phosphate ceramic as 
hydroxyapatite (HAp) and ß- tricalcium phosphate (ß-TCP), related to the biological 
environment, has motivated the development of various technologies, regarding the 
obtention of different microstructures. A porous microstructure for these ceramics can 
supply bone tissue ingrowth, improving osteoconduction and reparation process. Colloidal 
processing has been one of the most investigated technique to prepare suspensions for the 
obtention of porous ceramics due to small amount of organics (5% vol.) and high solids 
content (minimum 50% vol.), reducing the formation of cracks and shrinkages during 
drying and sintering. In this work, a new technique was developed, based on gelcasting 
methodology, using ovalbumin as both consolidator and foaming agent. Dispersed 
suspensions with maximum concentration of solids were guaranteed by analysis of 
different factors, as powder characteristics, amount of dispersant, solids content and time 
of preparation of the suspensions. A faster sedimentation was verified for suspensions of 
ß-TCP. In order the best stability condition and homogeneity to obtain the suspensions was 
established by suitable solids content and viscosity to foam formation, zeta potential 
measurements were also performed, followed by rheological studies. It was observed that 
suspensions of HAp presented higher viscosities than suspensions of ß-TCP. The zeta 
potential results for HAp suspensions showed isoeletric point in pH of 8.6 and an 
improvement of mobility condition in pH range increase to 10; the ß-TCP presented a 
displacement of the isoeletric point for a more acid range. Rheological study was 
performed, by elastic (G') and viscous (G") behavior for consolidation agent. It was 
verified that the concentration of 6% of albumin is the most effective for production and 
stability of the foam and this variable was also defined by pore size distribution analyses. 
The sintered foams were evaluated for crystalline phases, by XRD; the microstructure, by 
SEM and pores size distribution by mercury intrusion porosimetry. The samples obtained 
were characterized in vitro for bioactivity and dissolution in SBF. The samples of biphasic 
composition with same proportion of HAp and ß-TCP phases were selected to 
biocompatibility and cytotoxicity tests v/ith osteoblasts culture. The results of this research 
showed that the technique developed is eftlcient to obtain porous ceramics based on 
calcium phosphate. In addition, it can be used for other ceramics and different purposes. 
The in vitro tests showed the reactivity of the ceramics in the presence of SBF; the tests in 
the presence of osteoblasts revealed that the materials obtained present biocompatibility 
and can be in vivo tested with good expectation as bone substitutes or scaffolds for tissue 
engineering. 
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INTRODUÇÃO 

INTRODUÇÃO 

O ritmo acelerado de desenvolvimento multidisciplinar da área biotecnológica tem 

impulsionado uma das vertentes da área da engenharia, que trata da obtenção de novos 

biomateriais. Neste capítulo é abordado, de maneira sucinta, o desenvolvimento dos 

biomateriais porosos, visando a obtenção de cerâmicas biocompatíveis com o tecido ósseo. 

Também é enfatizada a importância do acesso aos biomateriais, dentro do contexto socio­

económico, viabilizando a utilização desta classe especial de materiais a partir do 

desenvolvimento de novas tecnologias de processamento. 



INTRODUÇÃO 

1 INTRODUÇÃO 

Uma das áreas prioritárias da pesquisa vinculada à biotecnologia refere-se ao 

desenvolvimento de novos biomateriais. Estes materiais podem ser empregados, durante 

um período de tempo indeterminado, como um todo, ou parte integrante de um sistema 

para tratamento, ampliação ou substituição de quaisquer tecidos, órgãos ou funções 

corporais'. 

As iniciativas do JVIinistério da Saúde em parceria com o Ministério da Ciência 

e Tecnologia com relação à biotecnologia voltada à nacionalização de implantes ganharam 

impulso a partir de 2004, quando, em consonância com a tendência mundial, aproximou-se 

a atividade de pesquisa à política nacional de saúde. A mudança de enfoque foi 

estabelecida a partir da construção da Agenda Nacional de Prioridades de Pesquisa em 

Saúde, permitindo que os estudos atendessem, prioritariamente, aos princípios e às 

necessidades do Sistema Único de Saúde (SUS). Uma das contribuições foi a criação de 

Redes de Pesquisa e Desenvolvimento em Biotecnologia, como a Rede Multicêntrica de 

Avaliação de Implantes Ortopédicos (Remato)^. 

Esta iniciativa tem incentivado a busca de produtos para implantes cada vez 

mais variados em termos de composição, função e estrutura. O desenvolvimento de novos 

materiais, dentro deste contexto, é dirigido por produtos que possam não só aumentar e/ou 

manter a qualidade de vida, mas que também reduzam o custo do atendimento médico, seja 

por redução de complicações, diminuição da necessidade de revisões ou do período de 

estadia hospitalar, mantendo um alto desempenho''. 

De acordo com o Ministério da Saúde e Ministério de Ciência e Tecnologia, só 

os biomateriais de natureza ortopédica responderam, entre 2006/2007, por um orçamento 

de R$ 8,5 milhões provando sua real importância também no contexto econômico ^ 

Com a geração das cerâmicas avançadas houve uma revolução no uso de 

cerâmicas projetadas especialmente para reparar, reconstruir e substituir porções ósseas 

acometidas por alguma patologia ou traumatismos diversos. As cerâmicas utilizadas com 

este propósito são chamadas de biocerãmicas, as principais são: alumina, zircônia, 

hidroxiapatita, fosfatos de cálcio, alguns silicatos que constituem os biovidros, e algumas 

cerâmicas covalentes. Atualmente, mais de 25% dos implantes realizados na área da 

ortopedia são produzidos utilizando material cerâmico '̂ ̂ . 

No caso específico dos biomateriais cerâmicos à base de fosfatos de cálcio 

sintéticos, existe uma sinergia entre a medicina e a engenharia de tecidos, já que fosfatos 
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de cálcio confeccionados sob a forma de matrizes porosas se adequam em situações para 

regeneração de tecido (scaffolds), além de serem utilizados como enxerto ósseo .̂ Estas 

cerâmicas também podem ser aplicadas, em sistemas de liberação controlada de fármacos 

em sítios doentes, potencializando sua ação local e minimizando os efeitos indesejados de 

intoxicação da parte sadia não comprometida \ 

Vários materiais osteocondutivos, como a hidroxiapatita (HAp) e o fosfato 

tricálcico (TCP), têm sido pesquisados para este fim. Um material é considerado 

osteocondutivo e osteointegrado quando se liga quimicamente à superfície do osso sem a 

interposição de tecido fibroso. Neste caso, também pode ser denominado bioativo '̂ A 

osteocondução refere-se à habilidade do implante em dar suporte para o crescimento de 

tecido ósseo sobre sua superfície. Quando um implante existe sem a presença de um tecido 

fibroso, a ligação com o tecido é muito resistente e há significativa rigidez do sistema osso-

implante. Biomecánicamente, a interface de união tecido/ implante, é mais forte que o 

próprio osso situado próximo do implante e, qualquer tentativa de remoção levaria à fratura 

do osso ou do material (implante), mas a interface permaneceria intacta. Quando há 

formação de tecido fibroso, o implante possui mobilidade, podendo levar a infecção e 

reabsorção óssea ao seu redor 

A osteocondução também é otimizada quando são utilizados materiais que não 

apenas apresentam a composição química semelhante à do osso, mas também mimetizam a 

estrutura óssea ^. Tentativas de reproduzir a estrutura porosa do tecido ósseo encontram-se 

ainda limitadas pelo fato da resistência mecânica dos materiais fabricados artificialmente 

ser muito baixa 

Existe uma necessidade real quanto ao desenvolvimento de materiais cada vez 

mais sofisticados e especializados dentro da área médica, a um custo acessível. Neste 

senüdo, as expectativas quanto ao uso de técnicas alternativas como a utilizada nesta 

pesquisa são sempre promissoras. Tópicos como a utilização de menores quantidades de 

energia durante a manufatura, o impacto quanto ao descarte de subprodutos ou 

componentes secundários durante o processo demandam de novos estudos e recursos. 

Tem-se buscado explorar novos mecanismos de consolidação, visando a 

obtenção de materiais com diferentes porosidades devido a existência de uma demanda 

especial por cerâmicas porosas para que atendam requisitos específicos, inclusive como 

implantes A manufatura de biomateriais com tecnologias economicamente eficientes e 

ecologicamente seguras coloca maior ênfase na contínua pesquisa voltada à melhora da 

qualidade de vida e obriga a considerar interconexões e tecnologias afins, juntamente com 
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desempenho e projetos integrados. Exemplo disso, é o sofisticado "casamento" entre as 

áreas da Biologia e da Engenharia que deu origem à Engenharia de Tecidos que atualmente 

faz uso também de cerâmicas porosas. 

As variadas técnicas de conformação têm contribuído também para o avanço 

nas pesquisas de biomateriais porosos Cerâmicas porosas obtidas a partir da 

consolidação de espumas apresentam características para a utilização em implantes 

ósseos Estas estruturas, em particular, são bastante interessantes devido ao conjunto de 

propriedades, como por exemplo, a configuração dos poros (tamanho, forma e distribuição) 

capaz de resultar em uma osteointegração adequada quando estão atuando como 

substitutos ósseos. O processamento via úmida, com base em uma suspensão cerâmica 

preparada pela técnica do gelcasting de espuma oferece um alto grau de liberdade de 

formatos, obtendo-se as mais variadas e complexas geometrias, devido às facilidades de 

moldagem . A introdução de técnicas de processamento como esta tem apresentado bons 

resultados no desenvolvimento de cerâmicas para implantes e representa uma tendência 

emergente neste campo de aplicação 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

A grande variedade de biomateriais disponíveis é um reflexo da atual diversidade que está 

relacionada tanto a diferentes composições, quanto a variadas técnicas de síntese ou 

metodologias de processamento. Esta condição permite obter materiais com 

microestruturas variadas, podendo acarretar em propriedades diferenciadas mesmo para 

materiais de mesma composição. Apesar da crescente produção de trabalhos envolvendo 

reparação óssea, ainda não existe um consenso que define a "melhor técnica" de síntese ou 

processamento que remete ao "melhor material", considerando que nenhum deles 

conseguiu reproduzir as propriedades do tecido ósseo como um todo. Por isso, o 

conhecimento de como o tecido ósseo se comporta perante um novo material e durante a 

reparação é de extrema importância na avaliação de novos implantes. Neste capítulo são 

enfatizados conceitos que servem de sustentação para este estudo, como o detalhamento 

das questões que envolvem o tecido ósseo; os derivados inorgânicos à base de fosfatos de 

cálcio sintéticos, universalmente aceitos como biocerãmicas; a ciência das espumas e as 

técnicas de processamento coloidal, assim como aspectos de reologia que vem sendo 

introduzidos como uma ferramenta importante na otimização de suspensões na obtenção de 

cerâmicas porosas de boa qualidade, podendo se tornar uma das metodologias mais 

relevantes, também para obtenção de biomateriais. 
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2.1 TECIDO ÓSSEO 

2.1.1 Histologia 

A classificação baseada no critério histológico admite apenas duas variantes do 

tecido ósseo: o tecido ósseo cortical ou compacto (denso) e o tecido ósseo trabecular ou 

reticulado (esponjoso). Cerca de 75% do tecido ósseo é formado pela matriz compacta, e a 

esponjosa está compreendida em 25% -°. O pico de tecido ósseo mineralizado é alcançado 

entre 30 e 40 anos de idade, sendo maior em homens que em mulheres. Alguns anos após 

esse pico, começa a ocorrer perda progressiva de tecido mineralizado, aproximadamente 

3,3%) ao ano em homens e \% ao ano em mulheres, tanto de massa cortical como 

trabecular"'. 

A partir do corte transversal de um osso longo típico, é possível observar a 

olho nu, próximo a superfície externa, a presença do osso cortical e, na superfície interna, o 

osso trabecular. Figura 2.1. Essas variantes apresentam o mesmo tipo de célula e de 

substância intercelular, diferindo entre si apenas na disposição de seus elementos e na 

quantidade de espaços medulares. O tecido ósseo trabecular apresenta espaços medulares 

mais amplos, sendo formado por várias trabéculas, dando aspecto poroso ao tecido. O 

tecido ósseo cortical, praticamente compacto, não apresenta espaços medulares, existindo, 

no entanto, além dos canalículos, um conjunto de canais que são percorridos por nervos e 

vasos sangüíneos: canais de Volkmann e canais de Havers 

Figura 2 . 1 - As duas variantes da macroestrutura óssea: 1 (osso cortical) e 2 (osso 
trabecular) 
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Figura 2.2 - Estruturas que constituem o osso compacto 

Figura 2.3 - Osso esponjoso (aumento de 50X). Rede de trabéculas ósseas separadas por 

espaços intercomunicantes contendo medula 

Além da matriz extracelular, o tecido ósseo é composto por células que se 

diferenciam em osteócitos, osteoblastos e osteoclastos. 

Os canais de Vollcmann partem da superfície do osso (interna ou externa), 

possuindo uma trajetória perpendicular em relação ao eixo maior do osso. Esses canais 

comunicam-se com os canais de Havers. que percorrem o osso longitudinalmente, podendo 

comunicar-se por projeções laterais. Ao redor de cada canal de Havers, é possível observar 

várias lamelas concêntricas de substância intercelular e de células ósseas, como mostra a 

Fig. 2.2. Cada conjunto formado pelo canal central de Havers e por lamelas concêntricas é 

denominado sistema de Havers ou sistema haversiano. 
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Osteócitos: são as células mais abundantes do tecido ósseo, representando cerca de 95% 

do componente celular deste tecido. Originam-se a partir de osteoblastos, uma 

transformação que leva aproximadamente 3 dias, no qual a célula sintetiza um volume de 

matriz extracelular 3 vezes maior que o volume da própria célula O tempo de vida de 

um osteócito está estimado em 25 anos, sendo que a porcentagem de osteócitos mortos 

aumenta com a idade do indivíduo, sendo, em média 1% ao nascer e 75% quando o 

indivíduo atinge oitenta anos Os osteócitos estão localizados em cavidades ou lacunas 

dentro da matriz óssea. Destas lacunas formam-se canalículos que se dirigem para outras 

lacunas, tomando assim a difusão de nutrientes possível graças à comunicação entre os 

osteócitos. Os osteócitos têm papel fundamental na manutenção da integridade da matriz 

A o o o o 26, 27 , 28 

óssea 

Figura 2.4 - Osteócito visualizado em uma lacuna óssea 22 

Osteoblastos: sintetizam a parte orgânica da matriz óssea, composta por colágeno tipo I, 

glicoproteínas e proteoglicanas. Também concentram fosfato de cálcio, participando da 

mineralização da matriz. Durante a alta atividade sintética, os osteoblastos destacam-se 

por apresentar muita basofilia (afinidade por corantes básicos). Possuem sistema de 

comunicação intercelular semelhante ao existente entre os osteócitos. Os osteócitos 

inclusive originam-se de osteoblastos, quando estes são envolvidos completamente por 

matriz óssea . Neste caso, sua síntese proteica diminui e o seu citoplasma toma-se menos 

basófilo. Os canais de cálcio de osteoblastos podem ser estimulados sob estiramento, 

possibilitando aumento de cálcio intracelular, que permite uma liberação mais acentuada 

da reserva de cálcio destinada à matriz óssea 
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osteoblastos 

Figura 2.5- Disposição (lado a lado) típica de osteoblastos em tecido ósseo 23 

Osteoclastos: participam dos processos de absorção e remodelação do tecido ósseo. São 

células gigames e multinuclcadas, extensamente ramificadas, derivadas de monócilos que 

atravessam os capilares sangüíneos. A atividade destas células é comandada pela 

calcitonina e paratormônio. Nos osteoclastos jovens, o citoplasma apresenta uma leve 

basofilia que vai progressivamente diminuindo com o amadurecimento da célula, até que o 

citoplasma finalmente se toma acidófilo (com afinidade por corantes ácidos). Dilatações 

dos osteoclastos, através da sua ação enzimática, escavam a matriz óssea, formando 

depressões conhecidas como lacunas de Howship. Os osteoclastos se encontram 

frequentemente nestas cavidades (lacunas de Howship) produzidas pela sua própria ação, 

todas elas polarizadas, com os núcleos na parte distai que não estão em contato com a 

trabécula óssea e os prolongamentos celulares em forma de folha, na zona de contato com 

a superfície óssea, aumentando a área de contato 

Figura 2.6- Osteoclastos em atividade de reabsorção em lacunas de Howship 

Matriz óssea: a matriz óssea é constituída de uma substância fundamental, altamente 

mineralizada, na qual estão engastadas numerosas fibras colágenas, geralmente ordenadas 

em arranjos paralelos. No osso maduro, a matriz é moderadamente hidratada, com 10-20% 
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de sua massa sendo água; em seu peso seco, 60-70% são compostos de material 

inorgânico, sais minerais (hidroxiapatita e fosfato de cálcio amorfo), 30-40%) de colágeno e 

o restante (aproximadamente 5%) são proteínas e carboidratos, principalmente conjugados 

com glicoproteínas (osteonectina, osteocalcina, etc). As proporções dos diversos 

componentes variam com a idade, localização e condição metabólica. Os sais presentes no 

tecido ósseo são responsáveis pela dureza e rigidez do osso. Os íons principais que 

compõem a parte mineral do osso são: cálcio, fosfato, hidroxila e carbonato; os íons menos 

numerosos são relativos ao citrato, responsável pela captura de íons cálcio, formando um 

complexo que serve de base à formação da HAp do osso, magnésio, sódio, potássio, 

fluoreto, cloreto, ferro, zinco, cobre, alumínio, chumbo, estrôncio, silício e boro, muitos 

destes estando presentes apenas em quantidades muito pequenas 

Nos estágios iniciais da formação do osso, antes da mineralização, a matriz é 

denominada de osteóide. Nos ossos adultos, a quantidade de osteóide é muito pequena, 

refletindo a remodelação local do osso na qual a mineralização se processa e rapidamente 

segue a deposição da matriz orgânica. Em certos estágios doentios, onde a mineralização é 

prejudicada, notavelmente no raquitismo, a quantidade de osteóides é muito superior a uma 

condição saudável 

A maioria dos ossos está envolta por uma dura camada de tecido conjuntivo, o 

periósteo, formado por duas camadas: uma interna, caracterizada como osteogênica 

(fornecedora de células para a formação de tecido ósseo) e a externa, fibrosa, composta de 

fibras colágenas e vasos sanguíneos. Já o endósteo é uma variedade de tecido conjunfivo 

presente na porção interna do osso que envolve ou reveste a cavidade medular, também 

possuindo potencial osteogênico 

2.1.2 Reparação tecidual 

O tecido ósseo se encontra entre os mais especializados tecidos do corpo 

humano, pela presença de características únicas, aliando resistência estrutural à capacidade 

de regeneração. Por ser uma estrutura inervada e irrigada, os ossos apresentam altas 

sensibilidade e capacidade de regeneração. O osso revela uma capacidade de reparação de 

fraturas sem que seja observada qualquer cicatriz. O mecanismo deste padrão de reparação 

é considerado uma recapitulação da osteogênese que ocorre no embrião e durante o 

período de crescimento'^"^. 
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O reparo ósseo é um processo regenerativo altamente complexo e 

essencialmente uma repetição de eventos de desenvolvimento. Este processo tem muito em 

comum com o reparo dos tecidos moles. Ambos mostram fases similares no processo de 

reposição celular: fases de inflamação, proliferação e remodelagem. As células que 

participam deste processo incluem os leucócitos polimorfonucleares, macrófagos, 

fibroblastos, células endoteliais e da matriz óssea. Também existe a participação de 

diferentes tipos de proteínas e uma expressão genética ativa que restaura a integridade 

natural dos ossos Quando o osso é lesionado, os vasos sangüíneos produzem uma 

hemorragia local que acarreta na formação de coágulo. Durante a reparação, as células e a 

matriz óssea, agredidas e o coágulo formado são removidos por fagocitose. 

Concomitantemente, o periósteo e o endósteo se encarregam da proliferação de 

fibroblastos e células osteoprogenitoras, formando um novo tecido celular Após uma 

semana, o tecido formado ao redor da lesão ou de um implante, é transformado em tecido 

ósseo imaturo pela mudança das células de tecido conjuntivo em osteoblastos que iniciam 

a produção de matriz óssea 

A ação dos osteoclastos no reparo ósseo tem várias explicações e etapas 

simultâneas. Uma delas refere-se à ocorrência de variação na zona de pressão, onde os 

níveis de oxigênio e gás carbônico estão diferentes do usual, devido a compressão dos 

vasos sangüíneos. Isto faz com que osteoclastos venham de outras áreas adjacentes ou 

estimulem os inativos. Outra possibilidade seria a formação de novos osteclastos e também 

a transformação de monócitos em osteoclastos 

As células encontradas nas fases iniciais dos processos de reparação contêm 

uma variedade de mediadores químicos e agentes quimiotácteis, que são armazenados no 

interior das células e liberados durante este processo. A liberação destes agentes provoca 

alterações nas membranas celulares e o envolvimento no transporte de íons para o interior 

da célula A liberação de agentes químicos estimula a presença de fibroblastos e células 

endoteliais no sítio lesado. As células endoteliais são essenciais para a formação de novos 

capilares, que transportam os metabólitos para o tecido em reparação 

Modelamento e remodelamento ósseos são eventos atuantes na etapa de 

reparação do osso. Esses eventos podem ser incitados por microlesões, estímulos 

mecânicos, estímulos combinados ou por mecanismos desconhecidos . Denomina-se 

"modelamento" o processo de construção do osso, havendo deposição óssea sem 

reabsorção prévia, o que provoca mudanças em sua forma e tamanho, e "remodelamento" 

o processo de reconstrução, no qual a reabsorção óssea é seguida por formação frente à 
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sobrecarga mecânica^^. Assim, quando a reabsorção óssea ocorre a nível do periósteo ou 

endósteo, o processo é denominado modelamento, porém se a atividade dos osteoclastos 

resulta na formação de cavidades de reabsorção no osso, sendo preenchidas por osso novo 

pelos osteoblastos, o processo é chamado remodelamento "̂^ 

A reparação óssea para implantes odontológicos, por exemplo, depende de 

vários fatores, como profundidade e ângulo da lesão, vascularização e imobilização dos 

implantes ' . 

Uma alternativa para melhorar a reparação óssea e tecidual nas diversas 

especialidades odontológicas ou médicas é a utilização de fatores de crescimento, como 

BMPs (proteínas morfogenéticas ósseas), PR? (plasma rico em plaquetas), que 

individualmente ou em associações influenciam positivamente na reparação"*^ . Os fatores 

de crescimento formam um grupo de mediadores biológicos que regulam os eventos 

celulares importantes no reparo dos tecidos e proliferação de células incluindo, 

diferenciação, quimiotaxia e formação de matriz. As proteínas TGF-pi e TGF-P2 

destacam-se entre os fatores de crescimento e transformação (TGF) envolvidos com a 

reparação do tecido conjuntivo, em geral, e regeneração óssea, tendo como função mais 

importante, a quimiotaxia e a mitogênese dos precursores de osteoblastos e sua habilidade 

para estimular deposição da matriz de colágeno na reparação da ferida e do osso'*''. 

O osso tem uma arquitetura estrutural própria para suportar forças 

compressivas. Os vasos intra-ósseos estão protegidos pela estrutura rígida do osso. Uma 

pressão contínua, quando aplicada sobre um tecido vivo pode induzir a formação de 

necrose. Necrose por compressão é observada freqüentemente na prática médica, sobretudo 

em tecidos moles. Estudos demonstraram que o osso suporta sem necrose as forças de 

compressão obtidas pelo novo osso que está sendo formado. Esta força de compressão 

obtida por uma formação óssea compressiva sofre uma queda gradual no decorrer de vários 

meses. Este fenômeno não se dá por necrose e reabsorção óssea, mas sim por alteração 

viscoelástica do próprio material ósseo e pela gradual remodelação 

A tensão sobre o tecido de reparação parece ser um importante fator para a 

proliferação e evolução do tecido a ser reparado. Considerando a reação do tecido ósseo ao 

movimento, pode-se afirmar que o movimento relativo causa uma tensão, gerando uma 

deformação até os níveis de tolerância suportados pelo tecido de reparação. Quando o 

movimento aumenta e a tensão supera os limites do tecido, uma condição de instabilidade 

pode ser gerada ''^. Se a tensão existente for baixa, existe insuficiente indução mecânica 
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para a diferenciação tecidual, esta situação, muitas vezes pode acarretar em reabsorção do 

material enxertado 

Normalmente, os limites de tolerância de tensão são diferentes para cada 

variedade de tecido de reparação, sendo o tecido de granulação que melhor tolera a tensão, 

seguido, em ordem decrescente pelo tecido fibroso denso, tecido cartilaginoso, osso 

esponjoso e o osso lamelar 

2.1.3 Fenômenos atuantes na regeneração óssea 

Os fenômenos elétricos acompanham os processos biológicos em todos os 

tecidos, incluindo o osso O osso apresenta-se como um material biológico rico em 

colágeno, que é responsável pela propriedade da piezoeletricidade dos ossos e tendões 

A piezoeletricidade é um fenômeno observado em cristais anisotrópicos nos quais 

deformações mecânicas provocam polarizações elétricas, seguindo determinadas 

direções Estudos desta natureza tiveram início em 1892 com Jacques Arsène 

d'Arsonval, contribuindo para o desenvolvimento da tecnologia elétrica para 

caracterização dos tecidos biológicos e estímulo da osteogênese A 

piezoeletricidade é responsável pela adaptação desses tecidos às solicitações mecânicas 

que o meio externo impõe, por isso o biomaterial deve ser apto a induzir a formação de 

cargas elétricas superficiais compatíveis com o osso, quando em contato com os fluidos 

fisiológicos 

Já é postulado, desde muito tempo, que o predomínio de cargas negativas 

estimula o crescimento ósseo. Um dos pioneiros deste estudo foi Wolff em 1870, desde 

então, cargas elétricas e reparo ósseo têm sido associados 

A literatura relata que a propriedade piezoelétrica do osso determina que as 

áreas eletronegativas atraiam os osteoblastos e áreas eletropositivas ou neutras, os 

osteoclastos 

Diferentes estudos têm relatado que o estímulo elétrico altera a incorporação de 

íons Ca nas células, O transporte de cálcio acoplado a atividade da ATPase é essencial 

para o crescimento e reparo ósseo. O mecanismo pelo qual as cargas elétricas promovem 

osteogênese ainda é assunto de especulação científica. Há relatos de que a presença destas 

cargas eleva o potencial da membrana celular, afetando a função das proteínas e lipídeos 
CO 

na membrana, mostrando efeitos positivos na promoção e estímulo da osteogênese . 
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As fontes de energia elétrica residem intrinsecamente no interior do osso, 

resultantes do esforço aplicado sobre o tecido ósseo, desse modo os componentes 

extracelulares do osso, principalmente o colágeno, agem como transdutores para converter 

energia mecânica, em elétrica O osso mecanicamente comprimido gera um potencial 

elétrico. As áreas de compressão tomam-se eletronegativas e as de tração, 

eletropositivas 

Em um osso longo, por exemplo, quando se coloca um eletrodo de registro na 

epífise e outro na metáfise, o da metáfise é negativo, em relação ao da epífise. Quando um 

eletrodo metafisário é progressivamente afastado da epífise, a negatividade vai 

decrescendo, tendendo a eletropositividade no meio da diáfise 

Na área negativa observa-se um fluxo sangüíneo lento, uma pressão de O2 

baixa, pH alto e osteogênese Quando uma determinada área do osso é fraturada, ela 

se torna negativa e a eletronegatividade de metáfise torna-se mais acentuada. À medida que 

a fratura cicatriza, as diferenças de potencial voltam ao normal 

Sabendo-se que a deformação ocorrida no osso é da ordem de poucos 

angstroms, a literatura menciona que a possibilidade do melhor mecanismo de interação 

esteja associada à geração de fluxo de fluido, o qual permite aumento de nutrientes e de 

transporte metabólico dentro dos canalículos dos ossos 

Os ossos e tecidos conjuntivos quando deformados geram potenciais elétricos 

locais, denominados "potenciais gerados por deformação" (SGPs). Esta deformação 

mecânica gera gradientes de pressão dentro dos canalículos do tecido ósseo, que são 

captados pela membrana celular do osteócito e conseqüente deslocamento do fluxo de 

fluido intersticial existente Este fenômeno contribui para o aumento do transporte de 

nutrientes e metabólitos. Desta forma, sugere-se que o osteócito seja a célula responsável 

pela transdução do estímulo mecânico em biológico 

Estudos relatam que a movimentação deste fluido seja importante para que o 

osso perceba e responda aos estímulos mecânicos O fluxo cria força de cisalhamento 

sobre a membrana celular de osteócitos, que agem como sensores de tensão óssea local. O 

aumento da deformação óssea provoca aumento do fluxo de fluido intersticial 
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Fhixc do fluido 
prowcmdo cisalhaiaiento 

em osteócitos 

Figura 2.7 - Representação esquemática do processo de remodelamento. (A): 1-periósteo, 

2-osteoblastos, 3-osteócito, 4-lacunas ósseas; (B): deformação do osso quando submetido 

à ação de uma força, promovendo deslocamento do fluido intersticial; (C): fluxo do fluido 

intersticial que promove cisalhamento entre osteócitos, fator estimulante para o 

remodelamento ósseo ̂ '̂ . 

Nas últimas décadas, estudos experimentais de cultura celular têm tentado 

definir qual molécula ou sistema é responsável pela tradução da linguagem do estímulo 

físico em linguagem biológica É importante salientar que, embora estes estudos 

esclareçam fenômenos isolados não podem ser extrapolados para o que acontece com o 

tecido no organismo como um todo. 

C o n t u d o , observa-se que todos estes mecanismos e fenômenos que atuam no 

processo de reparação devem ser considerados para uma avaliação mais precisa da 

interação implante/tecido. O comportamento de n o v o s sistemas de implantes com 

diferentes características estruturais e de superfície só pode ser avaliado seguramente, 

quando a resposta celular e todos os fenômenos concomitantes são compreendidos. 

2.2 CERÂMICAS DE FOSFATOS DE CÁLCIO COMO BIOMATERIAIS 

Tem-se conhecimento do uso de cerâmicas para implantes desde 1894 com a 

utilização do gesso como substituto para ossos. Contudo, o gesso apresenta baixa 

resistência e é rapidamente absorvido pelo organismo, o que gerava a fragmentação e a 

degradação desse material em pouco tempo .̂ As cerâmicas começaram a ser exploradas 

para o uso clínico por volta de 1970, consideradas como implantes de 3^ geração, depois de 

detectar falhas graves com o uso dos materiais disponíveis no mercado como: aço 

15 
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inoxidável, ligas de cobalto e polimetilmetacrilato (PMMA) '. Um dos materiais mais 

promissores empregados como "ossos artificiais", conhecidos como materiais cerâmicos de 

"fi-onteiras inteligentes" são as cerâmicas bioativas como a hidroxiapatita e o biovidro, 

capazes de desenvolver ligações na interface osso/implante .̂ 

Dentre muitos dos materiais sintéticos atuantes nesta área, destacam-se as 

cerâmicas à base de fosfatos de cálcio, como hidroxiapatita (HAp), ß-fosfato tricálcico 

(TCP) e a composição bifásica dos dois. Os fosfatos de cálcio são totalmente aceitos pelo 

meio fisiológico, são osteocondutores, têm provado excelência na substituição óssea, 

permitindo taxas de reabsorção/substituição muito favoráveis 

Cristalográficamente, a HAp é mais similar ao osso natural do que o ß-TCP, 

porém, a razão de reabsorção da HAp é extremamente baixa comparada com a do ß-TCP. 

A velocidade de dissolução do ß-TCP é de 3 a 12 vezes maior do que para HAp 

estequiométrica^ . Um implante ósseo constituído de HAp permanecerá mesmo depois de 3 

ou 4 anos de implantação, o TCP, por outro lado, sendo reabsorvível, desaparecerá 

parcialmente, em períodos de 6 a 15 semanas, dependendo da estequiometria e 

porosidade Foi avaliada, em estudos comparativos, a reabsorção dos implantes in vivo 

em função da composição, sendo observado um comportamento de reabsorção da seguinte 

forma: HAp « < ß-TCP < a-TCP, embora esta tendência também seja influenciada pela 

densidade, distribuição de tamanho de poros, área de superfície específica e pH do 

meio 

Estudos de sinterização têm demonstrado que a HAp é capaz de atingir altas 

densidades, mantendo sua estequiometria a temperaturas de sinterização próximas de 

1100°C, mais baixas que a necessária para se obter TCP denso. Esta fase apresenta uma 

temperatura de início de retração mais alta A presença do TCP na cerâmica de HAp 

provoca mudanças de comportamento, sobretudo na degradação in vitro e in vivo ^ ^ ' ^ V 

A biodegradação dos fosfatos de cálcio pode representar a combinação dos 

seguintes processos ^ :̂ 

\-físico: abrasão, fratura, desintegração. 

2- químico: dissolução, aumento local de Ca e P na superfície. 

3- biológico: redução do pH causado pela afividade celular e fagocítica, 

resultando no aumento da taxa de biodegradação devido a dissolução. 
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Os fatores físicos incluem: forma (bloco ou particulado), porosidade, área 

superficial, cristalinidade e tamanho de grão. Os fatores químicos dependem da 

composição e subsfituição iônica no material. Os biológicos incluem queda de pH devido à 

fatores envolvendo participação celular, infecção osteolílitica ou doenças, grau de contato 

ósseo, tipo de osso, espécie animal, sexo, idade, nível hormonal e predisposição 

genética 

Estudos sugerem que o mecanismo de degradação de cerâmicas densas de 

fosfatos de cálcio que exibem alta cristalinidade, é principalmente uma dissolução via 

líquidos extracelulares, diferente dos cimentos (nonnalmente baixa cristalinidade e 

porosidade considerável), que envolvem a participação celular, devido à presença de 

partículas do cimento que se desprendem do material ^"'^^. 

A literatura tem demonstrado que a regeneração óssea pode ser diferente 

em cada porção (cortical, trabecular ou medular) do osso, pois são diferentes em circulação 

sangüínea e quantidade de líquidos. A regeneração óssea é maior em sítios corticais, 

seguida por sítios trabeculares e por último os medulares. Já a biodegradação do material 

apresenta o comportamento inverso (medular > trabecular > cortical). Consta na literatura 

que estudos in vivo de regeneração e biodegradação, envolvendo HAp e ß-TCP foram mais 

intensos nas cerâmicas de ß-TCP que nas de HAp. Foi demonstrado também que a 

interface osso/implante apresenta boa qualidade óssea, sendo classificada como trabecular 

para as duas cerâmicas, porém a interface de contato era melhor em cerâmicas de ß-TCP 

do que de HAp, especialmente em sítios corticais ^''. Nos últimos anos, uma série de 

pesquisadores têm proposto o uso destas cerâmicas (HAp e ß-TCP) para implantes 

ósseos e recobrimento de próteses, porém os parâmetros que afetam processos 

concoiTcntes de biodegradação/formação óssea ainda merecem investigações à parte, com 

objetivo de estabelecer uma relação estrutura/função sob a atuação dos mecanismos 

biológicos 

2.3 CERÂMICAS BIFÁSICAS DE HAp/TCP 

As cerâmicas bifásicas passaram a ocupar um destaque especial quando foi 

demonstrada que a combinação de suas propriedades possibilita o crescimento do osso e 

facilita a integração do implante No entanto, a integração entre osso e implante não é 
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meramente uma simples conexão, mas sim uma série de processos bioquímicos e 

fisiológicos 

Propriedades combinadas de HAp e TCP, num único material, resultam em 

uma cerâmica reabsorvível e ao mesmo tempo de superfície ativa, capaz de desenvolver 

uma fixação bioativa entre tecido / implante. Quando porosas, estas cerâmicas podem 

proporcionar uma fixação biológica, característica de materiais com grande quantidade de 

poros interconectados, permitindo uma incorporação bem sucedida do material no leito 

ósseo ' \ 

Além da osteogênese há também o comportamento osteocondutivo da cerâmica 

bifásica O potencial osteogênico intrínseco das cerâmicas bifásicas é ainda questionado 

e por isso alguns autores consideram as cerâmicas bifásicas inadequadas para 

preenchimentos ósseos de grandes proporções, principalmente aqueles que mantêm pouco 

contato com o osso Ao contrário, Manjubala et.al.^' afirma que cerâmicas bifásicas 

possuem características de osteocondução, podendo ser desenvolvido um potencial 

osteoindutor em meios biológicos apropriados, e que a formação óssea pode ser analisada 

em termos de osteoindutividade. A formação de células ósseas e osso trabecular em 

coelhos, durante 4 semanas, por exemplo, é um indicativo do aumento da 

osteoindutividade do material. Pode ser deduzido que os novos fibroblastos e osteoblastos 

que se proliferam e se diferenciam para células ósseas são um reflexo da osteoindutividade 

que se dá sem a formação de condrócitos. Assim, há uma ossificação induzida, sendo o 

novo tecido ósseo induzido pelo material bifásico (HAp/p-TCP) e não por uma 

calcificação patológica. Este comportamento foi provado em experimentos com cães, 

considerado como uma propriedade intrínseca do material quando são implantados em 

sítios com lesões ósseas. Além disso, nesse estudo foi observado um aumento na 

concentração inicial da enzima fosfatase alcalina (ALP) que pode ser usada como um 

marcador de diferenciação celular em osteoblastos, estando associada à proliferação de 

células osteogênicas, maturação e afividade de osteoblastos 

Nas cerâmicas bifásicas HAp/TCP, a principal expectativa refere-se à 

velocidade de reabsorção do implante, que deve ser compatível com a velocidade de 

formação óssea, para que a redução da resistência do implante seja compensada pelo 

aumento da resistência do osso formado. Estes dois fenômenos antagônicos abrangem uma 

questão difícil de ser controlada, principalmente em cerâmicas exclusivamente à base de 

TCP, podendo, na maioria das vezes, comprometer o desempenho do implante. Com este 
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intuito, cerâmicas com diferentes razões de HAp e TCP têm sido alvo de estudo na 

tentativa de um melhor controle da reabsortividade do material.^"' 

Estudos de processamento envolvendo cerâmicas bifásicas de microestrutura 

densa (-95%) já tem demonstrado bons resultados quanto a sua obtenção. A presença da 

fase TCP toma a sinterização mais difícil, sendo necessária a utilização de temperaturas 

mais elevadas para promover a mesma densificação que na cerâmica de HAp. Essas 

cerâmicas são capazes de fomecer uma microporosidade in situ, após contato com soluções 

específicas devido à propriedade de degradação As cerâmicas bifásicas apresentam 

comportamento intermediário de degradação e à medida que a reabsorção ocorre, a 

substituição pelo tecido ósseo é adaptada para o seu crescimento. Este fenômeno 

representa o elemento diferencial do desempenho biológico das bifásicas 

Em estudos comparativos de reatividade in vitro entre cerâmicas bifásicas e 

cada um de seus componentes, em SBF (Solufion Body Fluid), mostram uma reatividade 

claramente maior das bifásicas '̂̂^ As cerâmicas de TCP apresentam condições 

cinéticamente mais favoráveis à nucleação, no entanto, após período de 3 semanas, a 

camada fosfática nas cerâmicas de TCP não se apresenta uniforme, com disposição 

desordenada de glóbulos e mais hidratada que as cerâmicas HAp/TCP A camada 

precipitada sobre as cerâmicas de TCP não é de natureza bioativa, sugerindo a presença de 

espécies diferentes de fosfatos de cálcio, ou seja, não há indícios de espécies de carbonato 

da provável HCA (hidroxicarbonatoapatita) que é característica de materiais com 

superfície ativa . A literatura também mostra que a reatividade das bifásicas é 

influenciada pela razão de TCP/HAp. Desta forma, quanto maior a razão TCP/HAp, maior 

a quanfidade de micro-cristais de HCA 

A propriedade de dissolução do TCP interfere no processo de ossificação na 

região de contato com o implante. Portanto, a dissolução parcial do TCP em cerâmicas 

bifásicas produz um aumento na concentração local de Ca e P e conseqüentemente uma 

precipitação de cristais de apatita que promovem uma mineralização mais rápida do 

colágeno. Concentrações muito altas de cálcio podem inibir a atividade dos osteoclastos . 

Cerâmicas bifásicas constituídas de HAp/ ß-TCP ou HAp/a-TCP têm sido 

avaliadas na presença do tecido ósseo e em tecidos moles. Os resultados apresentados por 

Li Yubao et al. demonstram que as cerâmicas bifásicas são biologicamente mais afivas 

que HAp pura, além disso o comportamento biológico da cerâmica bifásica pode facilitar a 

nova formação óssea. Este fenômeno pode estar relacionado a sua propriedade de 

dissolução mais rápida e também a hidrólise da fase TCP, acompanhada pela mudança de 
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fase estrutural e da morfologia durante a hidrólise. A presença de vacâncias de Ca "̂^ e OH", 

na estrutura da apatita-TCP permite que moléculas de H 2 O ocupem estes sítios, a 

incorporação de H 2 O , neste caso, pode aumentar a estabilidade da estrutura cristalina 

apatita-TCP. A apatita presente nos ossos é pouco cristalina, não estequiométrica e contem 

água incorporada na rede, assim a apatita contendo a fase TCP pode ser mais análoga a 

hidroxiapatita mineral encontrada em humanos ^'. 

Alguns trabalhos tem incorporado também a macroporosidade em estruturas 

cerâmicas de HAp e TCP, visando melhores resultados na osseointegração. Estas 

cerâmicas também podem incorporar biomoléculas ou fármacos que são liberados à 

medida que o material é reabsorvido Hidroxiapatita porosa já é utilizada como substrato 

para incorporação e liberação de fármacos, como é o caso do cis-diamino-dicloro-platina 

(CDDP), empregada no tratamento de câncer .̂ A distribuição de poros na microestrutura, 

neste caso, é o principal requisito para a eficiência de sistemas de liberação de fármacos 

As cerâmicas bifásicas podem ser testadas para a mesma finalidade. 

A forma macroporosa das cerâmicas bifásicas pode incitar a formação óssea 

pela osteocondução e promover uma taxa de degradação compatível com a cinética de 

crescimento ósseo que permite a vascularização e o seu remodelamento O número de 

trabalhos na área de fosfatos de cálcio macroporosos é grande, demonstrando a sua 

importância como material de regeneração óssea Além de serem materiais 

ótimos para regeneração de tecido ósseo in situ, as cerâmicas de fosfatos de cálcio porosas 

oferecem outros potenciais de aplicação na área de engenharia de tecidos, como por 

exemplo, substratos (scaffolds) 

2.4 IMPLANTES POROSOS 

A necessidade de novos materiais para o tratamento de doenças apresenta 

várias oportunidades de pesquisa. O campo de biomateriais e engenharia de tecido vem 

experimentando uma série de desafios à medida que são desvendados os mecanismos 

biológicos de muitas doenças. Estes avanços têm motivado a exploração de materiais mais 

elaborados para o desenvolvimento de novos implantes e órgãos híbridos. 

Fosfatos de cálcio macroporosos, em particular hidroxiapatita e ß-fosfato 

tricálcico têm atingido aplicação considerável como materiais para substituição óssea. Suas 

aplicações incluem, por exemplo, próteses para reposição ou para suporte em partes do 
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E.stes substratos, quando modificados pela adição de células ou biomoléculas. 

são capazes de estimular a regeneração em um período de tempo menor, podendo 

funcionar como materiais híbridos de alto valor terapêutico melhorando ainda mais a 

formação de tecido in vivo 
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fémur, joelho, dentes, tendões, ligamentos, materiais para reparos decorrentes de 

problemas de periodontia, reconstrução maxilofacial, neurocirurgia do crânio, aumento e 

estabilização do maxilar, ou para o preenchimento de cavidades ósseas após cirurgia de 

tumores ^'"^l 

Nos últimos anos, a utilização destas cerâmicas como "scaffolds" emergiu 

como uma ferramenta revolucionária na engenharia de tecido devido sua capacidade de 

simular a matriz extracelular e promover o crescimento de células. Atualmente, o uso 

destes suportes representa um passo primordial para Engenharia de tecido conceituada na 

cultura prévia de células para o desenvolvimento de tecido maduro e órgãos 

híbridos 

Estes substratos ou suportes, conhecidos como "scaffolds" (Fig.2.8), podem 

fomecer dois mecanismos para melhorar a regeneração: 1 - fomecem um suporte 

permissivo para migração e adesão celular e crescimento fora do hospedeiro; 2 - servem 

como veículos para liberação controlada de fármacos capazes de promover o crescimento e 

a sobrevivência durante a regeneração e, veículos para terapia genética (ferramenta 

poderosa na engenharia de tecido, que pode ser usada para regular a expressão de proteínas 

intracelulares, sendo vital para a regeneração do tecido) 
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Dentre os inúmeros fatores que devem ser satisfeitos para que os materiais 

sejam aplicados como matrizes para regeneração do tecido ósseo têm-se as seguintes 

características 

• Alta porosidade, boa distribuição espacial e uniformidade da estrutura para promover 

ancoramento homogêneo de células e rápida regeneração do tecido. 

• Composições biodegradáveis ou bioativas, isto é, possuem alta reatividade com o 

tecido ósseo. 

• Boas propriedades mecânicas sob condições fisiológicas a fim de aumentar a 

durabilidade do material e maximizar o uso pelas células do doador. Deve-se enfaüzar que 

a maior limitação das biocerãmicas produzidas artificialmente se encontra em sua baixa 

tenacidade e baixa capacidade de suportar as variações de carga multiaxiais e cíclicas 

impostas pelo meio ílsiológico. 

• Mecanismos de indução celular, que no caso, dos implantes ósseos é governado por 

fatores de biomecânica (forças físicas) e microambiente/matriz extracelular. Materiais 

como colágenos, hidroxiapatita, fosfatos de cálcio, vidros bioativos podem auxiliar a 

adesão de células. 

A invasão de tecido ósseo em implantes porosos é afetada pela geometria e 

osteocondutividade do substrato. Sabe-se da literatura que um implante poroso deve ter 

tamanlio de poro suficientemente grande para o desenvolvimento de osso mineralizado 

Este valor tem sido variado, mas em geral acredita-se que tamanhos de poros de 100-400 

|.im sejam ótimos, com poros interconectando o substrato, permitindo que seja aberta para 

acesso por circulação sangtiínea e formação de tecido vascularizado. Quanto maiores os 

canais que conectam os poros melhor é o acesso pelos fluidos corpóreos, favorecendo 

atividade de osteoblastos, nova formação óssea e posterior reabsorção cerâmica'"^' 

Em geral, o tamanho dos canais é o fator limitante para osteocondução ser 

efefiva e atingir o centro do implante. Muitos materiais porosos disponíveis 

comercialmente e estudados apresentam porosidade elevada, no entanto, sem comunicação 

dos poros, o que inviabiliza o crescimento de tecido no interior do implante Também, 

materiais com canais pequenos não permitem a migração de células e vascularização que é 

essencial para a formação do tecido novo. Em geral, o núcleo de células dos mamíferos é 

maior que 10 ^im, portanto, poros menores que 10 îm dificilmente serão permissivos a 

osteocondução 
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Existe uma preocupação quanto ao tamanho exagerado dos poros, que pode 

dificultar a atividade celular, como conseqüência da coagulação das hemáceas no núcleo 

do poro, devido ao acúmulo destas células. O tamanho das hemáceas é estimado em 3 [im 

e acredita-se que uma quantidade de 10 hemáceas já seja suficiente para incitar uma 

resposta compatível para regeneração óssea, no entanto encontra-se na literatura que o 

diâmetro de poro ótimo é no mínimo de 100 ¡xm 

É importante salientar que o conceito de material poroso, sob o ponto de vista 

da biocompafibilidade, está ñmdamentado em dimensões de poros completamente 

diferentes do que é usual para a Química. Segundo o Sub-comitê para a caracterização de 

sólidos porosos da lUPAC " ' , materiais macroporos apresentam poros com dimensões 

maiores que 50 nm. Contudo, para que um biomaterial seja considerado macroporoso é 

necessário que ele apresente poros da ordem do diâmetro Harvesiano (50 a 250 \xm) ' 

Tem-se sugerido que a porosidade em materiais osteocondutores possui uma 

função ainda mais específica que somente o de dar suporte a invasão por tecido Tem 

sido proposto que materiais osteocondutivos podem ser transformados em osteoindutivos 

através de uma otimização da geometria, composição química e estrutura porosa quando 

são utilizados adifivos especiais '̂'̂  . 

Na presença de poros em superfícies planas verifica-se a deposição de tecido 

ósseo nas concavidades Ainda não se entende quais as condições específicas que 

promovem a indução óssea. Nesses casos, é sugerido que a combinação do potencial 

osteocondutor do material com a diminuição do fluxo sangüíneo na região do poro 

esfimule a diferenciação de células mesenquimais para osteoblastos 

2.5 PROCESSAMENTO COLOIDAL 

Materiais cerâmicos podem ser conformados por diferentes rotas de 

processamento, uma delas consiste no processamento coloidal. O termo coloide descreve 

partículas dimensionalmente pequenas, da ordem de 10"" a 1 |.un; por isso sistemas 

coloidais são caracterizados por apresentarem uma grande área de contato entre suas 

partículas e o meio dispersante e pela forte atuação de forças superficiais Os avanços 

tecnológicos da ciência coloidal têm colaborado para melhoria de técnicas de 

processamento cerâmico como: moldagem por injeção, extrusão, slipcasting, tapecasting, 

gelcasting, coagulação direta, entre outras 
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O processamento coloidal é uma técnica vantajosa, já que permite a 

manipulação e controle das forças interpartículas, minimizando a ocorrência de 

heterogeneidades microestruturais, além do acompanhamento durante todo processo de 

fabricação, sendo introduzido como um novo mecanismo para obtenção de materiais 

cerâmicos com geometrias complexas e de boa qualidade 

Em processo de consolidação a seco, a aglomeração espontânea do pó gerada 

por forças de van der Waals, induze a obtenção de uma microestrutura não homogênea, 

resultando em propriedades mecânicas deficientes O processamento coloidal é capaz 

de evitar estas aglomerações espontâneas, devido a atuação das forças de repulsão 

(eletrostáticas, estéricas ou eletroestéricas), tornando-se uma das metodologias mais 

relevantes para obtenção de biocerãmicas. Atualmente, as técnicas por slipcasting e 

gelcasting são as mais exploradas para produção de materiais cerâmicos voltados para área 

médica " ^ - " ^ 

A maioria das técnicas existentes para conformação cerâmica, caracterizadas 

como "near net shape" são empregadas na presença de aditivos orgânicos que fomecem 

uma conformabilidade adequada para pastas ou suspensões. Estes aditivos conhecidos 

como ligantes, são adicionados para facilitar o manuseio dos corpos 

A combinação de diferentes componentes adicionados ao pó cerâmico pode 

afetar diretamente o comportamento da dispersão e o empacotamento das partículas na 

suspensão. Quando a combinação destes aditivos não permite atingir uma condição de 

homogeneidade, pode ocorrer uma variação de densidade no corpo à verde, gerando 

gradientes de tensões na peça durante a sinterização, facilitando a deformação e a 

propagação de defeitos ''''' 

O aparecimento de defeitos pode estar relacionado ao estado de aglomeração 

do sistema. A qualidade de empacotamento das partículas depende da capacidade de 

permanecerem separadas umas das outras na suspensão coloidal. No entanto, existe uma 

grande tendência de partículas coloidais se unirem, resultando em um sistema coagulado. 

Este fenômeno só ocorre no momento em que a distância entre elas se torna muito 

pequena, da ordem de raios moleculares 

A estabilidade coloidal depende da energia potencial total das partículas 

(1^total), podendo ser expressa como 

f^ to tañ F v d W + V e]. + F éster. + ^estrut. 
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Sendo: V v d w , a energia potencial de atração devido o longo alcance das 

interações de van der Waals entre as partículas; F e í . , a energia potencial de repulsão como 

resultado das interações eletrostáticas das superficies das partículas carregadas; V ester, 

energia potencial de repulsão, causada pelas interações estéricas entre as superficies das 

partículas recobertas por espécies poliméricas adsorvidas e V estrut. , a energia potencial 

resultante da presença de espécies não adsorvidas na solução, podendo aumentar ou 

diminuir a estabilidade da suspensão' ' \ 

O sistema mais comum de estabilidade é causado pela geração de cargas de 

intensidade suficiente sobre a superficie de partículas suspensas em meio aquoso. A 

estabilidade, neste caso, deve-se ao efeito repulsivo eletrostático, que depende da 

distância, cuja força de repulsão está relacionada ao potencial de superfície induzido na 

interação de partículas coloidais e às propriedades dielétricas decorrente do meio 

A teoria DLVO (Derjafuin, Landau, Verwey e Overbeek), que trata da 

estabilidade de partículas coloidais suspensas em líquidos polares, tem sido submetida a 

testes exaustivos há décadas, e mostra-se muito adequada, se não houverem outros fatores 

importantes de interação entre partículas, além da atração de van der Waals e a repulsão 

Coulombiana. A teoria DLVO e o modelo da dupla camada elétrica foram desenvolvidos 

inicialmente para partículas de dimensões coloidais. Como a dupla camada elétrica aparece 

em superfícies de quaisquer dimensões (cristalinas e vítreas) quando imersas em 

eletrólitos, essas teorias são também aplicáveis a partículas de quaisquer tamanhos '^'. 

A observação de vários tipos de desvio de comportamento previstos pela teoria 

DLVO levou ao reconhecimento de outros fatores importantes de estabilidade coloidal, ou 

seja, repulsão estérica, hidratação da superfície, depleção e interações hidrodinámicas, que 

introduzem um fator de retardamento para a aproximação de partículas 

A depleção (Figura 2.9) consiste em um mecanismo de estabilidade, ou 

instabilidade, de partículas coloidais, causada por: polieletrólitos, outras partículas 

coloidais, ou em geral, por materiais orgânicos não adsor\'entes às partículas. A 

desestabilização ocorre quando estas espécies são excluídas da região interparticular, 

resultando em uma pressão osmótica diferente, promovendo a floculação ' '^. 
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Figura 2.9 - Esquema representativo do fenômeno de estabilidade causado por depleção 115 

A concentração de espécies rígidas, próxima à superfície das partículas, 

diminui a superfície descoberta e aumenta o volume da solução, ocupando uma distância 

além das superfícies das partículas. Estas distâncias são conhecidas como espessura da 

camada de depleção e dependem do diâmetro da espécie depletante 

A intensidade das forças de atração e repulsão entre as partículas pode ser 

modificada pela adição de dispersantes orgânicos ou inorgânicos que são adsorvidos na 

interface sólido/líquido, podendo gerar uma repulsão entre as cadeias poliméricas e, 

conseqüentemente, entre as partículas Este fenômeno é o fator que determina, por 

exemplo, a ação dos coloides protetores. Repulsões desta natureza tendem a estabilizar um 

sistema, por efeito esférico. Quando os polímeros são polieletrólitos, a repulsão se toma 

extremamente efefiva, e neste caso é chamada eletroestérica 

Na Figura 2.10 está exemplificada a atuação de diferentes mecanismos capazes 

de promover a estabilização para diferentes suspensões 
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eletrostático 

Suspensão estável esténico eletroestérico 

Figura 2.10 - Mecanismos de estabilização para suspensões 

Polímeros ácidos à base de acrilatos, que são dissociados para formar 

polieletrólitos carregados negativamente, promovem a estabilidade via forças eletrostáticas 

para muitos sistemas contendo hidroxiapatita e outras cerâmicas '^^ 

A Tabela 2.1 apresenta os principais dispersantes empregados na obtenção de 

suspensões cerâmicas à base de fosfatos de cálcio. Observa-se que todos os dispersantes 

apresentam caráter aniônico, muito utilizado para estabilização de suspensões de 

hidroxiapatita em diferentes sistemas 

Tabela 2.1-Nome comercial e composição dos dispersantes testados para suspensões à 

base de HAp '^^ 

Dispersante Composição 

Darvan C Polimetacrilato de amónio 
Darvan 7 Polimetacrilato de sódio 

Darvan 811 Poliacrilato de sódio 
Darvan 82IA Poliacrilato de amónio 

APMA Polimetacrilato de amónio 
Dispex A40 Solução aquosa de um copolímero acrílico (sal de amónio) 
DispexG40 Solução aquosa de um copolímero acrílico (sal de sódio) 

Dispex GA40 Solução aquosa de um copolímero acrílico (sal de sódio) 
Dispex N40 Solução aquosa de um copolímero acrílico (sai de sódio) 
Glascol K l l Solução aquosa de um copolímero acrílico 

Calgon Hexametafosfato de sódio 
SPP Pirofosfato tetrasódico 

A característica de adsorção destes polieletrólitos depende da carga superficial 

das partículas cerâmicas, do eletrólito e de seu tamanho na solução Em alguns casos. 
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OS polímeros adsorvidos não atuam como estabilizantes, podendo desestabilizar uma 

dispersão coloidal da seguinte maneira 

• As partículas e o polímero apresentam cargas opostas; neste caso, a adsorção pode 

resultar na neutralização das cargas da partícula, anulando a repulsão coulombiana. 

Nesta situação, uma pequena adição de polímero à dispersão pode provocar a sua 

coagulação, e a adição em excesso, provoca a redispersão. 

• Polímero de grande peso molecular e grau de cobertura das partículas pequeno. 

Neste caso, uma mesma cadeia polimérica pode unir-se a duas ou mais partículas 

simultaneamente, formando flocos e desestabilizando a dispersão. 

2.6 REOLOGIA 

Reologia é a ciência que estuda a deformação e o fluxo dos materiais, tratando 

das respostas das substâncias, provocadas pela ação de forças de deformação ou 

escoamento, de origens mecânicas, térmicas, elétricas ou magnéticas. A reologia é um dos 

fatores mais importantes na descrição do comportamento de fluxo de escoamento durante a 

preparação, moldagem e também na determinação das características estruturais do 

material em estudo 

Fatores reológicos são extremamente importantes na estabilidade de 

suspensões, auxiliando em muitas das questões que normalmente surgem quando não se 

atinge uma condição de estabilidade ou sistemas homogêneos e dispersos de boa 

qualidade. 

Suspensões cerâmicas caracterizadas por um comportamento de fluxo instável 

são típicas de sistemas cerâmicos constituídos de partículas finas com mais de 30% em 

volume de sólidos. Características reológicas de dispersões instáveis estão relacionadas ao 

volume da fração de partículas; alcance e magnitude das forças de interação e pela 

estrutura dos agregados ou flocos ' 

A literatura tem relatado a influência do tamanho e área de superfície 

específica ( A s ) das partículas na reologia da suspensão. Pós cerâmicos de área superficial 

elevada tendem a formar aglomerados indesejáveis; porém, deve ser considerado que ao 

reduzir a superfície específica, a sinterização torna-se mais difícil '^''. Cerâmicas de HAp 

com A s próximas de lOm^/g, por exemplo, são apropriadas para sinterização (1100 -
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1300°C) e tomam possível a preparação de suspensões com 50% (vol.) de teor de sólido, 

na ausência de aglomerados 

Técnicas de caracterização reológica de materiais cerâmicos podem ser 

baseadas em medidas de viscosidade para estudar o comportamento de fluxo dos materiais 

em longos intervalos de taxas e tensões de cisalhamento Estas medidas têm sido usadas 

empiricamente para muitas propostas, prevendo a processabilidade e a qualidade do 

produto final, como densidade a verde e permeabilidade do material ' 

Os tipos de comportamento reológico de suspensões concentradas são 

usualmente classificados entre aqueles que dependem da taxa (ou tensão de cisalhamento) 

e aqueles que dependem do tempo de cisalhamento ou de repouso As propriedades de 

fluxo das suspensões são normalmente representadas por curvas de tensão de cisalhamento 

(i) em ftmção da taxa de cisalhamento (y). Figura 2.11. 

pseudoplás t ico 

N e w t o n i a n o 

di la tante 

Y(s- ' ) 

Figura 2.11 - Tipos de comportamentos apresentados pelos fluidos, independente do 

tempo. 

• Newtoniano: apresenta uma relação linear entre a tensão e a taxa de cisalhamento. É o 

caso de suspensões ideais, diluídas, e de grande parte dos líquidos puros, nos quais a 

viscosidade é uma característica intrínseca que depende apenas da temperatura e, de 

forma menos significativa, da pressão. 
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• Pseudoplasticidade: a viscosidade aparente (x/y) do fluido diminui com o aumento da 

taxa e/ou da tensão de cisalliamento. Comportamento comumente observado em 

dispersões cerâmicas. 

• Dilatãncia: comportamento caracterizado pelo aumento da viscosidade aparente do 

fluido à medida que se eleva a taxa e/ou tensão de cisalhamento, típico de suspensões 

altamente concentradas. 

A viscosidade de muitos sistemas pode estar associada à existência de 

estruturas, como cadeias entrelaçadas, partículas ordenadas por repulsão eletrostática, 

cadeias adsorvidas em partículas ou micelas de dimensões avantajadas. Estas estruturas são 

sensíveis ao cisalhamento, de maneira que podem ser destmídas sob tensão ou 

escoamento Por outro lado, a recomposição destas estruturas é dependente do 

tempo, podendo ocorrer de maneira mais rápida ou lenta 

Um sistema cujas estruturas se recompõem espontaneamente é chamado de 

tixotrópico. Nestes sistemas, a viscosidade é modificada pelo cisalhamento, de uma forma 

dependente do tempo. De fato, há certa ambigüidade no uso desta palavra, mas de maneira 

geral, tixotropia pode ser definida como a redução da viscosidade aparente em função do 

tempo em suspensões submetidas a uma taxa ou tensão de cisalhamento constante, sendo 

uma propriedade essencial no uso de muitas substâncias, como por exemplo, tintas 

O fenômeno análogo com efeito de espessamento sob cisalhamento, 

dependente do tempo, é chamado de reopexia. Normalmente, observado em suspensões 

contendo aglomerados fracos ou partículas assimétricas, nestes sistemas as forças de 

atração entre as partículas se acentuam com o tempo, aumentando a probabilidade de 

formação de aglomerados ' 

A reafividade dos fosfatos de cálcio pode ser fortemente influenciada pelas 

propriedades de superfície, por exemplo, o potencial zeta, definido como sendo o potencial 

no plano de cisalhamento. Esta grandeza é extremamente importante porque está 

diretamente relacionada com a mobilidade das partículas, com a repulsão eletrostática entre 

elas e a estabilidade da suspensão, podendo ser determinada indiretamente por medidas de 

mobilidade eletroforética, a partir da velocidade em um campo elétrico, ou utilizando a 

técnica ESA {Electrokinectics Sonic Amplitude) '^i. 

Em uma dispersão coloidal as partículas apresentam normalmente um potencial 

zeta diferente de zero, tendo um excesso de cargas positivas ou negativas. Em suspensões 

de fosfatos de cálcio, normalmente as partículas estão carregadas negativamente, 

mantendo-se dispersas pela atuação de um dispersante 
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Variações do potencial zeta em cerâmicas de fosfatos de cálcio podem fornecer 

informações importantes sobre as trocas iónicas entre a camada hidratada ao redor das 

partículas cerâmicas e o meio, ou de sua própria superfície durante a etapa de formação da 

ligação bioativa, momento que ocorre a precipitação de uma nova fase, a hidroxiapatita 

carbonatada (HCA). O potencial zeta também é utilizado na análise de adsorção de 

proteínas sobre HAp sintética, sendo uma ferramenta importante na caracterização da 

interação destes materiais com diferentes fármacos, especialmente quando atuam como 

sistemas de liberação controlada 

Além de estudos de sedimentação e viscosidade, os resultados obtidos a partir 

de medidas eletroforéticas de partículas são os mais recomendados para seleção do melhor 

dispersante para um sistema de suspensão Dessa maneira, as melhores condições de 

estabilidade para suspensões de fosfatos de cálcio, também podem ser determinadas por 

medidas eletroforéticas. 

2.7 IMPORTÂNCIA DOS SURFACTANTES NO PREPARO DE SUSPENSÕES 

Os surfactantes ou tensoativos constituem uma ampla classe de compostos 

químicos de importância para diferentes setores industriais, inclusive no preparo de 

suspensões cerâmicas. A ação de surfactantes se baseia em sua natureza antipática 

decorrente de uma porção hidrofílica e outra hidrofóbica que conferem um comportamento 

dualístico em água O balanço entre as partes hidrofílica e hidrofóbica da molécula é 

chamado de HLB, um indicativo do comportamento do surfactante '^^ Genericamente, 

Figura 2.12 as cadeias hidrocarbônicas longas constituem a porção apoiar e na outra 

extremidade pode ser encontrado um grupo iónico (catiônico, aniônico ou anfotéro), ou 

não iónico. Em função da presença destes grupos, os surfactantes tendem a se distribuir nas 

interfaces entre as fases fluidas '"'°. 
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Parte apoiar 

Parte polar 

^ — interface 

Figura 2.12 - Representação do posicionamento de moléculas de surfactante em um 

sistema, baseado no seu comportamento dualístico 

Quando o surfactante é dissolvido, a presença do grupo hidrofóbico causa 

uma distorção da estrutura do solvente, aumentando a energia livre do sistema. Desta 

forma, o trabalho necessário para trazer uma molécula do surfactante para a superfície é 

menor do que aquele relativo a uma molécula de água, ou seja, a presença do surfactante 

reduz o trabalho necessário para criar uma unidade de área de superfície (superfície de 

energia livre ou tensão superficial) 

A formação de um filme molecular nas interfaces reduz a tensão interfacial e 

superficial, sendo responsável pelas propriedades únicas dos surfactantes A atividade 

do surfactante é devida à adsorção, concentração e orientação de suas moléculas nas 

interfaces e à aglomeração e orientação destas no interior da solução, formando as micelas. 

Quando tem início a formação das micelas, tem-se a concentração micelar 

crítica (CMC) A intensidade destes efeitos depende do balanço de solubilidade entre as 

partes fílica e fóbica das suas moléculas ou íons, trazendo como conseqüência as 

propriedades funcionais em solução aquosa, tais como: redução de tensão superficial e 

interfacial, emulsificação, dispersão, umectação, detergência, ação antiespumante, 

solubilizante, dentre outras. Na Figura 2.13, são apresentadas variações de algumas destas 

propriedades e a mudança de comportamento que as mesmas experimentam ao alcançar a 

concentração micelar crítica 

LEAI^'SP-IPBM 
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Figura 2.13 - Variação de diversas propriedades da solução em função da concentração do 

surfactante (% dodecil sulfato de sódio, SDS) 

Quando ocorre a adsorção, estas moléculas tensoativas produzem uma notável 

redução da tensão superficial que pode passar de 72 mN/m, por superfície ar-água, a 30 

mN/m, para uma solução diluída de surfactante, e muitas vezes é reduzida a números 

extremos, como é o caso dos surfactantes perfluorados Quanto mais se reduz a 

tensão superficial, mais fácil a formação de uma nova área superficial ou interfacial '•'̂ . 

A aplicabilidade destes agentes de superfície afiva está relacionada à sua 

capacidade em modificar algumas propriedades com conseqüente melhoria na 

sensibilidade e/ou seletividade de diferentes sistemas Considerando os efeitos já 

descritos neste tópico que provam sua versatilidade de aplicação, o uso de surfactantes 

pode se estender no desenvolvimento de ambientes mais organizados para obtenção de 

suspensões. 

2.8 ESPUMAS 

A obtenção de um reüculado cerâmico poroso pode ser idealizada a partir da 

estrutura particular que uma espuma apresenta. Acredita-se que estruturas deste tipo podem 

acentuar propriedades que são interessantes para o desenvolvimento de implantes. Por se 

tratarem de sistemas termodinamicamente instáveis, o controle de estabilidade da espuma e 
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a definição de um perfil ideal para sua obtenção são decisivos para aplicações em sistemas 

de longa duração. Assim, a seguir, são apresentados tópicos de interesse no processamento 

das espumas, visando uma melhor compreensão dos diferentes fenômenos que podem 

ocorrer durante sua obtenção. 

2.8.1 Formação de espuma 

As espumas são definidas como sistemas termodinamicamente instáveis que 

apresentam uma estrutura tridimensional constituída de células gasosas envolvidas por um 

filme líquido contínuo. Essa estrutura é originada pelo agrupamento de bolhas geradas ao 

se dispersar um gás em um líquido que contenha agentes espumantes, como surfactantes 

solúveis ou impurezas '•'^ 

Moléculas de surfactante difundem-se na solução em direção à interface gás-

líquido, foiTnando uma monocamada adsorvida que estabiliza a bolha de gás e retarda sua 

coalescência. A destruição das bolhas é termodinamicamente favorável, pois provoca 

redução da elevada área superficial da espuma e expansão do gás contido nas células e, 

conseqüentemente, redução da energia livre da espuma 

O processo de dispersão do gás pode ser desencadeado por agitação, batimento 

ou borbulhamento do gás e, influi diretamente nas características da espuma. Espumas são 

formadas também quando há redução de pressão ou aumento de temperatura em soluções 

supersaturadas de gás. Pelo borbulhamento, é possível estimar o tamanho das células 

geradas a partir da dimensão do borbulhador. A uniformidade na distribuição e no tamanho 

de suas bolhas, e o grau de dispersão, estão sujeitos às irregularidades do dispositivo 

através do qual o gás é introduzido. O tamanho da bolha, o volume de espuma formado em 

relação ao volume de solução utilizado para gerá-la, ou coeficiente de expansão da 

espuma, é delimitado pela natureza química do sistema e pelas condições em que é 

produzido. Entretanto, fatores como velocidade do gás e concentração de surfactante nas 

células e, sobretudo, a natureza química dos agentes estabilizantes são significativos na 

estruturação da espuma 

Na geração de uma espuma estão envolvidos diferentes estágios: formação, 

maturação e ruptura. Estas etapas envolvem mecanismos e fenômenos físico-químicos 

bastante distintos, que tendem a diferenciar uma etapa de outra. A etapa inicial de 

formação da espuma prevalece apenas por alguns minutos, a etapa de maturação acontece 
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nos minutos seguintes ou até por algumas horas, e a persistência da espuma depende da 

estabilidade da película associada às interações coloidais 

A formação de espuma pelo processo de agitação vigorosa, capaz de introduzir 

uma fase gasosa em um meio líquido, gera uma nova superfície (bolhas que representam 

um aumento da área superficial gás-sólido) disponível para a adsorção de um surfactante 

presente no líquido que tende a adsorver nas superfícies ou interfaces 

Após formação das bolhas, há uma separação entre elas em ftmção da diferença 

de densidade com a fase líquida. Estas bolhas se amontoam umas sobre as outras, causando 

a formação de películas entre elas. Estas películas são submetidas a esforços de 

estiramento, sendo indispensável que não se rompam, já que a espuma se forma pelo 

acúmulo de bolhas '^"'^^ 

2.8.2 Efeito Gibbs-Marangoni 

Quando uma película espessa se forma entre duas bolhas que se aproximam, é 

provável que durante um afastamento, a película fique exposta a um esforço de estiramento 

complexo, no qual a área superficial gás-líquido aumenta rapidamente. A concentração de 

surfactante adsorvido (denominado adsorção F, em moléculas por unidade de superfície) 

tende a diminuir na zona estirada onde a película é mais delgada que nas zonas adjacentes. 

Em conseqüência, a tensão superficial aumenta segundo a relação que permite calcular a 

elasticidade de Gibbs, e 

s = 2.(dY / dln A) = - 2. (dy / d In F ) 

Sendo y : tensão; A: área superficial e F: adsorção. O coeficiente 2 indica que a película 

está compreendida por duas superfícies gás-líquido. 
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gradiente de 
tensão 

Figura 2.14 - Efeito Gibbs-Marangoni 1 4 0 . 

Como representado na Figura 2.14, há uma diferença de tensão superficial 

entre a zona estirada da película (tensão mais elevada, menor espessura) e as zonas 

adjacentes (não estiradas, tensão mais baixa), que provoca um fenômeno conhecido como 

instabilidade de Marangoni, descrita como a movimentação de líquidos por gradientes de 

tensão superf ic ia l 1 4 0 ' 1 4 1 . 

O gradiente de adsorção entre a zona delgada e a zona vizinha se deve ao 

gradiente de tensão que corresponde ao equilíbrio entre a superfície e a fase líquida 1 4 ° . 

Em baixa concentração de surfactante, a tensão superficial se aproxima à da 

água pura, não havendo um gradiente de tensão significativo por estiramento da película. 

Esta informação está de acordo com observações experimentais, que indicam alta 

espumabilidade à medida que a concentração de surfactante aumenta, até atingir a 

concentração micelar crítica (CMC), Figura 2.15 1 4 0 , uma das principais características dos 

tensoativos. 

Concentração de surfactante 

Figura 2.15 - Variação típica da espumabilidade em função da concentração do tensoativo 

em fase líquida 1 4 0 . 
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Figura 2.16 - Esquema representativo do processo de micelização e comportamento da 

tensão superficial em função da concentração do surfactante em diferentes estágios''^". 

Os valores de concentração micelar crítica são característicos de cada 

tensoativo e dependentes da temperatura. Em geral, este valor é mais baixo quanto mais 

hidrófobo for o tensoativo, ou seja, quanto maior for a cadeia hidrocarbônica 
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A concentração micelar crítica ou micelização (CMC). Figura 2.15, é uma 

propriedade intrínseca do surfactante. definida como a concentração de surfactante onde se 

inicia o processo de formação de micelas. As micelas são definidas como agregados 

moleculares de dimensões coloidais, que geralmente contem 60 a 100 moléculas do 

surfactante, possuidoras de regiões estruturais hidrofílica e hidrofóbica, que dinâmica e 

espontaneamente se associam em meio aquoso, a partir desta concentração crítica, 

(CMC) Esta propriedade pode ser determinada pela variação de diferentes propriedades 

físicas, sendo as mais comuns: tensão superficial e condutividade elétrica ou pela técnica 

de espectroscopia de absorção UV-VIS em função da concentração do surfactante A 

CMC é identificada graficamente pelo ponto que representa uma descontinuidade na curva 

obtida. Figura 2.16. 

É possível analisar a distribuição do surfactante em solução aquosa e o efeito 

na tensão superficial, pela Figura 2.16. A adição do surfactante à água tende a saturar todas 

as interfaces (situação B e C) de modo que, a partir da CMC, a saturação tendo sido 

atingida, inicia-se a formação de micelas (situação D). Qualquer quantidade de surfactante 

adicionada acima da CMC será utilizada na formação de micelas, não havendo mais 

redução na tensão superficial 
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Após a formação da espuma, ela fica sujeita à ruptura, podendo perdurar de 

alguns minutos até algumas horas. Durante este percurso há participação de diferentes 
140 

mecanismos : 

• Segregação e drenagem gravitacional 

• Sucção capilar 

• Difiisão gasosa entre bolhas 

(a) (b) 

Figura 2.17 - (a) Segregação de bolhas e (b) drenagem do líquido na espuma líquida 
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A característica de eficácia, ou eficiência de um espumante é conliecida como a 

concentração na qual o máximo de espumabilidade é atingido; o que na maioria dos casos, 

corresponde à concentração micelar crítica (CMC). A eficiência do surfactante é medida 

pela concentração de surfactante requerida para produzir uma significativa redução na 

tensão superficial da água. A efetividade do surfactante é medida pelo efeito produzido. 

Freqüentemente estes dois parâmetros são contrários um ao outro, por exemplo, a 

eficiência aumenta com crescimento da porção hidrofóbica do surfactante, favorecendo a 

formação da micela, enquanto que a efetividade diminui, pois depende da quantidade de 

surfactante molecularmente disperso '''̂ . 

2.8.3 Maturação e Estabilidade da Espuma 
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Durante os primeiros instantes, é produzida uma segregação gravitacional das 

bollias. movidas pelo empuxo de Arquimedes, sendo mais intenso sobre as bolhas maiores, 

Figura 2.17 -a. A drenagem gravitacional do líquido ocorre durante toda a permanência da 

espuma, apresentando um sentido direcional para baixo e adjacente às paredes das bolhas. 

Figura 2.17 -b . 

A proporção de líquido presente na espuma diminui rapidamente devido ao 

efeito de drenagem, pela simples ação da gravidade sobre o líquido presente na espuma. 

Em seguida, ocorrem fenômenos mais complexos que tendem a deformar a esfericidade 

das bolhas e produzir formas poliédricas " . Neste estágio, o conteúdo de líquido não 

ultrapassa 10% e continua sendo consumido, já que a diferença da curvatura entre as 

bordas de Platean ( Figura 2.18) e a parte plana das películas, segundo a lei de Laplace 

produz um gradiente de pressão. Esta é a força motriz que espalha o líquido pelo centro 

das películas até as bordas de Platean, por meio de um mecanismo chamado sucção 

capilar. Este líquido é continuamente drenado pela gravidade até a parte inferior da 

espuma nas bordas de Platean '''^. 

Figura 2.18- Sucção capilar do líquido do centro da película até as bordas de Platean I4Ü 

A deformação e a degradação da espuma ocorrem pela ruptura das películas 

relativamente finas (espessura de alguns î m ou menos) se as condições favoráveis ao 

efeito Giggs-Marangoni não são satisfeitas, ou pela inexistência de mecanismos de 

estabilização das perturbações da película entre as bolhas. De modo geral, a ruptura das 

películas não se produz necessariamente, durante esta etapa de deformação, podendo a 

espuma ainda persistir por mais tempo 

Quando as bolhas se tornam poliédricas, as películas entre elas se comportam 

como películas planas de baixa espessura, por causa da lei de Laplace, resultando em uma 
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pressão maior nas bollias pequenas em relação às maiores. Como conseqüência, é gerado 

um gradiente de pressão entre diferentes películas, induzindo uma difusão gasosa através 

delas. Figura 2.19 140 

Lei de Laplace 

A P = 2y 
r 

Figura 2.19 - Difusão gasosa entre bolhas 140 

Este fenômeno, conhecido como maturação de Ostwald, é responsável pelo 

inchamento das bolhas maiores, em função da coalescência das menores, predominando 

durante a evolução da espuma em escalas de tempo intermediárias (alguns minutos a 

algumas horas)''*". Este mecanismo é muito importante na prática, podendo ser inibido pela 

presença de uma camada insolúvel adsorvida, como no caso da proteína da clara de ovo, 

batida a ponto de neve. Neste caso, a diminuição do diâmetro de uma bolha, produz o 

aumento da adsorção, já que as moléculas adsorvidas são praticamente insolúveis e o valor 

de elasticidade (s) é muito elevado. Conseqüentemente, é gerada uma redução de tensão 

suficiente para compensar a diferença de pressão devido à lei de Laplace. O recobrimento 

da superfície da bolha por partículas sólidas minúsculas também pode impedir a difusão 

entre bolhas 

À medida que a película afina, ocorre uma rápida diminuição da drenagem de 

maneira inversamente proporcional à viscosidade do líquido e à área da película. A 

drenagem pode ser lenta, se o líquido contiver agentes viscosos ou se as bolhas poliédricas 

forem de grandes dimensões. 

Se a espessura da película entre bolhas atinge o intervalo de um décimo de jiim, 

ou cerca de 0,02 de |.im , são observadas novas deformações que correspondem a 

interações coloidais entre as superfícies. Durante estas interações, estão presentes dois 

efeitos antagônicos ''*°' '''^i 

4 0 
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• Forças intermoleculares de van der Waals que tendem a atrair bolhas vizinhas, 

produzindo uma drenagem pelicular. Estas forças atuam a distâncias mínimas, 

praticamente no contato. 

• Forças repulsivas que se opõem à aproximação entre bolhas, impedindo a drenagem 

das películas, decorrente da presença de uma camada adsorvida de tensoativo sobre 

toda a superfície da película delgada. 

2.9 SISTEMAS DE CONSOLIDAÇÃO CERÂMICA 

Métodos inovadores de conformação vêm sendo continuamente desenvolvidos 

em busca de processamentos versáteis e eficientes para componentes cerâmicos 

Um dos métodos mais recentemente estudado se refere a ^'técnica de 

consolidação direta'' que abrange 

• reações de polimerização para atingir a consolidação ("gelcasting"); 

• reações de policondensação (solidificação assistida por hidrólise); 

• desestabilização (consolidação por coagulação direta); 

• congelamento ("quick set"); 

» uso de agentes especiais como de consolidação e ligantes. 

Nestes sistemas de consolidação direta, a conformação da massa cerâmica é 

contida sem compactação do pó ou remoção do líquido, ou seja, acontece uma 

transformação de um estado "ótimo" da suspensão para um estado rígido sem afetar sua 

homogeneidade 

No presente trabalho são abordadas duas das técnicas citadas anteriormente, o 

gelcasting de espuma e o emprego de agente especial de consolidação a partir de uma 

proteína globular, ambas exploradas com o intuito de obter uma espuma cerâmica. 

2.9.1 Gelcasting 

O processo gelcasting consiste na dispersão de um pó cerâmico em uma 

solução aquosa contendo monômeros, obtendo-se uma suspensão fluida que é gelificada, 

no próprio molde, por uma reação de polimerização in situ. A polimerização é promovida 

pela adição de catalisador e iniciador adequados em sistema com atmosfera livre de 
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oxigênio Na Figura 2.20 é apresentado o fluxograma representativo da metodologia 

do gelcastmg 

Pó cerâmico Monômeros orgânicos 

SUSPENSÃO 

gelificação 

Remoção do moldo 

secagem 

I 
sinterização 

Solvente: não aquoso 
Aquoso 

dispersante 

Iniciador e 
catalisador 

Figura 2.20- Fluxograma simplificado da metodologia gelcastmg. 

A tecnologia do gelcasting necessita de suspensões com boas propriedades de 

fluxo e alta concentração de sólidos (mínimo 50% em volume) '''^. Por causa do alto teor 

de sólidos e a presença de pouca quantidade de orgânicos (~5%) vol.), os corpos não 

sinterizados apresentam pequena quantidade de ligante volátil, minimizando os riscos de 

trincas e retrações exageradas durante o processo de secagem e sinterização ''* .̂ 

Este processo assemelha-se às técnicas de slipcasting e de moldagem por 

injeção, mas com algumas vantagens. Comparado ao slipcasting, ele fornece um material 

mais homogêneo, livre de diferenças de densidades ao longo da peça; comparado com a 

moldagem por injeção, o método gelcasting se torna mais atrativo por não necessitar de 

moldes especiais, normalmente de alto custo, ou de grande quantidade de ligantes 

orgânicos, não tomando crítica a etapa de sua remoção, e usa água como veículo de 

dispersão. Dessa maneira, as principais vantagens desta técnica podem ser resumidas da 

seguinte forma ''* :̂ 

^ capacidade de gerar peças complexas, como na moldagem por injeção; 
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O principal componente responsável pelo mecanismo de gelificação do sistema 

gelcasting é a acrilamida, considerada uma neurotoxina e, por isso tem sido o principal 

motivo da relutância da indústria ao emprego desta técnica e sua maior limitação. Em 

busca de minimizar o risco à saúde, diferentes monômeros de baixa toxicidade têm sido 

pesquisados 15. 148 . O HEMA (hidroxietil metacrilato) tem sido apontado como uma das 

alternativas este monômero é utilizado com freqüência na confecção de lentes de 

contato e no desenvolvimento de biomateriais poliméricos em tendões e ligamentos .̂ 

A versatilidade da técnica de gelcasting torna possível obter cerâmicas de alta 

densidade ou altamente porosas, neste caso é utilizado um tensoativo adequado para 

geração de uma espuma que posteriormente é consolidada pela polimerização in situ, 

fornecendo rigidez aos corpos a verde 

Na Figura 2.21 são apresentadas algumas das diferentes geometrias para 

amostras densas e porosas obtidas pela técnica do gelcasting. 

Figura 2.21 - Amostras com diferentes formatos e microestruturas obtidas pela técnica do 

gelcasting 
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alta resistência mecânica, ainda nas peças à verde; 

material homogêneo; 

baixa quantidade de orgânicos, resultando na fácil remoção do ligante; 

baixo custo dos equipamentos; 

•«̂  pode empregar moldes mais baratos e acessíveis; 
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2.9.2 Cerâmicas Porosas e Gelcastmg de Espumas 

Existem várias rotas para obtenção de cerâmicas porosas nas mais diferentes 

configurações e dimensões de poros, com custo relativamente baixo, as principais são: 

incorporação de substâncias voláteis, eliminadas durante a queima; método sol-gel, que 

desenvolve uma porosidade durante a transformação de fase ou ocorrência de reações 

químicas; replicação de estrutura polimérica porosa; espumas a partir de suspensões 

cerâmicas {gelcasting) Com estas técnicas, é possível desenvolver materiais com 

porosidades, propriedades mecânicas e aplicações diferenciadas 

A porosidade do material além de influenciar o comportamento mecânico pode 

também interferir nas propriedades elétricas e óticas do material. O nível de porosidade 

aberta influencia, por exemplo, a permeabilidade de gases ou líquidos. Em geral, as 

condutividades térmica e elétrica diminuem com a porosidade, já que o ar apresenta baixa 

condução de calor e alta resistividade elétrica. Já a taxa de corrosão aumenta com a 

porosidade, como resultado da elevação na área superficial 

Inicialmente desenvolvido para produzir corpos densos, o gelcasting foi 

adaptado para a produção de cerâmicas porosas a partir da geração de espumas de 

suspensões cerâmicas em atmosfera livre de oxigênio. No processo, monômeros orgânicos 

são incorporados a uma suspensão aquosa de pó cerâmico e polimerizados in situ, criando 

ligações cruzadas e uma estrutura gelificada, que fornece rigidez aos corpos a verde. O uso 

de agentes gelificantes ou plastificantes para polimerização in situ de monômeros em 

espumas, tem resultado em uma resistência a verde, suficiente para manter estruturas 

contendo porosidade superior a 90% em volume. Este fator, representa a principal 

vantagem desta rota, com relação aos demais métodos previamente relatados. O gel retém 

a estrutura da espuma, de tal maneira, que ambas, micro e macroestrutura, são preservadas. 

Finalmente, já na forma do molde, o corpo é seco para remoção dos polímeros e a matriz 

cerâmica pode ser densificada '"^ 

O gelcasting de espumas tem sido usado na produção de cerâmicas 

macroporosas com níveis de porosidade de até 95%, e propriedades mecânicas 

significativamente melhores quando comparado com outras técnicas, sendo uma das rotas 

mais versáteis para produção de corpos com alto nível de complexidade em sua forma 
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Este método, como é característico de um processamento coloidal, permite a 

obtenção de microestruturas finas, homogêneas e livres de macrodefeitos, resultando em 

materiais com boas propriedades mecânicas, e de geometrías complexas, já que a 

suspensão pode preencher com facilidade pequenas regiões do molde, inclusive as de 

difícil acesso '^''. Sepulveda et.al demonstrou que este processo pode ser aplicado 

para vários pós cerâmicos, como: zircônia, alumina e hidroxiapatita 

Cerâmicas macroporosas têm demonstrado ótimos resultados, como implantes 

porosos para o reparo ósseo, podendo ser empregados também como substratos para 

regeneração de tecido e sistemas para liberação de fármacos O uso de cerâmicas 

porosas na área médica ou odontológica pode se tomar mais acessível pela utilização de 

técnicas mais versáteis na obtenção de cerâmicas com diferentes porosidades. Por isso, 

altemativas que propiciem resultados semelhantes ao gelcasting convencional têm sido 

adotadas para minimizar ou isentar totalmente o impacto da toxicidade causado pelo uso de 

monômeros 

2.10 MECANISMO DE CONSOLIDAÇÃO A PARTIR DE PROTEÍNA 

A formação de espuma a partir de uma proteína tem despertado interesse na 

produção de sólidos porosos, que atualmente ocupam uma posição prívilegiada em 

inúmeras aplicações tecnológicas. No entanto, como representa uma nova técnica, ainda 

existem muitas variáveis a serem estudadas e, a seguir são apresentados alguns tópicos 

importantes para compreensão do mecanismo envolvido. 

No âmbito dos estudos realizados observa-se que a utilização desta altemativa 

na obtenção de cerâmicas porosas para fins médicos é inédita. 

2.10.1 Estrutura das Proteínas 

As proteínas são biomoléculas constituídas basicamente de: carbono, 

hidrogênio, oxigênio e nitrogênio, podendo também apresentar outros elementos como: 

enxofre, fósforo, magnesio e ferro, entre outros, como é caso de alguns tipos específicos de 

proteínas. Genericamente, são formadas por uma série de aminoácidos interligados por 

ligações peptidicas (ligação covalente estabelecida entre um grupo carboxílico COO' e um 

grupo amino N H 3 de outro aminoácido),'^^ Figura 2.22 '^^. 
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H H H O H 
I I I II I 

H 2NCCOOH + MjNCCOOH •* H 2 N - C - C • N - C - COOH 
I I I I I 

R R' R H R" 

Figura 2.22 - Esquema representativo de uma ligação peptídica 159 

A união de um pequeno número de aminoácidos dá origem a um peptídeo; se 

o número de aminoácidos que formam a molécula é inferior a 10. é denominado 

oligopeptídeo e se é superior a 10 é chamado polipeptídeo. Um polipeptídeo é chamado de 

proteína quando a cadeia de aminoácidos é superior a 50 " . 

Uma proteína pode ser definida em função de quatro níveis estruturais: 

estrutura primária, secundária, terciária e quaternária. Cada uma destas estruturas informa 

sua disposição espacial. Figura 2.23 
159 
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n Interação hidrolohica 
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Ponte dc Hidrogénio 

estrutura terciaria estrutura quaternária 

Figura 2.23 - Diferentes níveis estruturais das proteínas 
159 
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A estrutura da proteína é flexível e dinâmica e, altamente dependente do meio 

em que se encontra, podendo assumir diferentes conformações A força de ligação 

hidrofóbica é muito sensível a mudanças de temperatura e de constante dielétrica, 

alterações nestes parâmetros podem ter grandes influências sobre a estrutura das proteínas. 

Outros fatores, que podem comprometer sua estrutura, incluem: pH, resistência iônica e a 

presença de outras moléculas como desnaturantes, ar, gordura, etc 

2.10.2 Atuação das Proteínas 

A ação de uma proteína se manifesta pela interação com outros componentes 

dentro de um sistema. Estas interações podem envolver moléculas de solvente, soluto, 

outras proteínas ou substâncias que se encontram dispersas no meio 

Além do papel biológico fundamental desempenhado no organismo de todos os 

seres vivos, as proteínas apresentam diferentes funções, atuando, sobretudo na área 

alimentícia há muitas décadas, sendo responsáveis por inúmeras características, como: 

sabor, viscosidade, capacidade de gelificação, aumento de massa, ação de ligante, 

emulsificação, prolongamento de fibras e formação de espuma 

O processo de formação de espuma resulta da rápida diminuição da tensão 

superficial enquanto sua estabilidade está relacionada à estrutura globular da proteína, 

sendo a desnaturação, a principal responsável pela ação espumante da proteína, expondo 

seus grupos hidrofóbicos na superfície do ar, enquanto aminoácidos hidrofílicos 

permanecem em água 

Alguns fatores, como: drenagem gravitacional, pressão capilar e intensa 

agitação mecânica, podem contribuir para uma diminuição da estabilidade da espuma 

obtida a partir da proteína, porém a viscosidade da superfície, efeito Gibbs-Marangoni e 

dupla camada elétrica podem aumentar a sua estabilidade ''^^ 

2.10.3 Albumina procedente do ovo 

A albumina é classificada como uma homoproteína do tipo globular, apresenta 

um peso molecular de 43000 u e dimensão molecular de 40-70 Â '^^ Atua como 

reservatório de nutrientes e sistema de defesa contra microorganismos, devido ao seu pH 

alcalino (>9), baixa concentração de nitrogênio, e especificamente a ação anti-bactericida 
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da ovatransferrina e da lisozima, que impedem a migração de microorganismos para o 

núcleo 

O alto pH da albumina é decorrente da produção de sulfeto de ferro, sendo o 

ferro proveniente da gema e o enxofre da albumina da clara. Com o aquecimento, o 

enxofre é liberado da proteína sob forma de gás de hidrogênio sulfurado, resultando no seu 

odor característico 

A albumina é encontrada em abundância na clara do ovo (85% de água, \0% 

de proteína e alguns lipídios, carboidratos e minerais), sendo reconhecida como a mais rica 

proteína animal, fundamental para o crescimento e regeneração muscular '̂ '*. 

A albumina do ovo apresenta um conjunto de proteínas: ovalbumina (54%), 

responsável por manter a espuma; conalbumina (12%)) e ovomucina (11%), glicoproteína 

que se apresenta na forma de fibras, contribuindo para a alta viscosidade da albumina e 

também auxilia na estabilização da espuma; lisozima (3-4%), avidina, ovoglobulina, 

ovinibitores e flavoproteínas em menores quantidades. Proteínas solúveis em água, em 

particular do grupo do albúmem são coaguladas por processo de aquecimento que neste 

caso ocorre próximo de 60° C. Todas as proteínas deste grupo são solúveis em água ou 

solução salina exceto a ovomucina que representa 1,5-3,5 % (massa) da proteína 

total Outros componentes da clara do ovo incluem também metais alcalinos como: 

Na (0,19%) massa) e K (0,15%) massa), e 0,03% de P. No preparo de uma espuma cerâmica, 

uma quantidade significativa destes elementos pode ser eliminada durante o processo de 

sinterização, mas a presença indesejada de metais alcalinos pode ser um problema típico do 

emprego de materiais naturais, podendo dificultar a sinterização devido à contaminação do 

contorno de grão 

A viscosidade da albumina da clara permite a retenção de ar (clara em neve), 

resultando em uma massa leve e porosa. A adição de um sal ou ácido em pequena 

quantidade pode aumentar sua estabilidade. Normalmente, experimentos com clara em 

neve, após aquecimento, aumentam de volume pela expansão do ar retido. A bolha de ar é 

rodeada por uma película de proteína que se coagula, podendo se romper e o ar retido 

escapar, diminuindo o volume da preparação 
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Figura 2.24 - Arranjo espacial da ovalbumina 166 

2.10.4 Suspensões solidificadas pela ação da Albumina 

Uma nova técnica de consolidação direta, a partir da ação de proteínas, tem 

sido desenvolvida. Nesta técnica proteínas globulares, como albumina presente na clara do 

ovo, são utilizadas aproveitando a capacidade de formar gel na presença de água 

(coagulação), ao sofrerem processo de desnaturação, quando aquecidas a 70-80°C. Este 

processo toma possível solidificar suspensões cerâmicas à base de água, obtendo corpos 

rígidos 

O emprego da albumina como agente de consolidação e porogênico apresenta 

algumas vantagens comparado ao sistema gelcasting O sistema à base de albumina não 

necessita de qualquer aditivo para iniciar ou completar a reação de gelificação, não é 

toxico, é biodegradável, barato e facilmente disponível 

O processo de desnaturação de proteínas globulares pode ocorrer por irradiação 

UV ou raios-X, aquecimento, alterações de pH, aumento da área interfacial, ou adição de 

solventes orgânicos, sais, uréia, detergentes, e outros. Quando uma proteína sofre 

desnaturação, significa que ela perde sua estmtura nativa, como conseqüência da quebra de 

ligação, como pontes de hidrogênio, ou formações meta-estáveis em sua estrutura 
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desnaturação coagulação 

pontes de 
hidrogênio *Tf/ 

ponte de 
hidrogênio 

Figura 2.25 - Esquema de desnaturação de uma proteína globular 19 

A desnaturação é normalmente reversível se a cadeia peptídica é estabilizada 

com uma conformação estendida, inibindo qualquer reação intermolecular que permita 

restabelecer seu estado nativo, quando já foi removido o agente causador. Quando a cadeia 

peptídica estendida é estabilizada pela interação com outras cadeias, como é o caso da 

albumina, a desnaturação é irreversível. Durante a desnaturação, as cadeias polipeptídicas 

tornam-se emaranhadas para formar uma rede (gel) tridimensional e termo-irreversível 

(coagulação) a partir da formação de novas pontes de hidrogênio entre as cadeias, 

causando a imobilização da água dentro de uma estrutura gelificada 

A coagulação ou gelação de proteínas, em particular é irreversível, coagulação 

induzida pelo calor ou gelação de proteínas à base de ovo determinam o sucesso de muitos 

produtos alimentícios e agora tem despertado o interesse em outras áreas da engenharia. 

Uma melhor compreensão do processo de gelação permite a manipulação de diferentes 

variáveis para obter um gel com textura desejada e características funcionais. Fatores que 

afetam parâmetros cinéticos de gelação e propriedades reológicas do gel ainda não são bem 

discutidas, assim como os métodos para medir este fenômeno. Para melhor compreensão 

é necessário definir alguns termos usados comumente e que estão associados a este 

fenômeno 

• Desnaturação: é o processo no qual uma proteína ou polipeptídeo sofre uma 

transformação de um estado ordenado para um desordenado sem ruptura de 
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ligações covalentes, causando uma modificação na estrutura tridimensional da 

forma "nativa" de uma proteína. A desnaturação, em geral, envolve interações 

proteína-solvente que caracterizam alterações de propriedades físicas, como perda 

de solubilidade. 

• Agregação: interação proteína-proteína com a formação de um complexo de alto 

peso molecular. Este fenômeno é normalmente governado pelo balanço entre forças 

atrativas e repulsivas. Forças atrativas podem envolver pontes de hidrogênio, 

ligações covalentes, pontes disulfeto e interações hidrofóbicas, enquanto as 

repulsivas envolvem forças coloumbicas que são afetadas pela carga da molécula 

de proteína ou força iônica do meio. 

• Coagulação: agregação aleatória de moléculas de proteínas desnaturadas, no qual 

as interações polímero-polímero são favorecidas perante as reações polímero-

solvente. O coágulo é normalmente turvo e sua formação é termicamente 

irreversível. 

• Gelação: agregação ordenada de proteínas, que podem, ou não, estar desnaturadas, 

formando uma rede tridimensional. Interações polímero-polímero e polímero-

solvente, assim como forças atrafivas e repulsivas em estado de equilíbrio, 

permitindo que uma matriz bem ordenada seja formada. O gel pode ser turvo ou 

translúcido, neste caso, o gel pode ser termo-reversível. O termo gelação é também 

usado em outro contexto, que se refere às proteínas da gema do ovo. O fenômeno 

de gelação, neste caso, se refere a formação de um produto irreversivelmente 

gelifícado. 

Para suspensões cerâmicas, uma quantidade suficiente de proteína globular é 

capaz de gelificar em fase aquosa, quando aquecida, resultando em um corpo rígido. Figura 

2.26. 
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Figura 2.26 - Esquema de formação de gel com uma proteína globular em suspensões 

cerâmicas 

Quando é feita adição de uma proteína globular em uma suspensão cerâmica, 

seguida de uma operação de mistura, bolhas de ar podem ser introduzidas na suspensão e 

as moléculas de proteína são adsorvidas na interface ar/água, via local hidrofóbico, 

gerando um estiramento parcial, chamado de superfície de desnaturação. A diminuição na 

tensão superficial causada pela adsorção de proteínas tende a facilitar a formação de uma 

nova interface e também a geração de mais bolhas 

A habilidade de moléculas de proteínas para formação e estabilização da 

espuma depende da velocidade de difusão e propensão à desnaturação Alguns fatores, 

como: drenagem gravitacional, pressão capilar e intensa agitação mecânica podem 

contribuir para a diminuição da estabilidade da espuma, porém a viscosidade da superfície, 

efeito Gibbs-Marangoni e dupla camada elétrica podem aumentar sua estabilidade Por 

isso neste trabalho foi dada atenção a estes fenômenos em busca da melhor condição para 

obtenção da espuma. 

O uso de novos aditivos em cerâmicas de impacto tecnológico, normalmente 

requer estudos aprofundados, visando diminuir o custo do processo, sem acarretar prejuízo 

nas propriedades do material. Em virtude da grande relevância das questões ligadas à 

melhoria de qualidade de vida e à necessidade de soluções rápidas para a crescente 

demanda de implantes, os esforços em busca de novas técnicas para manufatura de 

implantes são de total interesse no contexto da saúde pública nacional. O uso de técnicas 

altemativas em busca de soluções sustentáveis sem impactos ao meio ambiente e ao ser 

humano pode repercutir no fácil acesso destes materiais à classe médica e às necessidades 

do paciente. 
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OBJETIVOS 

Neste tópico é apresentada a proposição da tese, que configura seu objetivo principal e a 

justificativa da proposta. 
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3 OBJETIVOS 

Em decorrência das propriedades que a técnica de consolidação utilizando 

albumina provêm, combinada às características intrínsecas de reatividade e 

biocompatibilidade diferenciada das cerámicas bifásicas (HAp/ß-TCP), este trabalho tem 

como objetivo principal, desenvolver e avaliar a obtenção de cerámicas macroporosas à 

base de hidroxiapatita e ß-fosfato tricálcico com potencial para regeneração de tecido 

ósseo. 

O desenvolvimento deste trabalho foi feito através de dois enfoques distintos. 

O primeiro com o objetivo de avaliar o comportamento dos materiais de partida, procedeu-

se cora a obtenção de cerâmicas porosas a partir da técnica do gelcasting de espumas. Os 

resultados obtidos serviram para seleção de alguns parâmetros importantes, e como base 

comparativa, para a metodologia proposta, na qual está inserida o caráter inovador do 

trabalho. Apesar da técnica do gelcasting]ä ter sido utilizada para diferentes cerâmicas, ela 

foi pouco explorada no processamento das bifásicas (CaP), assim os resultados obtidos da 

mistura trouxeram novos desafios para pesquisa. Sendo assim, este estudo representou um 

método inédito na otimização para as suspensões cerâmicas a base de HAp, ß-TCP e para 

as diferentes misturas. 

No segundo enfoque, foram adaptadas as melhores condições para obtenção 

das cerâmicas porosas pela metodologia da consolidação direta a partir de dados 

correlacionados a técnica do gelcasting de espumas, seguida da caracterização física e in 

vitro das amostras obtidas. O processamento alternativo utilizando albumina é muito 

recente, tomando evidente a originalidade do trabalho e a necessidade destes estudos para 

uma análise comparativa frente às outras técnicas disponíveis para obtenção de implantes 

macroporosos e scaffolds. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

Neste capítulo está descrita a metodologia adotada para o desenvolvimento desta pesquisa, 

constando de técnicas de caracterização para avaliar os materiais de partida, metodologia 

de processamento, estudos de análises reológicas que complementam o desenvolvimento 

da técnica proposta e as caracterizações físicas e in vitro das cerâmicas obtidas. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

Este estudo foi iniciado pela caracterização das matérias-primas 

(hidroxiapatita e ß-fosfato tricálcico) para prever o efeito de suas propriedades na obtenção 

das suspensões cerâmicas. 

Sabe-se que o desempenho da cerâmica é bastante influenciado pelas 

características do pó adotado como precursor; neste trabalho, as características dos 

materiais de partida foram adequadas às melhores condições para a técnica de 

processamento coloidal por gelcasting de espumas e consolidação a partir do albúmem 

(extrato de proteínas procedentes da clara do ovo) fornecido pela empresa Schettert 

Nutracêutica. 

4.1 Materiais 

Os materiais utilizados são: Hidroxiapatita (cód.20-2039, Strem Chemicals) e 

ß- fosfato tricálcico (cód. 21218, Fluka). 

4.2 Caracterização física das matérias-primas 

• Difração de raios X 

Os pós foram caracterizados por difração de raios-X (difratômetro Bruker-

AXS modelo D8 Advance) para confirmar a presença das fases cristalinas: hidroxiapatita e 

ß-fosfato tricálcico, e possível presença de fases secundárias. 

• Distribuição de tamanho de partículas 

Foram realizados ensaios para determinação da distribuição de tamanho de 

partículas/aglomerados, pela técnica de difração a laser em equipamento Cilas 1064. Neste 

ensaio, cada amostragem (~ 0,5g ) de pó (HAp ou TCP), foi dispersa em meio aquoso com 

adição do dispersante comercial Dispex A-40 (poliacrilato de amonio) (0,05% em massa), 

permanecendo por 1 minuto em ultrassom (Vibracell Sonics & Materials). 
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• Área Superficial Específica 

A área superficial específica foi determinada, adotando-se o método de 

adsorsão gasosa (BET - Micromeritics modelo AS AP 2010), utilizando gás N2 como 

adsorvedor. 

• Microscopia eletrônica de varredura 

A morfologia dos pós foi observada por microscopia eletrônica de varredura, 

equipamento Philips-XL 30, com espectroscopia de dispersão de energia (EDS), marca 

EDAX. Uma pequena quantidade de pó foi dispersa em etanol e depositado, com auxílio 

de um estalagnômetro, sobre o porta-amostra, seguido de recobrimento com Au. 

• Espectroscopia de Infravermelho 

A técnica de caracterização por espectroscopia de infravermelho foi empregada 

para verificar a presença de grupos funcionais característicos de P-0, 0-H, P-O-H, H-O-H 

e sobretudo C-0, característico do grupo carbonato, cuja presença pode ter grande 

influência nas propriedades do material. Os pós foram incorporados em matriz de KBr e 

analisados por técnica de transmitância em equipamento Thermo Nicolet 870-FTIR-

NEXUS. 

4.3 Caracterização da albumina 

O extrato de ovalbumina (Schettert-Nutracêutica), denominado de albúmem foi 

caracterizado quanto à composição química elementar pela técnica de Fluorescência de 

Raios-X por dispersão de comprimento de onda (FRX), por espectroscopia de 

infravermelho (FTIR), para identificação dos grupos característicos das proteínas. Foi 

utilizada a técnica de análise térmica por calorimetria exploratória diferencial (DSC) e 

termogravimétrica (TG), em equipamento Shimadzu 50H, para avaliar o comportamento 

térmico deste material, prevendo alguns eventos como: desnaturação proteica e a cinefica 

de decomposição a fim de estabelecer um processo adequado de queima para eliminação 

dos orgânicos sem comprometer a posterior sinterização. 
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4.4 Análise dos surfactantes 

A seleção dos surfactantes, para avaliar a compatibilidade química com os 

demais aditivos e rendimento de espuma, foi realizada pela verificação do efeito produzido 

de cada surfactante e também por medidas de tensão superficial em diferentes 

concentrações, para estabelecer a concentração micelar crítica de cada surfactante. Neste 

ensaio utilizou-se um tensiômetro, KRÜSS modelo K-6. Com base nesta análise e 

avaliação da efetividade foi selecionado um ou mais surfactantes para etapa de preparo das 

suspensões. 

As propriedades espumantes podem ser melhor avaliadas pela expansão e 

estabilidade da espuma. O volume e a sinérese (expulsão da fase líquida, decorrente da 

aproximação das moléculas após formação da espuma com redução de seu volume) da 

espuma foram usados como índices de estabilidade, sendo que a sinérese é o inverso da 

estabilidade. Como o aumento da sinérese nem sempre é acompanhado pela 

correspondente diminuição no volume de espuma devido a sua aderência na superfície do 

recipiente usado na sua determinação, a sinérese é uma medida mais precisa do que a 

determinação do volume para verificar sua estabilidade. 

A expansão e sinérese foram determinadas pelas seguintes equações '™: 

% expansão - vol. após agitação - vol. antes da agitação x 100 (eq. 1) 

vol. antes da agitação 

% sinérese = vol. liq. liberado da espuma após certo tempo x 100 (eq. 2) 

vol. liq. inicial - vol. liq. após agitação 

4.5 Preparo e Caracterização das suspensões 

4.5.1 IVlobilidade eletroforética (potencial zeta) 

A mistura do material particulado em água, para obter um sistema fluido, é o 

primeiro passo de um processamento coloidal. Esta etapa de dispersão é muito importante 

para descrever o comportamento do pó em suspensão e prever a intensidade das forças de 

atração entre suas partículas. A medida de mobilidade eletroforética de partículas é a 

técnica mais recomendada para caracterização da suspensão nesta etapa inicial e 
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estabelecer as melhores condições de dispersão e estabilidade, a partir de valores de 

potencial zeta. 

Para determinação da mobilidade eletroforética foram preparadas suspensões 

cerâmicas com 0,04 % (volume) de HAp e ß-TCP em solução aquosa de KCl 1.10'̂  M. O 

pH das suspensões foi ajustado com HCl ou KOH, obtendo diferentes pHs para leitura. As 

medidas foram realizadas em Zetâmetro, ZETA PALS - Brookhaven Instruments 

Corporation. 

Para analisar a influência do dispersante (dispex A40), um poliacrilato de 

amonio com peso molecular de 10.000 Daltons, foi preparada uma suspensão nas mesmas 

condições adotadas anteriormente para o estudo de potencial zeta, variando-se, neste caso, 

a concentração de dispersante. A cada adição do dispersante foram medidos valores de 

mobilidade eletroforética, determinando o potencial zeta correspondente a diferentes pHs, 

mantendo intervalo alcalino. 

Após a caracterização dos pós, quanto aos valores de potencial zeta, em 

diferentes pHs, foi realizada uma avaliação reológica das suspensões. 

4.5.2 Estudos reológicos 

A partir dos resultados de potencial zeta foram preparadas suspensões 

cerâmicas nas mesmas concentrações de dispersante analisadas no ensaio de potencial zeta. 

É importante considerar que a obtenção da suspensão inicial foi baseada nas 

concentrações dos reagentes definidas pela teoria do gelcasting de espumas 

contendo em média teores acima de 55% (massa) de sólidos em solução aquosa com 1% 

(massa) de monômero, garantindo uma condição adequada de estabilidade pela adição de 

um dispersante específico, sendo mantidas em ultrassom para assegurar boa 

homogeneidade de dispersão. 

O fluxograma representativo da primeira etapa da metodologia gelcasting para 

o preparo da suspensão, etapa que antecede a obtenção da espuma, é apresentado na 

Figura 4.1. 
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cerâmica 

Ajuste de pH 
(NH4OH) 

dispersante 
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Homogeneização 
mecânica + ultrassom 

Figura 4.1 -Fluxograma da metodologia utilizada na obtenção das suspensões. 

Neste estudo foi observado o comportamento típico das suspensões, utilizando 

equipamento Reômetro - Brookfield LV, modelo DV-III, com porta-amostra para pequeno 

volume de material e spindle SC4-18. As suspensões foram submetidas a ciclos de 

cisalhamento crescentes e em seguida decrescentes, com taxa de cisalhamento variando 

entre 2 e 30 s"'. 

Para o estudo de gelificação, a reologia foi analisada a partir de ensaios 

oscilatórios no modo de operação, com freqüência e tensão constantes de 1 Hz e 1 Pa, 

respectivamente, e um tempo de ajuste de 30s para as medidas. Neste ensaio foram 

analisadas suspensões aquosas contendo diferentes concentrações (5, 6 e 7 %> em massa) de 

albumina. Ufilizou-se o sistema de medidas de placas paralelas na obtenção das variáveis: 

G' (módulo de armazenamento ou elásfico) e G" (módulo de perda ou viscoso), em função 

da temperatura, no intervalo de 35-80°C. Como a temperatura é a principal responsável 

pela consolidação da suspensão na metodologia da albumina, contribuindo diretamente 

para formação do gel e na desnaturação da proteína, as leituras foram realizadas em função 

desta grandeza - T(°C). 

As leituras foram iniciadas a 35°C, já que foi necessário um brando 

aquecimento da suspensão para assegurar uma melhor condição de homogeneidade da 

amostra durante seu preparo. Suspensões heterogêneas com presença de glóbulos de 

albumina são características de sistemas obtidos a temperatura ambiente e podem 

comprometer as análises reológicas, por isso foi utilizado um aquecimento (30- 35°C) 

seguido de dispersão em ultra-som (30s). As leituras limitaram-se a temperaturas de até 

80°C, já que em temperaturas superiores, a albumina já sofreu processo de desnaturação, e 

pode ocorrer ruptura de sua estrutura devido ao início do processo secagem da suspensão. 
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moldagem 

Dispex A40 

(Ciba) 

Homogeneização 

mecânica + ultrassom 
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(-3000 rpm) 

Figura 4.2 - Fluxograma da metodologia utilizada na obtenção das espumas cerâmicas. 

A inovação desta técnica refere-se a ausência da adição de monômero, 

iniciador e catalisador, necessários para produção de um corpo poroso, rígido e gelificado. 

Esta metodologia torna-se bastante versáfil pelo fato de não exigir atmosfera controlada e 

pelo aproveitamento das propriedades surfactantes (emulsão, cozimento, espumante, 

estabilizante) e reológicas (agregação, gelação, viscosidade) da albumina Neste 

processamento, suspensões cerâmicas foram preparadas em condições que se aproximavam 
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podendo comprometer as propriedades reológicas estudadas. Nesta situação é difícil 

garantir que a amostra ainda esteja em regime elástico, prejudicando a leitura de um sinal 

claro e intenso desta propriedade (gelificação). 

4.6 Obtenção e caracterização da espuma 

Diferentes proporções entre as fases de HAp e ß-TCP foram obtidas. As 

composições (% em massa) das misturas foram nomeadas da seguinte maneira: 5H (50% 

de HAp e ß-TCP), 2H/7T (25% HAp e 75% ß-TCP) e 7H/2T (75% HAp e 25% ß-TCP). A 

etapa de obtenção da espuma está descrita no fluxograma apresentado na Figura 4.2. 
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O máximo possível da metodologia do gelcasting, em termos de quantidade de cada 

componente. Adotou-se uma quantidade de albumina entre 5-7%. É importante salientar 

que a albumina participa como teor de sólido nesta metodologia, competindo com a 

cerâmica na etapa de dispersão e gerando suspensões mais viscosas que as suspensões 

obtidas pelo gelcasting de espumas. 

Após obtenção, as espumas cerâmicas foram vertidas rapidamente em 

diferentes moldes e levadas a estufa a 60°C para gelificação. As paredes do molde foram 

previamente lubrificadas com vaselina para facilitar a remoção da espuma consolidada. A 

temperatura ideal foi definida após a interpretação do estudo reológico, na determinação do 

ponto de gel e o tempo foi variado de acordo com o volume de espuma, ou seja, o tamanho 

do molde utilizado. Após reação de gelificação, a espuma é removida do molde e mantida 

em estufa (60°C) por meia hora para prévia secagem e depois mantida ao ar para perda 

gradativa de água, evitando o aparecimento de trincas. Posteriormente, as amostras foram 

tratadas termicamente a 600 °C/2h com taxa de aquecimento de 3 "C/min para degradação 

completa dos orgânicos. As amostras foram sinterizadas em atmosfera oxidante, usando 

taxa de aquecimento e resfriamento de 5°C/min e 10°C/min, respectivamente. As taxas de 

aquecimento e resfriamento foram mantidas para as diferentes misturas e para as 

composições monofásicas, variando somente a temperatura e tempo de sinterização. 

As condições adotadas foram: 1100"C/lh, para HAp; 1200°C/30min, para a 

mistura 7H/2T; e 1250°C/30min para o TCP e as misturas 5H e 2H/7T; temperaturas 

estabelecidas a partir de dados de densificação para as diferentes composições 

Após sinterização, as amostras foram caracterizadas quanto às fases cristalinas, 

por difração de raios-X, adotando os mesmos parâmetros dos pós de partida; morfologia e 

análise da microestrutura, por microscopia eletrônica de varredura. 

4.6.1 Avaliação da Porosidade 

Os valores de porosidade foram calculados de acordo com a norma ASTM 

C20-00, pela equação ' " : 

Porosidade aparente: PAp=(mu - ms)/(mu-mi) x 100 (eq-3) 

Sendo: 

mu = massa úmida 
ms= massa seca 
mi = massa imersa 
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Para determinação destes dados foi utilizado querosene (p=0,76g/cm^ a 25°C) 

como líquido penetrante, e não ágvia. Esta substituição está relacionada ao fato do 

querosene apresentar, a temperatura ambiente, menor tensão superficial (23 dina/cm) em 

relação à água (72 dina/cm), esta característica permite maior habilidade de penetração nos 

poros e desconfinuidades, conferindo melhor molhabilidade e capilaridade, forças que 

estão associadas também a tensão superficial, induzindo uma penetração espontânea na 

região dos poros. Durante este ensaio as amostras foram imersas em querosene e mantidas 

num sistema de vácuo por 30 minutos, para eliminação completa de gases aprisionados, 

antes de mensurar os valores de massa (imersa e úmida) necessários para determinação da 

porosidade. 

A distribuição do tamanho de poros foi obtida pela técnica de intrusão de 

mercúrio, equipamento Micromeritics-Autopore III e os valores comparados com os dados 

de porosidade aparente obtidos anteriormente. 

4.7 Ensaios in vitro 

4.7.1 Dissolução e Bioatividade em SBF 

Foi analisado o comportamento das cerâmicas porosas por um período de 21 

dias na presença de solução simulada do plasma sanguíneo humano (SBF), com pH de 

7,24. A preparação do SBF está descrita no Apêndice A. 

Para este ensaio foram cortadas amostras cilíndricas com 10 mm de diâmetro e 

5 mm de altura; e adotada uma razão de área geométrica das cerâmicas em relação ao 

volume de solução, S/V= 0,1 cm'' . Os corpos de prova foram limpos, em ultrassom, em 

água deionizada, por 1 minuto, e em acetona por 20 segundos e mantidos em estufa a 40°C 

até o momento do experimento. Os recipientes, para assegurar uma boa assepsia e evitar 

presença de resíduos indesejáveis, passaram por etapa de enxágüe com um pouco de 

solução SBF, antes dos experimentos. 

Durante os experimentos, os frascos contendo os corpos de prova com SBF 

foram mantidos em equipamento Shaker (TE-420, Tecnal) com sistema de agitação 

ajustado a 40 rpm e temperatura fixa de 37,0°C. As soluções de SBF foram renovadas a 

cada 3 dias. Após este período as amostras foram analisadas por microscopia eletrônica de 

varredura. 
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Durante este estudo foi realizado um acompanhamento quanto ao ganho de 

massa das amostras e variação de pH das soluções, sendo monitorados os elementos Ca e P 

por medidas de espectrometria de emissão por plasma induzido (ICP-OES). Estes 

resultados foram comparados com os dados obtidos pelos ensaios envolvendo o meio 

simulado (DMEM) de cultura de células. 

4.7.2 Ensaios de cultura com osteoblastos 

De acordo com o Órgão Internacional de Padronização (International Standard 

Organization), ISO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro é o primeiro teste para 

avaliar a biocompatibilidade de qualquer material com potencial para aplicações médicas. 

Estes testes se destacam pela facilidade de padronização das amostras e controle de fatores 

como: pH, temperatura, pressão osmótica, concentração de C O 2 e O2. Porém é exigido um 

ambiente totalmente estéril e asséptico para a prática deste ensaio, sendo o alto custo do 

experimento sua maior desvantagem, comparada ao custo relativamente baixo dos 

experimentos em animais. 

Foi realizado teste preliminar de biocompatibilidade e citotoxicidade de acordo 

com o protocolo da ISO 10993-5 '^''. Nesta norma constam três categorias para testes de 

citotoxicidade de biomateriais. Neste trabalho optou-se pelo teste de contato direto, análise 

de rotina utilizada pelo Laboratório de Pesquisa Básica em cultivo celular do 

Departamento de Dentística da FOUSP. 

Como as linhagens derivadas de osteossarcoma nem sempre apresentam 

diferenciação completa in vitro e linhagens imortalizadas podem adquirir expressão 

fenotípica diferente das células das quais foram originadas, as células utilizadas nesse 

trabalho foram extraídas de cultura primária de osteoblastos porque representam fielmente 

as células com as quais os implantes vão interagir quando implantados in vivo. Células da 

linhagem OSTEO 1 de osteoblastos de ossos de camundongos recém-nascidos foram 

utilizadas neste estudo. Essas células foram cultivadas em meio essencial de Eagle 

modificado por Dulbecco (DMEM), cuja composição é detalhada no Apêndice B, 

suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino e \ Vo de antibiótico-antimicótico, mantido a 

37°C em atmosfera de 5% de C O 2 . 

O procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar, seguindo os 

protocolos para manutenção da esterelidade dos materiais, suplementos e meio de cultura. 

Os ensaios foram realizados em placas de 24 poços, com osteoblastos na densidade de 
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4x10'* células/poço incubadas em DMEM na presença de amostras bifásicas da mistura 

(HAp/p-TCP) 1:1, com dimensões de 10 mm de diâmetro e altura entre 5-8 mm. Figura 

4.3. As amostras foram previamente esterilizadas a uma dose de 25kGy por meio de 

radiação gamma (Co60, Gammacell modelo 220, Centro de Tecnologia das Radiações-

IPEN). 

umim 
Figura 4.3 - Amostra típica para o ensaio in vitro, processada via albumina, sinterizada e 

cortada em serra-copo de 10 mm. 

Foram estabelecidos 4 grupos de acordo com os tempos experimentais de 12 

horas, 1, 2 e 3 dias, sendo cada grupo formado por 3 amostras. Tabela 4.1. 

Tabela 4.1 - Planejamento dos ensaios in vitro com cultura de células. Separação em 4 

grupos de estudo em função do tempo. 

grupo 1 grupo 2 grupo 3 grupo 4 

12 horas 1 dia 2 dias 3 dias 

Este ensaio normalmente é utilizado para uma resposta imediata ou de curto 

prazo, sendo avaliadas: ancoragem celular, alterações no crescimento celular, na 

membrana citoplasmática, ou perturbação metabólica. Deve-se considerar que o objetivo 

principal destes testes é demonstrar a natureza citotóxica. ou não. do material, e não a 

reação tecidual que ele provoca. 

O aspecto morfológico das células foi analisado a cada tempo experimental em 

microscópio eletrônico de varredura e comparado com dados obtidos da literatura. 

Paralelamente, foi realizado estudo do meio de cultura, sem a presença das 

células, para avaliar o comportamento do meio de simulação DMEM na presença das 

cerâmicas bifásicas de mesma composição destinada aos estudos em SBF. Este estudo foi 
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concretizado avaliando alterações de massa, variações de pH e monitorando concentrações 

de Ca e P nas soluções por espectrometria de emissão por plasma induzido, durante os 

diferentes períodos. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Este capítulo apresenta o teor de maior importância da tese. Nele estão apresentados os 

resultados de maior pertinência, obtidos no decorrer da pesquisa. Resultados quanto aos 

materiais de partida, quanto à metodologia do gelcasting e da consolidação via albumina 

são relatados na sua íntegra e comparados com dados já prescritos na literatura. A essência 

da argumentação teve forte embasamento da Revisão Bibliográfica apresentada. 
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(a) (b) 

Figura 5 .1- Difratograma dos pós não sinterizados (a): P-fosfato-tricálcico e (b): 
hidroxiapatita, respectivamente. 

Os pós. Figura 5.2, apresentam morfologias diferentes, sendo observada a 

presença de aglomerados com formato mais esférico e superfície de característica rugosa, 

para a HAp, enquanto o TCP é constituído de partículas maiores com geometria facetada e 

superfícies mais lisas. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Caracterização dos materiais de partida 

5.1.1 Avaliação dos pós cerâmicos 

Foram obtidos difratogramas dos pós de partida (não sinterizados) de 

hidroxiapatita e ß-fosfato-tricalcico para confirmar a presença das fases características 

destes materiais e observar a coexistência de fases secundárias, como o fosfato tricálcico, 

que pode estar presente em HAp comerciais, ou CaO e Ca(0H)2 empregados para atingir a 

razão estequiométrica ideal de Ca/P no material 

Os difratogramas obtidos são apresentados na Figura 5 .1- (a) e (b), onde é 

possível observar apenas os picos característicos do ß-fosfato tricálcico e da hidroxiapatita, 

respectivamente. 
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(a) (b) 

(c) (d) 

Figura 5.2 - Micrografias dos pós de partida, (a) HAp e (b) TCP, obtidos por MEV e 

(c)HAp e (d) TCP, obtidos por MET. 

Normalmente, pós finos garantem melhores características para a sinterização, 

assegurando microestruturas finas, homogêneas e livres de macrodefeitos, porém o 

processo de dispersão pode ser dificultado, considerando que pós finos absorvem maior 

quantidade de água para reduzir sua energia livre e suprir a deficiência de ligação 

A área de superfície específica dos pós foi obtida pelo método de BET. Não foi 

observado desvio na linearidade na curva da isoterma de adsorção, sugerindo superfícies 

homogêneas dos pós, não havendo condensação nos poros ou quimiossorção. O valor da 

constante C, que corresponde a energia de condensação, é de 52 para a HAp e 13 para o 

TCP. Estes valores numéricos se encontram no intervalo ótimo de medida, não implicando 

maior afinidade entre as moléculas do próprio gás (N2) utilizado no ensaio que do 

gás/sólido e nem posições preferenciais de adsorção, o que toma o resultado confiável. Os 

resultados desta análise e de distribuição de tamanho de partículas, obtida pelo método de 
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difração a laser, dos pós de hidroxiapatita e p-fosfato-tricálcico, são apresentados na 

Tabela 5.1. 

Tabela 5 .1- Resultados obtidos das análises por BET e Cilas. 

Parâmetros avaliados Hidroxiapatita -HAp Fosfato tricálcico - TCP 

Tamanho de partículas D 9 0 % (um) 7,37 9,77 

Tamanho de partículas D 5 0 % (um) 2,83 2,67 

Tamanho de partículas D 10% (um) 0,80 0,60 

Diâmetro médio partículas (um) 3,59 4,0 

Área superficial BET (m 2 /g ) 45,7 ± 0 , 2 2,3 ± 0 , 1 

Estas técnicas forneceram resultados que estão associados ao estado de 

aglomeração dos pós, principalmente na HAp, indicando a presença de agregados densos, 

já que não foram rompidos depois de mantidos em ultra-som. As partículas muito finas 

tendem a se aglomerar em decorrência da maior intensidade das forças atrativas sobre as 

repulsivas, devido a distribuição de cargas nas superfícies. Normalmente , partículas de 

dimensões pequenas, suspensas em meio líquido, tendem a se movimentar rápido e 

aleatoriamente, decorrente do impacto entre as próprias partículas, ou com as moléculas do 

meio, ou contra a superfície do recipiente, facilitando a aglomeração. Este fenômeno 

apresenta uma influência marcante sobre o comportamento reológico de suspensões, visto 

que áreas de superfície específica elevada são favoráveis a formação de aglomerados 1 1 7 . 

Foram obtidos espectros de infravermelho por transmitância para os pós de 

HAp e TCP . As Figuras 5.3-5.4 apresentam os espectros obtidos e os picos de 

transmitância característicos. 

3500 2500 2000 1500 

n°. de onda (cm"1) 
1000 500 

Figura 5.3 - Espectro de transmitância obtido por FTIR da H A p (material de partida). 
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Os principais picos de energia de vibração identificados nas duas amostras: 

HAp e TCP são atribuídos aos grupos funcionais de ortofosfatos (PO4"3), hidroxilas (OH"), 

hidrogenofosfato (HPO4"2) e provavelmente pirofosfato (P2O7"4), estes dois últimos em 

quantidade traço, já que seus picos não são expressivos e nem observados nas outras 

posições do espectro, características destas espécies. A presença de carbonato não foi 

observada nas matérias-primas. 

Figura 5.4 - Espectro de transmitância obtido por FTIR do P-TCP. 

No espectro da amostra de HAp, Figura 5.3, são observadas suas bandas 

características em: 561, 603 e 631 (cm"1) que correspondem aos modos de deformação 

tripla degenerada de ligações O-P-0 de grupos fosfatos do tipo V 4 C e V 4 a , associados ao 

nível de energia e tipo de vizinhança que estão ligados e, ao modo v L , do tipo rotacional da 

ligação O-H, respectivamente. Em 3572 cm"' é observada a banda decorrente também do 

grupo OH", referente a seu modo de estiramento, v s. A banda observada em 962 cm"', de 

baixa intensidade em amostras de HAp, é decorrente do modo, vi, correspondente ao 

estiramento simétrico não degenerado de ligações P-0 de grupos fosfatos. As bandas em 

1033 e 1089 (cm"') representam os modos de estiramento assimétrico triplo degenerado, 

V3c e V3a, respectivamente, das ligações P-0 de grupos fosfatos 1 7 6 . 

Foi observada a presença de água nos materiais de partida pela existência de 

bandas associadas a ruídos nas regiões de 1590 - 1630 (cm"1), modo de deformação V2 e 

banda larga por volta de 3400 cm"', sugerindo a presença de moléculas de água adsorvidas 
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na amostra de HAp. A ausência de bandas nas regiões de 610-615, 800, 1102 e 1144 (cm'') 

descarta a possibilidade de uma HAp deficiente em cálcio '̂ ^ e a ausência de bandas nas 

posições: 680, 715, 745 (cm"') e também de uma banda de forte intensidade em 3544 

(cm''), elimina a possibilidade de tratar-se de uma HAp rica em cálcio '̂ ^. 

Na amostra de TCP, a ausência de bandas em 460 e 740 (cm"') e de uma banda 

isolada, ~ 600 cm"', características do a-TCP, indica que o material de partida é composto 

apenas de ß-TCP. Este fosfato de cálcio é facilmente identificado por apresentar uma 

banda larga em 900-1200 cm'' Observa-se a presença do pico em 724 cm'', 

característico do modo simétrico v ( P - O - P ) atribuído a harmônicos de deformação P -O . A 

presença desta espécie ( P i O ? " ' * ) , pode ser decorrente da associação de tetraedros de P 0 4 " ^ 

em dímeros de P 2 O 7 ' ' ' ''' ' ' '̂ ^ . Já o pico em 1214 cm'' é característico do modo não 

degenerado de defomiação plana de hidrogênio em grupos: - 3 O P O - H O - P O 3 , comum 

em íons UPOi^ ' A presença desta espécie pode ser uma conseqüência da interação de 

moléculas de água na estrutura, alterando algumas vizinhanças na rede cristalina, já que o 

espectro. Figura 5.4, apresenta diferentemente da outra amostra, uma banda pouco 

significativa de água adsorvida na superfície, podendo ser incorporada à rede, associando-

se às espécies vizinhas. Apesar de estes dois picos serem detectados no espectro, seus 

grupos P 2 O 7 ' ' * e H P 0 4 ' ^ não foram confirmados em outras posições do espectro. 

Foi determinado o potencial zeta característico de cada cerâmica, HAp, ß-TCP. 

Informações desta natureza permitem manipular a estabilidade das suspensões em busca de 

um perfil ideal de dispersão. 

A teoria DLVO pode ser interpretada em termos da dependência entre valores 

de potencial zeta com o pH da suspensão, sendo que alterações no pH podem promover a 

formação de suspensões dispersas ou não. A Figura 5.5 apresenta a evolução do potencial 

zeta para os pós comerciais de HAp e ß - T C P em n.mção do pH. 
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Figura 5.5 - Curvas de potencial zeta obtidas a da mobilidade eletroforética para as 

amostras: (a) HAp e (b) P-TCP. 

Foi observado que a hidroxiapatita em intervalos de pH próximos a 

neutralidade e de mínima acidez ou alcalinidade (pH entre 6-8, respectivamente) 

desenvolve uma carga superficial positiva, sendo o ponto isoelétrico detectado em pH 8,6; 

neste ponto o potencial é nulo e a suspensão encontra-se aglomerada. Os valores de pH 

acima de 10,5 referentes ao intervalo máximo de potencial entre -22 e -24 mV definem 

suspensões de HAp completamente dispersas. 

A presença dos eletrólitos (HC1 e KOH) utilizados durante as medidas, 

principalmente, para pHs inferiores a 7 e próximos de 12 pode ter provocado alterações na 

curva de potencial zeta da HAp, observa-se que nestes intervalos a curva apresenta uma 

tendência diferente do seu percurso normal. Este comportamento pode estar relacionado ao 

fenômeno de saturação decorrente do aumento da força iônica (excesso do eletrólito), 

causando uma compressão na dupla camada elétrica que pode modificar a estabilidade da 

suspensão 1 1 5 . 

Para o sistema contendo P-TCP houve uma predominância de carga superficial 

negativa sobre as partículas nos diferentes pHs analisados. A maior solubilidade desta 

cerâmica com relação a HAp tornou difícil o alcance de seu ponto isoelétrico, já que 

abaixo de pH 6 o material apresenta significativa solubilidade. As partículas de P-TCP 

indicaram alta mobilidade em pH acima de 7 (intervalo de máximo potencial) , mas com 

mínima variação na sensibilidade para estes valores de pH (> 7). 

A evolução da curva de potencial zeta para o P-TCP sofreu uma sutil oscilação 

em regiões alcalinas devido a presença de contra-íons e co-íons capazes de alterar a 
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Elemento Quantidade % 
S 2,4 
Cl 2,1 
K 2,0 

Na 1,2 
P 0,18 

Mg 0,16 
Ca 0,12 
Fe 0,0041 
Ni 0,0028 
Br 0,0012 

O enxofre foi o elemento predominante encontrado na amostra de albumina. 

Sua combinação com o ferro dá origem ao sulfeto de ferro, responsável pelo alto valor de 

pH da albumina. Com o aquecimento, o enxofre é liberado da proteína sob a forma de gás 

hidrogênio sulfurado, resultando no seu odor característico Os elementos identificados 

podem ser volatilizados durante o tratamento térmico, mas a possibilidade de elementos 
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mobilidade eletroforética, mas os resultados obtidos indicam que a suspensão deste 

material apresenta-se dispersa na região com pH acima de 7. 

Os valores de pH associados ao potencial zeta, correspondentes a uma 

condição de dispersão, foram empregados no preparo das suspensões para avaliar seu 

comportamento reológico. 

5.1.2 Estudo da ovalbumina 

Com a finalidade de investigar a qualidade da albumina, considerando que não 

se trata de um reagente analítico de alta pureza, a mesma foi analisada quali e semi-

quantitativamente por espectrometria de fluorescência de Raios-X (FRX). Os elementos 

identificados e os teores encontrados na amostra estão apresentados na Tabela 5.2. Os 

elementos típicos de proteínas, que representam a cadeia de aminoácidos, como C, O, N e 

H presentes na amostra de albumina não puderam ser identificados pela limitação da 

técnica de FRX em relação a elementos leves. Esta limitação é decorrente da performance 

do cristal de LiF para determinadas regiões do espectro. 

Tabela 5.2 - Identificação elementar da amostra de albumina obtida por FRX. 
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remanescentes, principalmente aqueles que apresentam compatibilidade com fosfatos de 

cálcio (Na, K, Mg, Cl) e os próprios elementos Ca e P, não pode ser descartada. 

Para analisar a presença de seus grupos característicos, que não puderam ser 

identificados por FRX, foi obtido o espectro de transmissão por espectroscopia de 

infravermelho (FTIR), da amostra de albumina, Figura 5.6. 

Figura 5.6- Espectro de transmissão obtido por FTIR da amostra de albumina. 

No espectro apresentado é possível identificar a presença de diferentes grupos 

funcionais 1 8 0 > 1 8 1 : 600-800 cm" , banda característica da deformação angular fora do plano 

de ligação N-H, que é tipicamente encontrada em proteínas; 1072 e 1155 cm*1 atribuída a 

deformação angular no plano de ligação C-H; 1235 e 1450 cm' 1 , vibrações no plano tipo 

amida III, resultantes do estiramento C-N e da vibração N-H; 1360 cm"1 referente a 

deformação no plano simétrico CH 2 ; 1552 cm"1, vibrações no plano tipo amida II, da 

ligação N-H e estiramento C-N; 1654 cm' 1, amida I, estiramento da carbonila (C=0) da 

ligação peptídica; 2700 - 3100 cm"1 resultantes da deformação axial assimétrica e simétrica 

do grupo -CH2- da cadeia hidrocarbônica e na região de 3500 cm"1, banda larga atribuída a 

presença de água. 

A curva de análise termogravimétrica (TG) e a respectiva derivada (DTG) da 

amostra de albumina é apresentada na Figura 5.7. O gráfico desta Figura apresenta dois 

estágios de perda de massa, o primeiro com perda de aproximadamente 9%, intervalo onde 
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ocorre a desidratação e desnaturação da proteína, e o segundo estágio caracterizado pelo 

intervalo de maior perda de massa, aproximadamente 70%. é relativo ao processo de 

degradação. Após tratamento térmico a 1000°C a albumina apresenta uma quantidade de 

resíduo inferior a 9%. provavelmente de substâncias que seriam eliminadas em tratamentos 

térmicos mais longos. Baseando-se nesta análise foi utilizada taxa de aquecimento de 

3°C/min durante tratamento térmico das espumas de albumina, para facilitar a volatilização 

dos materiais, sem comprometer a sintetização. 

0 - 1 , 1 , 1 , , , 1 , 1 1 - 0 . 0 6 

2 0 0 4 0 0 6 0 0 8 0 0 1 0 0 0 

Tempera tu ra (°C) 

Figura 5.7 - Curva de análise termogravimétrica e sua respectiva derivada da amostra de 

albumina, com taxa de aquecimento de 5°C/min. em atmosfera de ar sintético. 

Na curva de DSC para amostra de albumina, observam-se apenas eventos 

endotérmicos. Figura 5.8. 
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A l b u m i n a 

1 0 0 2 0 0 3 0 0 

T e m p e r a t u r a (°C) 

4 0 0 5 0 0 

Figura 5.8 - Curva de análise térmica exploratória diferencial da amostra de albumina (taxa 

de 5°C/min). 

A literatura mostra que o processo de gelatinização de proteínas pode ocorrer 

numa faixa de temperatura de 65 a 110°C, e processo de desnaturação ocorre no intervalo 

de 55-90°C Estes processos não puderam ser comprovados na análise por DSC, 

nesse intervalo de temperatura pode-se observar apenas uma linha levemente ascendente. 

O primeiro evento observado, a 102°C, pode ser originado pelo processo de 

desidratação da proteína, de acordo com a perda de massa na curva TG (Figura 5.7), o que 

impossibilita a ocorrência de um processo de gelatinização na mesma faixa de temperatura. 

O evento endotérmico a temperatura de 157°C pode ser atribuído a uma modificação 

estrutural da proteína, causando desdobramento da molécula, expondo à superfície espécies 

que diferem de sua estmtura nativa, fenômeno que envolve uma significativa variação de 

energia e, em geral, se processa sem perda de massa. Com o objetivo de qualificar o 

evento próximo de 237°C foi realizado um tratamento térmico até 240°C para avaliar o 

aspecto da albumina e verificar a provável ocorrência de um processo de fusão nesta 

temperatura. Neste estudo foi observada uma alteração física da albumina, tanto no aspecto 

da cor (escurecimento) quanto no aspecto físico, passando de um estado de pó disperso 

para porções de grumos de tamanhos variados, comportamento que pode ser atribuído a um 

processo de fusão. Os eventos em 264°C e 286°C correspondem ao processo de degradação 
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da albumina responsáveis pela maior perda de massa. Este processo pode ocorrer em 

etapas diferentes devido a natureza heterogênea da fase amorfa da albumina 

5.2 Estudo reológico de suspensões de albumina 

Antes do processo de obtenção da espuma é muito importante a avaliação do 

comportamento do agente de consolidação, neste caso a albumina, para uma melhor 

definição do processo de gelificação. A etapa de consolidação pode ser melhor 

interpretada, avaliando-se as características reológicas, que assumem um papel primordial 

durante a modificação da suspensão fluida, para um estado rígido. 

A transição da suspensão, ainda na forma de sol, para gel pode ser monitorada 

medindo-se os módulos de armazenamento ou elástico (G') e de perda ou viscoso (G"), a 

certa freqüência em função do tempo e/ou temperatura A componente elástica (G') 

indica quanto da tensão aplicada pode ser temporariamente armazenada e instantaneamente 

recuperada; a componente viscosa (G") está associada à energia utilizada para iniciar o 

fluxo viscoso, irreversivelmente transformada em calor. Neste trabalho, como a 

temperatura é a principal responsável pela solidificação da suspensão, sendo uma variável 

que contribui diretamente para formação do gel de albumina, considerando também a 

sensibilidade das proteínas com o aumento da temperatura, as leituras foram realizadas em 

função desta grandeza - T(°C). 

Os reogramas das Figuras a seguir (Fig. 5.9 - 5.11) apresentam o 

comportamento das respostas viscosa e elástica das suspensões de albumina em diferentes 

concentrações (5, 6 e 7% massa), em função da temperatura. Nos gráficos podem ser 

observados os pontos de gelificação para as diferentes amostras (pontos de interseção entre 

as curvas G' e G"). 
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Figura 5.9 - Reograma representativo da variação das componentes: elástica (G") e viscosa 

(G") em função da temperatura, para suspensão de albumina (5% massa). 
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Figura 5.10 - Reograma representativo da variação das componentes: elástica (G") e 

viscosa (G") em função da temperatura, para suspensão de albumina (6% massa). 
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Figura 5.11 - Reograma representativo da variação das componentes: elástica (G') e 

viscosa (G") em função da temperatura, para suspensão de albumina (7% massa). 

Inicialmente, o comportamento reológico das suspensões é caracterizado por 

um módulo de perda (G") maior que o módulo de armazenamento (G'), definindo um 

comportamento viscoso para estes sistemas, G" > G'. Fisicamente, a suspensão se toma 

mais elástica ao mesmo tempo em que aumenta sua capacidade de dissipar energia quando 

deformada. Com o aimiento da temperatura, a componente elástica predomina sobre a 

componente viscosa, comportamento característico de gel (G'>G"). O aumento mais 

acentuado de G' após a interseção entre os dois (G' e G") pode ser resultante da formação 

rápida de zonas de junção entre cadeias que formam a rede do gel '̂ '̂  

Um dos critérios adotados na literatura para determinar a reação de gelificação, 

prevê que o ponto de gel é alcançado quando as curvas de G' e G" se interceptam, ou seja, 
185 * 

o tempo necessário para que G' e G" se igualem . Na verdade, a igualdade destas 

variáveis não deve ser considerada como propriedade universal do ponto de gel, pois, o 

tempo necessário para que a interseção de G' com G" ocorra, pode ser muito próximo, mas 

não é idêntico ao tempo necessário para a transição sol-gel. Porém, esse critério vem sendo 

utilizado por diversos autores '^''' 

As suspensões contendo: 5, 6 e 7% de albumina apresentaram ponto de gel a 

uma temperatura equivalente a 65, 69 e 75 °C, respectivamente. Observa-se que com o 

aumento da concentração de albumina uma temperatura mais alta é necessária para a 

reação de gelificação. Este comportamento foi mais expressivo para suspensões com maior 

quantidade de albumina. 
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As interações hidrofóbicas, eletrostáticas e pontes de hidrogênio contribuem 

para formação e estabilização da rede do gel e podem ser afetadas pela temperatura. A 

temperatura ótima de gelificação corresponde a um máximo da cooperação das interações 

hidrofóbicas e pontes de hidrogênio. Ligações secundárias sofrem diferentemente o efeito 

da temperatura; enquanto pontes de hidrogênio são estabilizadas pela diminuição da 

temperatura, as ligações hidrofóbicas são formadas a temperaturas mais elevadas . Em 

temperaturas mais elevadas, normalmente o ponto de gel é caracterizado por uma rede 

tridimensional mais fraca, em função da menor contribuição das pontes de hidrogênio. 

Neste caso, a formação do gel ocorre mais rapidamente devido à contribuição 

predominante de ligações hidrofóbicas Para assegurar uma secagem lenta, na garantia 

de estruturas mais fortes obtidas preferencialmente pela cooperação entre pontes de 

hidrogênio e poucas interações hidrofóbicas, a etapa de consolidação da espuma, neste 

trabalho, é realizada a temperatura de 60°C, tendo como conseqüência um sólido mais 

resistente. 

Para a suspensão 6% de albumina é observado valores constantes de G' (em 

tomo de G'=0,86 Pa), indicando provavelmente, o fim da reação de gelificação. Em 

temperatura próxima a 80°C foi observado um aumento para os valores de G", estas 

oscilações de comportamento podem ser atribuídas a desestruturação do material, que 

provavelmente nesta temperatura estava sendo solicitado fora de seu regime elástico ou 

devido a existência de uma estrutura resultante de alguma pré-agregação das partículas 

proteicas. 

Durante os ensaios oscilatórios, notou-se que houve um aumento da 

elasticidade das suspensões estudadas, apresentando uma rigidez suficiente para 

desmoldagem, verificado empiricamente utilizando-se uma espátula. O aumento da rigidez 

foi proporcional ao aumento da concentração de albumina nas suspensões. 

5.3 Estudo da obtenção das suspensões 

Inicialmente o preparo das suspensões foi baseado em concentrações do 

gelcasting definidas na literatura '''^ que recomenda um teor de sólido superior a 55% 

(massa) e cerca de 1% (massa) de monômero. Para esta concentração de sólido, a 

suspensão de ß-TCP apresentava elevada fluidez, característica que proporcionou um 

aumento da concentração de sólidos para valores próximos a 70%), mantendo ainda uma 

fluidez adequada. O caráter disperso desta suspensão pode estar relacionado ao seu pH 



RESULTADOS E DISCUSSÃO 

final de 7,5 , que corresponde a um potencial zeta (Figura 5.5), com boa condição de 

dispersão para as partículas em suspensão. 

Durante o preparo das suspensões foi observada uma fácil dispersão e uma 

tendência à sedimentação em tempos prolongados para as amostras contendo P-TCP. Este 

comportamento pode ser resultante da menor solvatação e de seu maior tamanho de 

partícula, que pode promover uma acelerada sedimentação e, a menor área superficial deste 

material, tendendo a uma dispersão mais fácil, comparada a HAp. E importante esclarecer 

que o tempo para obtenção da espuma consolidada não foi afetado pelo efeito da 

sedimentação do p-TCP, que acontece em tempos mais longos. A suspensão de HAp, 

obtida inicialmente apresentou o aspecto de uma pasta totalmente aglomerada, por isso 

suas suspensões foram feitas com uma concentração de 58% de sólidos. Esta concentração 

de sólidos para suspensão de HAp, apesar de menor em relação às suspensões que contêm 

a fase TCP, supera a maioria dos dados encontrados na literatura n 8 , 1 2 4 . 

As suspensões obtidas foram submetidas a um estudo reológico preliminar. 

Neste estudo, não foi variado o teor de sólidos, nem a concentração de dispersante, com o 

objetivo de observar o perfil inicial de viscosidade das suspensões. As Figuras 5.12 e 5.13 

(a) apresentam as curvas de tensão em função da taxa de cisalhamento, que descreve as 

propriedades de fluxo, e o comportamento da viscosidade em função da taxa de 

cisalhamento (curvas b) das suspensões de HAp e P-TCP, respectivamente. 

180-. 

160-

140-

120 

. j— 100 

2 80 

60 

4 0 -

20 

0 

HAp 

I 10 

Y d / S ) 

(a) 

2500-] 

2250 

2000 

1750 

CD 

<^ 1500-

1250 

1000-

750-

500-
- 1 — 

18 

HAp 

K 
- 1 — 

10 

7 (1/S) 

(b) 

Figura 5.12 - Curvas da tensão de cisalhamento (a) e da viscosidade (b) em função da taxa 

de cisalhameto para suspensões de HAp. 
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Observando a curva (a) de tensão de cisalhamento (t) em função da taxa de 

cisalhamento (y) é possível afirmar que o comportamento reológico da suspensão de HAp é 

típico de suspensões concentradas, ou seja, pseudoplástico, mas tendendo a um 

comportamento newtoniano em taxas mais altas. A suspensão de p-TCP, Figura 5.13-a, 

apresenta comportamento newtoniano; sua tensão máxima de cisalhamento corresponde a 

valores mínimos de tensão alcançados pela HAp para promover um decréscimo na 

viscosidade, podendo indicar uma melhor dispersão do p-TCP ou a presença de 

aglomerados mais fracos. A curva (a) da Figura 5.13, suspensão de P-TCP, apresenta 

pequena oscilação na tensão de cisalhamento, o que pode estar relacionada a sedimentação 

mais rápida de suas partículas. 
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Figura 5.13 - Curvas da tensão de cisalhamento (a) e da viscosidade (b) em função da taxa 

de cisalhameto para suspensões de P-TCP. 

A curva (b), amostra de P-TCP, Figura 5.13, indica a existência de uma 

viscosidade inicialmente alta na suspensão, que pode estar relacionada a uma eventual 

aglomeração de partículas presentes a baixas taxas (y < 0,5 s' 1); para taxas de cisalhamento 

mais altas há a destruição destes aglomerados, com liberação da água retida no seu interior, 

o que justifica a queda brusca na viscosidade. Este comportamento foi mais pronunciado 

para suspensões de HAp (Figura 5.12 - b), estas apresentam uma tendência de redução na 

viscosidade (comportamento pseudoplástico) a taxas intermediárias. Em contrapartida, a 

suspensão de p-TCP, no mesmo intervalo intermediário de taxa de cisalhamento, apresenta 

um comportamento estável de viscosidade, independente da taxa. 
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As curvas obtidas, relativas a amostra de TCP apresentam perfil semelhante ao 

descrito como "ideal" para geração de espuma a partir do gelcasting, devido a baixa 

viscosidade da suspensão. Este comportamento pode estar relacionado a menor área de 

superfície específica do pó, reduzindo a quantidade de líquido aprisionado, restando um 

volume maior para suspensão, o que acaba contribuindo para a redução da viscosidade. 

Para a HAp, que apresenta alta área de superfície específica, a solvatação é maior, restando 

pequeno volume de líquido livre na suspensão, gerando uma viscosidade mais alta. 

A baixa fluidez da HAp também pode estar relacionada, ao pH 8, atingido pela 

suspensão final. Neste pH a suspensão encontra-se muito próxima de seu ponto isoelétrico, 

8,6 (Figura 5.5-a), tomando-se mais sujeita a formação de aglomerados e capaz de afingir 

viscosidades mais altas. Para verificar a ocorrência deste fenômeno e evitar este tipo de 

comportamento (baixa mobilidade), o pH da suspensão foi deslocado para um intervalo 

mais alcalino, com maior valor de potencial zeta. A literatura '̂ ^ tem demonstrado que 

valores de ± 20 mV de potencial zeta são suficientes para promover uma dispersão 

adequada. Neste estudo, o pH da suspensão de HAp foi ajustado para 10, observando-se 

uma redução na viscosidade. Figura 5.14. 
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Figura 5.14 - Curvas de viscosidade em função da taxa de cisalhamento para suspensões 

de HAp em diferentes pHs. 

Observa-se que a suspensão em pH 10 apresentou o mesmo comportamento 

inicial, tendendo a ficar constante a taxas superiores a 2 s"', enquanto que para a suspensão 

em pH 8, o efeito de pseudoplasticidade predomina em taxas intermediárias. 
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(c) 

Foi realizado outro estudo de potencial zeta, agora na presença do dispersante 

aniônico (dispex A-40), um poliacrilato de amonio, em diferentes pHs para amostras de 

HAp, ß-TCP e da mistura 5H, obtida com 50% (massa) das fases, hidroxiapatita e ß-

fosfato tricálcico (HAp : ß-TCP). Esta análise tem a finalidade de verificar possíveis 

modificações de cargas superficiais em função da interação com íons H'̂  e OH' , 

determinantes de potencial e a variação da viscosidade. Foram utilizadas cinco diferentes 

concentrações (%vol.(d¡sp) / % vol.(pó)) do dispersante, no intervalo de pH alcalino, 

considerado o mais eficiente pelos resultados anteriores. 

Os gráficos (Figura 5.15), apresentam as variações de potencial zeta em 

intervalo alcalino de pH, com diferentes concentrações de dispersante e, da viscosidade das 

suspensões de gelcasting, em função da taxa de cisalhamento, preparadas com a 

quantidade de dispersante definida por este estudo. 
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Figura 5.15 - Avaliação do comportamento das suspensões de HAp, TCP e 5H, 

respectivamente. Variação do potencial zeta (a), (c), (e) e da viscosidade da suspensões de 

gelcasting (b), (d) e (f), em função da concentração do dispex A-40 (40%massa). 

Os dispersantes parecem adsorver à superfície das partículas e modificar a 

dupla camada elétrica, elevando sua carga superficial negativa (Figura 5.15 - a, c, e), que 

possibilita uma melhor estabilização para as suspensões com valores de pH entre 10 e 11. 

Observa-se para todas as suspensões um valor de potencial zeta muito superior a 20 mV, 

apontado pela literatura como base para assegurar boa estabilidade para suspensões 

concentradas 1 2 1 . 

Os valores de potencial zeta, em pH 10,5, foram mais efetivos para 

concentrações de dispersante correspondente a 1,75% para suspensões de HAp e TCP 

(gráficos a, c) e, 2,12% para a mistura 5H (gráfico e). Os valores de concentração (% em 

volume) de dispersante, em relação a massa do pó, foram convertidos para concentração 

em massa (massa de dispersante em relação a massa de pó: mg/g) para uma melhor 

visualização dos resultados. 

Nas curvas da Figura 5.15 (b, d, f) é observado que a presença do monômero, 

hidroximetilacrilamida (HMAM), que compõem o gelcasting, ocasiona alterações na 

superfície do pó, o que pode justificar as diferenças observadas na correlação entre a 

melhor concentração de dispersante na suspensão que contêm apenas o pó disperso (curvas 

a, c, e) e a obtida no processamento por gelcasting (curvas b, d, f). Para as amostras de 

HAp e da mistura 5H, as concentrações de dispersante (1,75% e 2,12%, respectivamente), 

responsáveis pelo melhor comportamento de potencial zeta não correspondem a menor 
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viscosidade para as suspensões do gelcastmg, diferente da suspensão de TCP, onde o 

melhor resultado de potencial zeta e viscosidade estavam de acordo com a concentração 

de dispersante. Este comportamento confirma que o pH inicialmente apresentado pela 

suspensão de TCP, distante de seu ponto isoelétrico, fornece uma melhor condição de 

dispersão que para a HAp. 

Obteve-se uma suspensão otimizada de TCP com 71,4% de sólidos e 0,3%) de 

dispersante em relação a massa total da suspensão (Tabela 5.3), este valor de dispersante 

corresponde a 0,6 mg/m^ (considerando sua área de superfície específica) que está de 

acordo com o valor de 1,8 mg/g, observado em uma das curvas da Figura 5.15-d. 

E muito provável que exista uma competição entre a adsorção de íons OH" e 

adsorção da cadeia hidrocarbônica presente no dispersante e/ou no monômero (HMAM). 

Como a hidroxila é um íon determinante de potencial, sua adsorção por ponte de 

hidrogênio deve ocorrer preferencialmente à da cadeia monomérica. A geração da carga 

superficial negativa pode, por repulsão eletrostática, impedir a adsorção do dispersante que 

se encontra ionizado (forma aniônica) neste intervalo de pH, conduzindo a um aumento da 

viscosidade observada em algumas das curvas (b, d, f ), Figura 5.15, com o aumento da 

concentração do dispersante. 

A suspensão de HAp apresentou um teor máximo de sólidos de 59,5%) (massa) 

com a adição de l,9%o (massa) de dispersante (Tabela 5.2), mantendo ainda uma 

viscosidade alta. Figura 5.15 (b), que pode dificultar a formação da espuma. Por esse 

motivo e também pelo fato do reômetro estar operando no limite de seu torque para esta 

suspensão, não foi possível a realização de mais medidas, considerando que suspensões 

anteriores não apresentaram diminuição considerável na viscosidade, contendo 58%) de 

sólidos. A necessidade de uma quantidade maior de dispersante para suspensão de HAp 

pode estar relacionada a alta área de superfície específica do pó, apresentando um teor de 

dispersante de 0,7 mg/m^, quantidade que se aproxima dos dados encontrados na literatura. 

Concentrações superiores de dispersante não causaram redução da viscosidade e tendem a 

reduzir a quantidade de sólido na suspensão. 

A presença da HAp na mistura 5H causou o mesmo efeito, ou seja, foi 

necessária uma quantidade maior de dispersante que a apresentada pela melhor curva 

(2,12%o do gráfico-e) de potencial zeta. A suspensão apresentou 65,2% (massa) sólidos e 

l,l%o (massa) dispersante (Tabela 5.2), na melhor condição de viscosidade (curva 17mg/g, 

gráfico-f), concentração que corresponde a 0,7 mg/m^. 
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Componentes (% em massa) p-TCP HAp 5H 
sólidos 71,4 60 65,2 
Água 21,8 32 26,2 

Dispersante : Dispex A40 0,3 1,8 1,1 
Monômero 6,5 6,2 7,5 

Estes estudos realizados para o gelcasting serviram de base para elaboração das 

suspensões de albumina. É importante salientar que estas suspensões apresentam um 

comportamento pseudoplástico que independe da presença do monômero, que caracteriza a 

principal diferença entre uma técnica e outra. Observa-se que o comportamento das 

suspensões é definido pela característica intrínseca de cada pó de partida, por isso a 

validação destes estudos é pertinente para a obtenção das suspensões com o uso da 

albumina. 

5.4 Estudos para obtenção da espuma 

As suspensões estudadas neste trabalho são constituídas predominantemente de 

um sal de cálcio, e também há a presença deste elemento na constituição da albumina, 

assim, precisa ser considerado que alguns espumantes disponíveis no mercado podem 

sofrer efeitos consideráveis na presença de cálcio, ou água dura, levando a uma inibição 

S8 

O dispersante exerce para as diferentes suspensões, um efeito significativo no 

módulo de potencial zeta, conseguido pelo aumento do potencial de repulsão entre as 

partículas. A partir deste estudo, confirmou-se a necessidade de trabalhar em intervalo 

alcalino, próximo de 10,5 para assegurar maior estabilidade às suspensões concentradas. 

As concentrações de cada componente da suspensão (gelcasting) foram feitas, 

inicialmente, a partir de dados disponíveis na literatura correspondentes a esta 

metodologia. A partir das informações de potencial zeta, obtidas anteriormente (Figura 

5.5), que sugeriram melhor intervalo de pH e agora com a viscosidade em função da 

concentração do dispersante (Figura 5.15), as suspensões puderam ser otimizadas e 

utilizadas na elaboração das suspensões com albumina. A Tabela 5.3. apresenta as 

quantidades de cada componente para técnica do gelcasting. 

Tabela-5.3 Quantidade de reagentes utilizados no preparo das suspensões por gelcasting, 

baseado nos estudos realizados. 
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Nome comercial Composição química Propriedade 

Genapol LESA Lauril éter sulfato de amonio Aniônico 

Genapol LSA Lauril sulfato de amonio Aniônico 

Genapol X Álcool sintético etoxilado Não iónico 

Sandopan Ácido poHéter carboxílico Aniônico 

Genaminox KC180 Óxido amino dimetil alquil Não iónico 

Alkolan CP30 Cocoamido propil betaina Anfótero 

Não foram selecionados surfactantes catiônicos, Tabela 5.4, pois são 

considerados de menor detergência '̂ '̂  e na presença de espécies aniônicas, como é o caso 

do dispersante utilizado na suspensão, pode induzir a precipitação com formação de 

complexos que tendem a flocular Foi testado o comportamento de um surfactante 

anfótero, considerando que no intervalo de trabalho (meio alcalino), sua espécie aniônica 

prevalece. 

Foi analisada a efetividade dos espumantes na ausência, e na presença, da 

albumina. Na avaliação do comportamento isolado dos espumantes foram mantidos: 

mesma concentração ( 1 % massa) de espumante em água destilada e tempo de agitação de 3 

minutos em batedeira com alta velocidade (~ 3000 rpm). Os espumantes: Genapol LESA, 

Genaminox e Alkolan promoveram espumas de boa estabilidade, tendo uma baixa sinérese 

nos primeiros 3 minutos e alcançando uma expansão da espuma superior a 130%. O 

Genaminox apresentou maior habilidade para formação de espuma, atingindo valor de 

157%. A ação dos 3 espumantes (Genapol LSA, Genapol X e Sandopan), que produziram 

expansão de 115%), pode ter sido prejudicada em função de suas características físico-

durante a etapa de formação e maturação da espuma. Quanto à efetividade desses 

espumantes, sua composição química exerce uma forte influência da solubilidade em água, 

por isso espumantes à base de potássio ou outros íons alcalinos são considerados mais 

efetivos Espumantes desta natureza não puderam ser utilizados devido a alta afinidade 

com fosfatos de cálcio, o que poderia comprometer a sinterização destes materiais. Neste 

estudo foram considerados todos estes aspectos para não comprometer a estabilidade da 

suspensão e selecionar os melhores espumantes para o teste de efetividade. Na Tabela 5.4 

são apresentados os surfactantes selecionados. 

Tabela 5.4 - Agentes espumantes selecionados para análise preliminar. 
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podem afetar o volume e tempo de permanência da espuma A literatura 

relatado que a participação de um aditivo, como a albumina, na presença de um surfactante 

com propriedade de detergência pode potencializar a ação espumante devido a adsorção da 

albumina na superfície das películas das bolhas, tornando a espuma mais estável. 

Para estudar a interação albumina/agente espumante foram selecionados os 

materiais de melhor comportamento efetivo. Foi preparada uma suspensão contendo 6% 

(massa) de albumina e 0,5% de agente espumante, sendo analisada alteração de pH, que 

pode comprometer a desnaturação da proteína, e viscosidade (ri) da suspensão, O 

comportamento das suspensões está resumido na Tabela 5.5. 

Tabela 5.5 - Parâmetros analisados no estudo da interação espumante/albumina na 

suspensão. 

19, 143 
tem 

Agente T| (mPas) sem ri(mPas) com 

espumante pH albumina albumina % expansão 

Genapol LESA 9,36 1,50 3,11 176 

Genaminox KC 180 9,65 1,74 2,51 236 

Alkolan 9,62 1,37 3,18 266 

Foi observada uma constituição de células maiores para espuma obtida a partir 

do Genaminox que para as demais espumas. Este comportamento pode ser atribuído a sua 

maior resistência à presença de íons existentes na albumina devido ao seu caráter 

molecular, e ao caráter iónico dos espumantes (Genapol e Alkolan) que geraram espumas 

com células menores, indicando maior interação com o solvente (água). Todos os 

espumantes promoveram uma ótima expansão, sendo a maior delas atingida pelo Alkolan, 

comportamento que pode estar associado a sua viscosidade mais alta na presença da 

albumina. 
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químicas; no caso do Genapol LSA, por ser muito viscoso prejudica a produção de espuma 

por agitação, o Genapol X apresenta pouca miscibilidade em água, o que toma mais difícil 

a redução da tensão superficial e com isso a obtenção da espuma, e o Sandopan apresenta 

uma acidez incompatível com o material e um tempo de permanência da espuma inferior às 

demais amostras. 

O interesse por sistemas formados pela mistura de surfactantes (albumina e 

espumante) está relacionado ao melhor rendimento de espuma, já que diferentes sinergias 
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A albumina causa um aumento da viscosidade, conferindo propriedades não-

newtonianas a suspensão, inibindo os mecanismos hidrodinámicos de drenagem das 

películas, durante etapa de maturação da espuma '''°. Os valores de pH medidos na 

presença do tensoativo não comprometeram a ação da albumina, que se encontra ativa no 

intervalo alcalino de pH observado. A adsorção da albumina também produz um acréscimo 

na elasticidade, sendo observada uma sinérese muito mais lenta do que a verificada na 

ausência da albumina e um aumento na expansão de 157% (sem albumina) para 236%), 

comprovando o efeito sinérgico. 

Durante etapa de consolidação a partir da albumina observa-se que o papel da 

temperatura é fundamental. Neste sistema, a formação de uma estrutura gelificada ocorre 

naturalmente, comandada pela absorção de calor de uma fonte externa. Diferentemente, da 

metodologia do gelcasting de espumas, onde há necessidade da adição de espécies 

catalíticas e atmosfera controlada para evitar a inibição da reação de polimerização in situ 

pela presença de oxigênio 

O aumento da temperatura pode levar ao rompimento prematuro das bolhas, 

porém este efeito pode ser compensado pelo aumento da viscosidade da suspensão, gerado 

pela presença da albumina. A albumina promove um mecanismo de estabilização das 

perturbações da película entre bolhas. A difusão gasosa entre bolhas, movidas pelo 

gradiente de pressão de Laplace, que determina o espalhamento do líquido pelo centro das 

películas até as bordas, é inibida pela presença de uma camada insolúvel de albumina 

adsorvida. Conseqüentemente, ocorre um aumento na elasficidade das bolhas que acaba 

tomando a película mais estável, retardando o colapso das bolhas, efeito conhecido como 

maturação de Ostwald Foi observado que houve uma persistência da espuma, mesmo 

na superfície de contato da suspensão com as paredes do molde, quando a mesma era 

mantida em estufa durante etapa de consolidação. 

A Tabela 5.6 apresenta a evolução da sinérese para os três espumantes 

analisados na presença da albumina. Os espumantes apresentaram nos primeiros 4 minutos 

uma estabilidade proporcional à expansão da espuma, ou seja, o espumante que promove 

menor expansão é aquele que apresenta maior sinérese. Após um período de 9 minutos, os 

espumantes iónicos apresentam maior sinérese; e em período mais longo a diferença de 

sinérese entre os diferentes espumantes não é relevante. 
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Agente espumante sinérese após 4 min sinérese após 9 min sinérese após 25 min 

Genapol LESA 13% 29% 44% 

Genaminox KC 180 10% 26% 45% 

Alkolan 9% 28% 44% 

O caráter efetivo dos surfactantes não pode ser confirmado com base apenas 

nestes ensaios, por isso, foram selecionados os de melhor desempenho e compatibilidade 

para uma análise mais detalhada, determinando sua eficiência a partir da CMC de cada um 

deles. Esta propriedade é tão importante para geração da espuma, quanto os pontos de 

fusão e ebulição, ou o índice de refração, de substâncias puras No ponto de CMC, a 

diminuição da solubilidade do surfactante pode provocar um ponto de turbidez e atuar 

como um anti-espumante Deve-se salientar que os valores de concentração (CMC) 

determinados por esta técnica servem apenas para uma análise comparativa, não 

implicando que estas serão as concentrações reais adotadas para a suspensão, já que para 

suspensão cerâmica devem ser considerados outros parâmetros, como: concentração de 

sólidos e presença do monômero ou da albumina. 

As curvas de tensão superficial em função da concentração de cada surfactante 

são apresentadas a seguir, sendo possível observar os valores de CMC. 
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Tabela 5.6- Avaliação da sinérese em diferentes intervalos de tempo após obtenção da 

espuma. 
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Figura 5.16 - Comportamento da tensão superficial (Ys) em diferentes concentrações 

de surfactante: (a) alkolan, (b) genapol e (c) genaminox , respectivamente. 

Abaixo da CMC, o tensoativo está predominantemente na forma 

monomérica Quando a concentração está abaixo, porém próxima da CMC, existe um 

equilibrio dinâmico entre monômero e micela e, acima da CMC toda quantidade de 

surfactante adicional tende a colaborar para a formação de mais micelas, sem causar 

redução considerável na tensão superficial (ys), podendo ocasionar redução no volume de 

espuma e aumento da viscosidade. As micelas, nesta condição, são facilmente 

• 187 

redissolvidas, podendo ser destrLudas pela diluição com água. . 

De acordo com os resultados apresentados na Figura 5.16, observa-se a 

seguinte ordem de eficiência entre os surfactantes selecionados: alkolan > genaminox > 

genapol, já que a concentração de alkolan necessária para que ocorra uma redução 

significativa da y?, e alcançar o valor crítico foi menor. Os resultados demonstram que o 

alkolan favorece a formação de micelas, comportamento que pode ser explicado pela 

menor solubilidade decorrente de seu caráter parcial não iónico, seguida do genaminox e 

por líltimo do genapol que apresenta um limite de solubilidade maior e por isso seu 

processo de miscelização é mais lento. 

Normalmente, espécies iónicas são mais solúveis em água que compostos 

moleculares, porém outras características destes compostos devem ser consideradas. A 

repulsão eletrostática, por exemplo, entre os grupos hidrofílicos ionizados dos surfactantes, 

genapol e alkolan, pode afetar o rendimento da espLima. A presença destas espécies iónicas 

e ramificações na molécula diminuem a coesão, aumentam a entropia e reduzem o número 
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de moléculas na superfície Isto explica porque o genapol, apesar de seu caráter polar 

apresentou eficiência mais baixa que o genaminox. 

Apesar da variação entre os valores de CMC entre os espumantes, não foram 

observadas diferenças significativas na expansão da espuma durante os ensaios de 

efetividade com as suspensões produzidas por gelcasting. Os três surfactantes selecionados 

são adequados para produção de espuma, habilidade que foi testada, avaliando as 

diferentes propriedades espumantes. 

Para continuidade do trabalho, foi adotado o surfactante genaminox para o 

processo de obtenção das espumas cerâmicas. Esta seleção foi baseada no conjunto de 

resultados obtidos até esta etapa. Alguns dos fatores considerados foram, a baixa 

viscosidade na presença da albumina, compatível com a expansão da espuma; a formação 

de células de maior tamanho; a baixa sinérese para períodos intermediários e, valor 

reduzido de CMC, muito próximo do alkolan. Além disso, o caráter químico do genaminox 

quanto a sua não ionização em solução, podendo ser mais resistente na presença de 

diferentes íons. também foi considerado. 

5.5 Produção e caracterização de espumas de albumina 

Foi observado que a técnica de consolidação direta permite a obtenção de 

cerâmicas com diferentes porosidades. podendo ser definida a partir do estado reológico 

das suspensões. A Figura 5.17 retrata este comportamento, que representa uma das 

versatilidades da técnica proposta, permitindo uma maior amplitude de aplicação para estes 

materiais, em função das porosidades variadas. 
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(b) 

. 6 h 

(c) 

Figura 5.17- Imagens de diferentes amostras, (a): ß-TCP; (b) e (c): 5H, obtidas pelo 

processamento utilizando albumina, com diferentes porosidades (escala milimétrica). 

A presença de intervalos limitados de porosidade permite estabelecer um 

destino mais adequado para aplicação destes biomateriais, em específico, podendo por 

exemplo, atuar como scaffold quando detêm uma porosidade mais alta ' ^ l Fig. 5.17-(a) ou 

como enxerto ósseo quando a porosidade é mais baixa, Fig. 5.17-(b) e (c) . 

Com base nos resultados obtidos foi possível a definição da concentração de 

cada componente da suspensão cerâmica para metodologia de consolidação direta, 

utilizando albumina. A composição final para as diferentes suspensões de HAp e/ou ß-TCP 

contendo 6% (massa) de albumina é apresentada na Tabela 5.7. A concentração de 

albumina foi definida após estudo da obtenção de espumas de ß-TCP nas concentrações de 

5, 6 e 7% e análise da distribuição de tamanhos de poros. Figura 5.18. 

A concentração do genaminox foi determinada após análise do efeito sinérgico 

da albumina 6% (massa) com o surfactante na suspensão cerâmica, variando sua 

concentração entre 0,02% e 0,5%), em relação à massa de suspensão. Estes valores de 

concentração do surfactante foram estimados com base na literatura onde se recomenda 
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Composição (%) TCP HAp 5H 2H/7T 7H/2T 
Sólidos 7 1 , 5 62 ,0 68 ,2 69 ,0 68,0 

Água 28 ,2 3 7 , 2 3 1 , 4 30 ,7 3 1 , 5 

Dispersante : Dispex A40 0,3 0,8 0,4 0,3 0,5 

Os resultados da análise de porosimetria. Tabela 5 .8 , para as cerâmicas de 

ß-TCP produzidas com diferentes teores de albumina e determinados pelo método de 

intrusão de mercúrio, foram expressos em volume de mercúrio intrudido em função do 

tamanho de poro. Figura 5 . 1 8 . 

Tabela 5.8 - Valores de porosidade total das espumas contendo 5, 6 e 1% de albumina 

obtidos pela técnica de intrusão de mercúrio. 

Amostras Porosidade total (volume) 
TCP 5 % alb. 5 7 , 9 % 

TCP 6 % alb. 6 1 , 8 % 

TCP 7 % alb. 50,8 % 

O aumento na concentração de albumina na suspensão resulta em uma 

freqüência maior de poros de menor tamanho, como verificado para amostra com 1% 

(massa) de albumina. Figura 5 . 1 8 . Este efeito está relacionado ao aumento exponencial da 

viscosidade na presença da albumina, devido sua tendência em absorver água, 

comportamento típico de proteínas globulares relacionado à propriedade de 

m 

um intervalo de 0 ,02-0 ,8% para o gelcasting tradicional, ou seja, sem agentes especiais de 

consolidação e de efeito espumante simultáneo, como a albumina. Por isso, neste estudo, o 

intervalo de variação da concentração ficou restrito até 0,5%o(massa) de genaminox. Foi 

constatado, com base no volume de espuma formado, que a concentração de 0,08%o 

(massa) proporcionou maior volume de espuma, após 3 minutos em batedeira ( - 3 0 0 0 rpm), 

em relação as outras quantidades ( 0 ,02, 0 ,05, 0,08, 0 , 1 , 0 ,3 , 0,5 %>) de espumante. 

Concentrações acima de 0,08%) apresentaram uma diminuição do volume de espuma 

produzido, comportamento relacionado ao alcance da concentração micelar crítica, onde 

não se observa aumento significativo no volume de espuma 

Tabela 5 .7 - Composições das suspensões cerâmicas estabelecidas para técnica de 

consolidação direta utilizando 6% (massa) de albumina e 0,08%) (massa) de surfactante. 
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Figura 5.18 - Curvas da freqüência de distribuição de tamanho de poros em função do 

volume de mercúrio intrudido. 

As amostras obtidas apresentaram duas faixas de distribuição de tamanho de 

poros mais significativas; uma estreita distribuição para intervalos de menor tamanho de 

poros, e uma distribuição mais larga para tamanho de poros maiores, destacando-se a 

concentração de 6% que apresenta também uma fração de poros mais expressiva no 

intervalo de 10-20 (pm). Somente as concentrações de 5 e 6 % de albumina propiciaram a 

obtenção de espumas com tamanho de poros maiores. Mesmo variando-se a concentração 

da albumina foi mantida a mesma tendência de distribuição para as amostras. 

A fração de poros pequenos detectada nas amostras contribui diretamente para 

formação de interconecfividade entre os poros. Esta é a característica principal da 

porosidade que tem se confirmado em vários estudos, como sendo responsável pela 

manutenção e crescimento do tecido ósseo pelo transporte de nutrientes e drenagem de 

líquidos Poros com dimensões próximas a 1 pm, podem ainda contribuir para 

difusão iônica, que ocorre inicialmente entre a superfície do implante e o plasma 

sangüíneo. 
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coagulação '̂ '*' Esta característica confere à suspensão uma maior resistência à 

formação da espuma, resultando em menor porosidade. Tabela 5.8. As amostras com 5 e 

6% de albumina resultaram em espumas com maior nível de interconectividades, 

propriedade relacionada à habilidade para formação da espuma em níveis baixos de 

viscosidade . 
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Em função deste estudo aliado às análises reológicas que determinaram o ponto 

de gel, adotou-se a concentração de 6% para produção das demais cerâmicas 

macroporosas. 

Após produção e secagem das espumas cerâmicas de diferentes composições 

foram determinadas suas densidades a verde (pv). Os resultados de perda de massa, 

porosidade aparente ( P a p ) e porosidade total ( P t ) , fornecida pela técnica de intrusão de 

mercúrio, depois do processo de sinterização estão apresentadas na Tabela 5.9. E as 

distribuições de poros para as diferentes amostras estão apresentadas na Figura 5.10. 

Tabela 5.9 - Valores de densidade, perda de massa e porosidade para as diferentes 

amostras, após sinterização*. 

HAp 7H/2T 5H 2H/7T TCP 
p teórica (gW) 3,156 3,134 3,113 3,091 3,07 

p v ( % ) 23,4 ± 1,3 28,4 ±1,9 31,2 ±3,2 27,4 ± 1,4 26,0 ±2,1 
Perda massa (%) 13,1 ±0 ,9 12,5 ±1,1 11,3 ±1 ,3 9,6 ± 0,4 10,1 ± 1,2 

P a p ( % ) 61,9 ±2 ,3 60,1 ±3,3 69,2 ± 3,9 67,1 ±3,4 68,4 ± 5,3 
P t (%) 67J 56,8 73,5 6 7 ¿ 61,8 

*HAp (1100°C/lh), 7H/2T (1200°C/30min) e 5H, 2H/7T e TCP (1250°C/30min). 

A densidade a verde das cerâmicas obtidas geometricamente, variou entre 23 e 

31 %. Os baixos valores de densidade são atribuídos a macroestrutura porosa das amostras. 

A grande perda de massa deve estar relacionada a alta concentração de orgânicos e água 

presente na constituição das espumas cerâmicas. 

Observa-se uma boa aproximação entre os valores de Pap e P t das amostras, 

com variação dentro do eiTO verificado para a P a p . As medidas que não se encontram na 

faixa de erro podem estar relacionadas a existência de poros de grande tamanho, 

comprovados por MEV (Fig. 5.21), mas não detectados pelo porosímetro, por ultrapassar o 

limite de pressão mínima que opera o equipamento. 

A ocorrência de valores de porosidade aparente inferiores aos valores de 

porosidade total pode estar relacionada ao fato de que quando a amostra está em contato 

com um fluido, durante a determinação da densidade aparente, o mecanismo de penetração 

por capilaridade prevalece apenas nas camadas superficiais que apresentam poros abertos e 

conectados. Mesmo estes poros estando interligados até as camadas mais internas, o 

transporte não ocorre indefinidamente por capilaridade, pois os poros opõem uma 
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Figura 5. 19- Curva de distribuição de tamanho de poros para as diferentes amostras 

obtidas. 

Na Figura 5.20 são apresentados os perfis de difração de raios-X das espumas 

de ß-TCP, HAp e da mistura 5H em diferentes condições; do material de partida e das 

amostras sinterizadas, ou seja, somente da cerâmica sem albumina e posteriormente, das 

amostras obtidas com albumina. Foi feita a sinterização da cerâmica processada 

convencionalmente e depois da cerâmica processada via albumina para avaliar se há 

formação de outras fases. Os difratogramas foram analisados com base nas fichas JCPDS 

09-0169 (TCP) e JCPDS 09-0432 (HAp). 
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resistência ao escoamento de fluidos, determinada pelas suas dimensões, sendo que poros 

menores apresentam maiores resistências hidráulicas que os maiores. Além disso, à medida 

que a interface líquido/ar se movimenta através do poro, pode ter seu movimento 

interrompido ao atingir uma situação de menisco estável, resultante de um aumento no 

diâmetro e conseqüente redução da força capilar " ' . 

A curva de distribuição de poros, Fig. 5.19, revela que as amostras com 

maior quantidade da fase HAp apresentam uma concentração mais expressiva de poros 

com tamanho inferior a 1 \im. Este comportamento está de acordo com estudos efetuados 

anteriormente quanto as propriedade de dispersão e reológicas dos pós de HAp, que 

revelam viscosidades mais altas comparada às suspensões na qual a fase de ß-TCP é 

predominante. A distribuição de tamanhos de poros entre 10- 200 pm é mais significativa 

para as amostras com maior concentração de ß-TCP. 



RESULTADOS E DISCUSSÃO 

P-TCP 

3 

40 m , j IH 10 20 
l 

30 
20 

50 60 

co 

<D 
"D 
CD 

"O 
Uí 
C 

c 

HAp 

• I a 

A ^ j w J l/J : A V . L V ^ 

50 10 
l 

20 
l 

30 40 
28 

60 

cu 
-o 
ro 
•g 

c 
cu 

5H fi-TCP I HAp I 

I I 

\ . i u W J 
I II I» Ml I iiiiiil mini! I 

10 20 30 
20 

50 60 

Figura 5.20 - Difratogramas de raios- X das diferentes amostras: (a) pó de partida não 

sinterizado, (b) cerâmica após sinterização. (c) espuma cerâmica após sinterização. 

100 

CU 
"O 
co 
•g 
tf) 

c 
c 



RESULTADOS E DISCUSSÃO 

101 

Não foram observadas fases secundárias nos materiais de partida (não 

sinterizados), nem formação de novas fases durante o processamento convencional 

(prensagem uniaxial de 20MPa, seguida de isostática a frio: 200MPa e sinterização). Este 

comportamento demonstra a boa estabilidade térmica das cerâmicas nas condições de 

sinterização utilizadas, fato já relatado em estudos anteriores ' A presença da albumina 

no processamento da espuma não provocou o aparecimento de novas fases para as 

amostras de ß-TCP e da mistura 5H, apresentando difratogramas idênticos aos das 

amostras sinterizadas sem albumina, porém foi detectado um pequeno pico correspondente 

à fase CaO para espuma de HAp após sinterização. O aparecimento desta fase pode estar 

relacionado a quantidade de cálcio na amostra proveniente da albumina, conforme 

observado por FRX. Como a HAp apresenta uma razão estequiométrica de Ca/P maior que 

as demais cerâmicas de fosfatos de cálcio, esta característica pode ter favorecido a 

formação desta nova fase nas espumas de HAp em específico, e não para as demais 

amostras. Porém não se pode afirmar com certeza a inexistência de CaO nas diferentes 

misturas em decorrência da sobreposição de picos nesta mesma região de 29 (~ 37°). 

A técnica utilizada é reprodutível na característica interconectada dos poros, 

Figura 5.21. As diferenças entre as espumas nas composições obtidas são notadas em 

temios de volume de porosidade total e aparente. Tabela 5.9. Não foram observadas 

diferenças topográficas significativas entre as superfícies das amostras, Fig. 5.21. 

Em aumentos maiores é possível observar a microestrutura das paredes que 

constituem os poros. É observada porosidade inter e intra-granular nas amostras, 

característica comum em materiais que atingiram último estágio de sinterização. 

Constatou-se que a sinterização da HAp a 1100°C, por período de uma hora, resulta na 

formação de grãos e poros de tamanho menor comparativamente ao TCP sinterizado a 

1250°C. O aumento do tamanho de grão para as amostras de TCP puro e para a amostra 7T 

pode comprometer a resistência mecânica destas cerâmicas, um efeito menos significativo 

para as demais amostras. Os tamanhos de microporos observados estão de acordo com os 

dados obtidos por porosimetria de mercúrio, Fig.5.19, onde é observada uma concentração 

de poros de tamanho menor para as amostras que contém maior quantidade da fase HAp. 

É importante reiterar que mesmo estas cerâmicas apresentando uma limitação 

quanto à solicitação mecânica, sua superação quanto a resposta biológica coloca as 

cerâmicas de fosfatos de cálcio como um dos materiais mais requisitados na área 

biomédica pelo conjunto de propriedades que são capazes de agregar. 
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De acordo com a macroestrutura das espumas pode-se concluir que as mesmas 

foram consolidadas no seu estágio de maturação, pois a forma esférica das células foi 

mantida, não sendo observada geometria poliédrica em nenhuma região das diferentes 

amostras. Esta característica revela a condição adequada de dispersão e reologia da 

suspensão que resulta na boa estabilidade da espuma, capaz de perdurar durante a etapa de 

consolidação. A esfericidade dos poros observada representa uma geometria que não 

compromete o metabolismo ósseo, nem a resistência mecânica, já que os defeitos críticos 

presentes se restringem aos poros de formato esférico, minimizando a concentração de 

tensões mecânicas A presença de microporos, que tendem a facilitar a drenagem de 

líquidos e a natureza interconectada dos poros foi detectada em todas as amostras. Este tipo 

de porosidade facilita a vascularização e manutenção do tecido, uma característica 

promissora para osteointegração quando o material é utilizado como implante 
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Figura 5.21- Micrografias das superfícies de fraturas das espumas cerâmicas de diferentes 

composições após sinterização: (a) HAp (1100°C/lh); (b) 7H/2T (1200°C/30min); (c) 5H 

(1250 "C /30min); (d) 2H/7T (1250 "C /30min) e (e) TCP(1250 "C /30min). 

A estrutura celular tem grande influência nas propriedades do material. As 

propriedades mecânicas, por exemplo, dependem do tamanho das células e especialmente 

do formato. As células esféricas exibem as mesmas propriedades em todas as direções e a 

espuma é dita isotrópica, já as células alongadas ou elípticas formam espumas 
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1(\4 

anisotrópicas As células dos materiais processados apresentam formato esférico, porém 

de tamanhos diferenciados. Dimensão, espaçamento, geometria e número de células são 

fatores essenciais que podem governar a resistência do material 

A macroporosidade presente nas amostras pode promover caminhos de acesso 

para o crescimento do tecido ósseo, que facilmente penetra pelos poros, estabelecendo o 

processo de osteocondução. O preenchimento dos poros pelo novo tecido ósseo pode 

promover um forte entrelaçamento osso-implante, conferindo um aumento da resistência 

mecânica do implante 

A fração de poros pequenos detectada na amostra e observada nas 

micrografias, pode contribuir para o efeito de rugosidade superficial que influencia de 

maneira positiva na dinâmica de adsorção celular e resposta celular osteogênica '̂ ^ . 

Poros com dimensões próximas de 5 pm, ainda podem facilitar a difusão iônica que ocorre 

inicialmente entre a superfície do implante e o plasma sangüíneo, estabelecendo a 

formação de cargas que definirão o tipo de interface formada 

5. 6 AVALIAÇÃO IN VITRO 

5.6.1 Dissolução e Bioatividade em SBF 

O estudo de dissolução das cerâmicas porosas de fosfatos de cálcio na presença 

de solução simulada do plasma sangüíneo humano (SBF) permitiu uma previsão da 

reatividade das amostras e revelou um comportamento favorável à formação de uma 

camada globular de fosfato de cálcio ( hidroxiapatita carbonatada, C a i o ( P 0 4 ) 6 C 0 3 ) sobre 

a superfície das amostras, caracterisfica típica para este fipo de ensaio. Figura 5.22. A 

formação desta espécie está associada à saturação de íons cálcio e fósforo, em solução, que 

tendem a se combinar com o grupo C O 2 , devido, principalmente a sua elevada constante de 

diftisão, que se deve a alta solubilidade desta espécie, seja em SBF ou qualquer outro 

fluido corporal. 
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Figura 5.22- MEV da superficie das amostras após 21 dias de ensaio com SBF; (a) 

superficie da amostra 7T/2H antes do ensaio; e superficie das amostras após ensaio: (b) 

7T/2H, (c), (d), (e) diferentes regiões da amostra 5H. 

O espectro de EDS apresentado na Figura 5.23 revela a natureza da camada 

depositada, constituida basicamente de cálcio e fósforo. Outros espectros foram obtidos 

durante a análise e todos apresentaram a mesma proporcionalidade destes elementos, sem 

variação significativa entre as diferentes amostras, reforçando que os glóbulos observados 

na superfície representam um forte indicativo da reatividade das amostras. 
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Figura 5.23- Espectro obtido por EDS, da superficie da amostra 5H, após ensaio em 

Não foram observadas diferenças morfológicas significativas entre as 

superficies das diferentes amostras, porém foi verificado que as composições com maior 

concentração da fase ß-TCP, tendem a acelerar a saturação da solução (rica em Ca e P). 

Este comportamento deve-se a solubilização acelerada desta fase, permitindo a difusão 

mais acentuada de íons Ca e P para solução de SBF Este comportamento tende a 

favorecer a formação de núcleos, sendo observados em grande quantidade em um período 

inferior a 3 dias. 

Outro fator que pode acelerar a deposição da camada de fosfato de cálcio, 

como conseqüência da saturação do meio, é a porosidade presente na microestrutura. Este 

comportamento pode estar relacionado a uma taxa de dissolução mais alta quando a 

amostra apresenta maior área de superfície. A presença de poros nas amostras proporciona 

um aumento da área de superfície específíca, portanto maior área de contato para 

permeação do líquido. Esta propriedade pode facilitar a difusão de íons da amostra para a 

solução e posterior processo de nucleação da fase de fosfato de cálcio, inclusive no interior 

dos poros, Fig.5.22 (c) e (e). A concavidade dos poros proporciona locais de abrigo menos 

afetados pelas forças do fluido e também tende a facilitar a retenção de células no caso de 

ensaios de cultura ou em experimentos in vivo ' 

Não foram observadas diferenças morfológicas dos precipitados depositados ou 

na formação da camada globular, comparadas aos dados existentes na literatura, apesar da 

microestrutura particular apresentada pelas amostras 

A literatura relata que porosidades micrométricas e nanométricas, como 

observadas nestas amostras, conferem um aspecto irregular e rugoso à superfície, podendo 

atuar como sítios para nucleação e crescimento de cristais, tomando mais evidente a 

habilidade para formação da camada bioativa 
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A rugosidade pode fomecer informações complementares quando interpretada 

a partir de outras variáveis, como molhabilidade. Sabe-se que quanto maior a mgosidade, 

menor o ángulo de contato e mais molhável se torna a superficie O efeito da redução do 

ângulo de contato acontece em função do aumento da área superficial da superfície mais 

rugosa. Possivelmente, isso facilita a permanência de líquido nos poros, podendo contribuir 

para uma hidratação mais eficiente, proporcionando um filme de líquido mais estável, 

gerando um aumento da hidrofílicidade das superfícies, propriedade interessante no uso 

clínico '^^ 

Outra implicação imediata à influência da natureza hidrofílica das superfícies 

das amostras durante ensaio em SBF, diz respeito à presença dos sais que constituem este 

meio simulado. A presença de eletrólitos tem a capacidade de blindar as cargas da dupla 

camada elétrica Considerando o sistema em estudo, se a superfície da amostra e os 

núcleos sólidos, oriundos do processo de saturação do meio, estiverem carregados 

eletricamente com mesma carga, a força elétrica de repulsão entre as duplas camadas seria 

atenuada. A presença de sais em solução pode atuar na redução do ângulo de contato, 

alterando a hidrofílicidade das superfícies, favorecendo a deposição da fase de fosfato de 

cálcio adsorvida na superfície das amostras 

Os eletrólitos podendo atuar na modificação da carga superficial, fazem com 

que os íons de sinais opostos ao da superfície sejam adsorvidos sobre ela, a ponto de 

inverter a carga superficial. Isso é possível, especialmente, para contra-íons polivalentes ou 

polieletrólitos e outras espécies que tenham grande afinidade pela superfície este 

fenômeno pode ocorrer durante o ensaio em SBF, pois é sabido que a apatita tem afinidade 

para diferentes íons, como, Na" ,̂ Mg^^, COa"̂  e outras espécies também presentes neste 

meio ^\ 

Foi verificada uma alteração na carga superficial das cerâmicas de HAp e 

ß-TCP, após sinterização. Figura 5.24. Diferentemente da condição inicial, as amostras de 

HAp, após processamento e tratamento térmico, não desenvolvem cargas positivas em suas 

superfícies, para valores de pH inferiores a 8,5, como mostrado na Figura. 5.5 (referente 

aos materiais de partida). As amostras obtidas apresentaram apenas carga superficial 

negativa no amplo intervalo de pH analisado, sendo observada uma alta densidade de carga 

(alta mobilidade) para valores de pH próximos de 7,5 para o ß-TCP e no intervalo de 9 a 

11 para a HAp. As amostras de ß-TCP apresentaram valores de potencial zeta mais altos 

que as amostras de HAp, comportamento similar às análises anteriores (Figura 5.5). 
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Figura 5.24- Potencial zeta dos materiais processados após sinterização; (a) p-fosfato 

tricálcico e (b) hidroxiapatita. 

A literatura relata que a presença de carga negativa na superfície de 

biomateriais pode proporcionar melhores resultados frente aos eventos celulares da 

reparação, quando comparados a materiais com superfície positiva 2 0 0 . Além disso, a 

presença de cargas negativas na superfície é favorável à nucleação de HAp em solução 

SBF ~ . A carga superficial tem influência direta na interação material/célula e pode 

definir a adesão, capacidade de proliferação e diferenciação, determinando a falha ou 

sucesso de um implante 2 0 0 . 

Além do estudo com SBF, foi realizada uma investigação das soluções que 

constituem o meio de cultura DM EM e seus resultados foram comparados aos obtidos a 

partir do SBF. Este estudo paralelo foi realizado com o intuito de verificar o efeito de 

saturação para os íons cálcio e fósforo no meio de cultura acelular DMEM (Dulbecco's 

MEM), após contato com as amostras de composição 5H submetidas ao ensaio in vitro 

com osteoblastos. Neste ensaio, foram analisadas variações de massa e alterações de pH, 

sendo monitoradas concentrações dos íons cálcio e fósforo, por espectrometria de emissão 

por plasma induzido (ICP-OES). Foram avaliados exclusivamente, os elementos, cálcio e o 

fósforo, porque são os principais elementos presentes no plasma humano, em materiais 

bioativos, cuja participação é bastante efetiva no processo de dissolução/precipitação e, são 

essenciais para manutenção das células ' . A liberação destes íons a partir de materiais 

cerâmicos é um dos principais fatores responsáveis pela formação da camada 

biologicamente ativa e estímulo para o crescimento ósseo . 

Os testes de cultura foram realizados no Laboratório de Pesquisa Básica em 

cultivo celular do Departamento de Dentística da FOUSP, em um período máximo de três 
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dias, sem renovações do meio (DMEM), conforme protocolo do laboratório. É importante 

considerar que este período de tempo (3 dias), corresponde ao mesmo período adotado para 

renovação das soluções para o estudo com SBF, por isso as concentrações dos elementos 

predominantes (Ca e P) puderam ser comparadas nas diferentes situações. A variação, 

expressa em porcentagem, das concentrações de cálcio e fósforo determinada por ICP, em 

cada um dos meios, comparada aos respectivos controles (solução na ausência das 

amostras), estão apresentadas na Figura 5.25. 

Q. 
<D 
ro 
O 
o> 
•o 
o 

Ca - SBF 

¡SSSlCa - DMEM 
] P - S B F 

P - D M E M 

3 6 
período de tempo (dias) 

Figura 5.25 - Variação porcentual das concentrações de Ca e P, em solução, obtida por 

ICP-OES, comparada ao controle das soluções SBF e DMEM acelular no período de 3 

dias. 

Nas duas situações (SBF e DMEM), houve uma redução na concentração dos 

íons analisados em solução, após 3 dias de imersão das amostras nos respectivos meios, 

comparada aos controles. Este comportamento é um indicativo da formação de compostos 

à base de fosfatos de cálcio para o SBF e, possivelmente também para o DMEM, 

depositados sobre as superfícies das amostras, confirmados pelo ganho de massa e 

observação das superfícies, por MEV. 

Na Figura 5.26, estão apresentadas as concentrações dos íons analisados por 

ICP, mediante a variação de pH neste intervalo de tempo. 
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Figura 5.26 - Concentração de Ca e P em solução DMEM (a) e SBF (b ) , em função do pH 

das soluções controle e após 3 dias na presença das amostras 5H (HAp/TCP na 

proporçãol:!), determinadas por ICP-OES. 

A variação da concentração de cálcio entre as duas soluções foi pouco 

expressiva (Figura 5.25), sendo mais elevada para a solução DMEM. É importante 

esclarecer que a concentração de cálcio determinada por ICP para as duas soluções foi 

superior a concentração de fósforo (Figura 5.26), havendo uma condição de equilíbrio mais 

favorável entre Ca e P para solução DMEM, que apresenta uma razão Ca:P de 2:1. Este 

equilíbrio iônico entre Ca e P existente na solução controle pode ser responsável pela 

variação proporcional da concentração destes íons observada na Figura 5.25, após três dias 

de permanência das amostras na solução DMEM. 

A razão entre estes elementos é muito mais elevada em SBF, Figura 5.26 -(b), 

sendo a quantidade de cálcio nesta solução, superior a concentração deste mesmo íon 

presente no meio de cultura DMEM acelular, Figura 5.26 -(a) . Por outro lado, sua 

concentração inicial (controle) de fósforo foi menor que a concentração deste elemento no 

meio DMEM e após três dias de ensaio. A presença do fósforo no meio de cultura é 

extremamente importante, considerando que este elemento é um dos componentes base das 

glicoproteínas e também é responsável pelo tamponamento do meio 2 0 1 , justificando a 

variação mais acentuada deste elemento no gráfico da Figura 5.25 para os dois meios 

simulados. Isto acontece no intuito de recuperar a condição inicial de equilíbrio, verificada 

antes da presença da amostra. O controle DMEM apresentou uma quantidade de fósforo 

estimada em 28,4% superior e, 83,9 % de cálcio inferior, à solução controle de SBF. Além 

da ação de tamponamento do meio promovida pela participação do fósforo, este elemento 
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atua na homeostase do cálcio, ou seja, ele mantém uma condição estável de cálcio para o 

meio onde se encontra Este comportamento pode ser confirmado pelo gráfico (a) da 

Figura 5.26, onde pode ser sugerido que a variação entre estes elementos se deve ao fato do 

fósforo estar atuando na homeostase de cálcio que só pode ser regulada se o fósforo variar 

proporcionalmente, reforçando o comportamento observado na Figura 5.25. 

No período de 3 dias foi verificado, para o meio acelular DMEM, uma variação 

de 6,5 % (a ± 0,4) de pH para intervalos mais alcalinos e as amostras tiveram um ganho de 

massa de 2,26 % (a ± 0,09) neste mesmo período. Comparados aos ensaios com SBF, 

cujas amostras apresentaram um ganho de massa de 3,7 % (a ± 0,2) e variação de pH de 

19,3% (a ± O, 5), observou-se que estas variáveis, em DMEM foram menos expressivas, 

sugerindo uma condição de equilíbrio mais favorável deste meio. 

O deslocamento do meio para intervalos de maior alcalinidade (Figura 5.26) 

pode estar associado à concentração mais elevada de cálcio em solução SBF que em 

DMEM. O ganho de massa pouco significativo para amostras após os ensaios com DMEM 

podem comprovar a maior estabilidade deste meio de cultura, comparado ao SBF, 

mantendo praticamente a mesma razão de proporção Ca/P após os 3 dias de análise, como 

observado na Figura 5.25. 

Após 3 dias em SBF, as amostras analisadas apresentaram maior saturação de 

íons que as amostras de mesma composição, mantidas em DMEM acelular, 

comportamento que faz referência a maior reatividade das cerâmicas no meio simulado do 

plasma sangüíneo humano (SBF) 

Variações mínimas de pH podem atuar de maneira significativa nos 

mecanismos envolvidos no processo de dissolução/precipitação, considerando que as 

reações envolvidas durante a formação e/ou transformação de fases em condições 

próximas às biológicas processam-se em pHs diferentes. A fase metaestável ACP (fosfato 

de cálcio amorfo), por exemplo, é convertida em OCP, fosfato octacálcico (precursor da 

HAp), com redução do pH do meio, por hidrólise 

Num período de 3 dias as soluções apresentaram variações de pH que não 

seguiram uma relação direta com os valores das concentrações obtidas pelos resultados de 

ICP, sendo notada uma redução na concentração do cálcio, que implicaria em uma redução 

também no pH. Este comportamento pode estar relacionado à presença de outros íons de 

natureza alcalina que não foram quantificados por ICP, também presentes na solução 

DMEM, sendo mais abundantes em SBF. Sabe-se que estas soluções apresentam um 



RESULTADOS E DISCUSSÃO 

!pp^! 112 

dinamismo diferente entre si, para o tempo de resistência de seus compostos e moléculas, 

de líquidos puros ou soluções verdadeiras. Na solução DMEM, por exemplo, pode ocorrer 

a participação de moléculas orgânicas, além de íons, entre a solução e a superfície da 

amostra, assim, um soluto ou molécula orgânica desta solução que tende a diminuir a 

tensão superficial pode se concentrar na superfície. A presença de novas espécies pode ter 

modificado a carga de superfície das amostras, que é muito sensível a variação de pH, 

gerando um efeito contrário, agora de aumento da tensão superficial, resultando na 

exclusão de íons da superfície para suprir a condição anterior de equilíbrio e, 

conseqüentemente, causando o aumento de pH, como observado na Figura 5.26. 

Não foi detectada situação crítica, como a redução do pH durante os ensaios. 

Este fator é de extrema importância, já que valores de pH, se abruptamente reduzidos a 

níveis ácidos, podem favorecer a dissolução da fase HAp, presente na cerâmica bifásica, a 

partir da protonação dos grupos carbonato e fosfatos, dando origem aos seus respectivos 

ácidos'^'•^•^r 

5.6.2 Citotoxicidade/Biocompatibilidade inicial 

O parâmetro mais utilizado para testar a citotoxicidade de um material é a 

avaliação da viabilidade celular em meio de cultura. Este estudo pode se tornar ainda mais 

preciso quando se avalia também a sua biocompatibilidade inicial. Uma questão importante 

a ser considerada durante um ensaio de biocompatibilidade m vitro é que, além da 

condição do meio, existe uma forte dependência quanto às propriedades do material e do 

contexto em que é ufilizado Como o material processado é indicado para reparação 

óssea, os osteoblastos são os mais efetivos para uma avaliação precisa e representativa 

quanto a sua aplicação, por isso foi selecionada esta linhagem celular. 

Variações morfológicas apresentadas pelos osteoblastos em diferentes períodos 

podem ser observadas na Figura 5.27. 
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(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 

Figura 5.27- Micrografias obtidas por MEV da superfície de diferentes amostras (5H), 

mostrando as diferentes morfologias dos osteoblastos e ancoramento sobre a superfície, 

após período de 12 horas: (a) e (b); 1 dia de cultura: (c); 2 dias de cultura: (d) e (e); e 3 dias 

de cultura: (f); variação morfológica: (e) e (f): adensamento da membrana do osteoblasto. 

Os osteoblastos ancorados na superfície das amostras apresentam fenotipo 

alongado de forma poligonal e longos prolongamentos citoplasmáticos, configurando um 

aspecto estrelado e presença de filipódias, estruturas desejadas na garantia de uma adesão 

adequada, sendo típicas de osteoblastos '̂ "̂  (Fig. 5.27). Estes prolongamentos 
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citoplasmáticos, posteriormente serão efetivos na formação de lacunas e canalículos 

osteocitários que estabelecem a formação de uma rede tridimensional interconectada, 

conhecida como sistema lacuno-canicular (SLC), responsável pelo trânsito de nutrientes e 

líquido intersticial 

Durante as primeiras horas, as células mostram indícios de baixa atividade, 

característica associada ao aspecto achatado e fmo da membrana das células já com 

ancoragem adequada na superfície das amostras, assim como uma tendência de ancoragem 

sobre a curvatura dos poros, estabelecendo pontes entre as paredes adjacentes do mesmo, 

Fig. 5.27-b. A ancoragem está relacionada à presença de uma glicoproteína adesiva, a 

osteopontina, envolvida nos processos de adesão, migração e proliferação celular e que tem 

alta afinidade pela HAp, fase presente nas amostras '̂̂ ^̂  

Não foram notadas variações quanto à presença de filipódias ou 

prolongamentos citoplasmáticos entre os diferentes grupos de amostras analisados. 

Normalmente, em materiais porosos e superfícies irregulares, os prolongamentos 

citoplasmáficos são mais evidentes que a presença de filipódias 

Em períodos mais longos (maiores que 12 horas), as células apresentavam 

uma membrana mais densa e morfologia mais definida, provavelmente com uma afividade 

maior, reforçada pela aparência mais arredondada das células, Fig 5.27-(c) e (e). A 

literatura relata que osteoblastos mais esféricos indicam sinal de alta atividade 

metaból ica ' " -^ ' l 

Na fase de crescimento, que se estabelece a partir do primeiro dia, as células 

passam a apresentar um metabolismo mais acelerado, sendo muito susceptível a variações 

de pH, pressão de O2 e C O 2 , temperatura e substâncias ativas, como biomoléculas ou 

compostos diferenciados presentes no meio O aumento do tamanho para algumas 

células foi a alteração morfológica mais evidente para as amostras analisadas nos úUimos 

períodos (2 e 3 dias). Estudos sobre a interação de osteoblastos em diferentes superfícies 

de implantes de hidroxiapatita e outros fosfatos de cálcio demonstraram que os 

osteoblastos apresentam um comportamento diferente, de acordo com o tipo de superfície 

em que são cultivados Cerâmicas porosas, com superfícies irregulares, 

desenvolvem osteoblastos com características morfológicas diferentes dos osteoblastos em 

contato com superfícies lisas Como as amostras analisadas apresentam topografia 

variada, com áreas menos irrregulares e com depressões (porosidades), esta variação pode 

ser responsável pela diferença morfológica dos osteoblastos. 
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Para as amostras dos grupos 3 e 4 (2 e 3 dias, respectivamente) foi observado um 

maior número de contatos célula-célula, estabelecendo interconexões e evidência do 

processo habitual de divisão celular (mitose) em algumas das amostras, como ilustra a 

Figura 5.28, sendo detectada a presença de vesículas na membrana das células sobre as 

amostras analisadas em diferentes períodos. Neste processo a célula cresce, se diferencia e 

realiza reparos 216 

(a) 

(b) 

Figura 5.28 - Micrografias de osteoblastos em fase de divisão celular (mhose), obtidas por 

MEV em diferentes amostras; (a) 2 dias de cultura e (b) 3 dias de cultura. 

As amostras dos dois últimos grupos (2 e 3 dias) apresentaram células de 

morfologia arredondada. Uma tendência normal, considerando que as células que crescem 

em monocamadas tomam-se arredondadas, uma condição termodinâmica e 

energeticamente favorável ao entrar em processo de divisão celular ficando menos 

aderidas ao substrato e podendo ser facilmente descoladas, o que justifica a presença de 

células viáveis em suspensão no meio de cultura das amostras, observadas em microscópio 

ótico. 
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Além da composição do material, a rugosidade presente nas amostras, é um 

fator determinante em ensaios de cultura celular Osteoblastos se orientam ao longo de 

sulcos do substrato, demonstrando o reconhecimento celular da topografia 

superfícial ^ ' ^ - ^ ' 8 . o tipo de topografia apresentada pela superfície das amostras promoveu 

o aumento da superfície de contato experimentada por cada célula. Estudos permitiram 

concluir que a rugosidade e porosidade do suporte condicionam a adesão celular, podendo 

aumentar a retenção de células, quando comparada a superfícies lisas 213,207,213,219 

Suportes sólidos com poros de dimensões equivalentes a cerca de 4 a 5 vezes o 

comprimento das células constituíam as melhores superfícies de adesão Nos 

experimentos desta tese pode-se observar que poros com dimensões maiores a esta citada 

na literatura ^'^ também são favoráveis ao ancoramento dos osteoblastos (Fig. 5.29); é 

possível que este comportamento tenha sido favorecido pela concavidade dos poros 

associada a rugosidade superfícial. O efeito da rugosidade da superfície é importante 

quando ocorre a adesão da primeira camada de células, tendo menos influência quando 

uma superfície de adesão já tem um biofilme formado (fase de confluência) 219,21^,214 

E importante salientar que um material utilizado como implante está sempre 

condicionado pelos componentes do fluido onde está inserido, seja soro, saliva, sangue, ou 

ambientes simulados, como nos ensaios in vitro Além da natureza reabsorvível da 

cerâmica capaz de promover um processo de dissolução das amostras, também a existência 

de íons afins. Ca e P, na consfituição do meio de cultura (DMEM) pode gerar gradientes de 

concentração iônica que condicionam um processo de difusão passiva no meio. Estes 

fenômenos podem desencadear um processo de saturação do meio que leva a fomiação de 

precipitados sobre a superfície, característica típica da reatividade de fosfatos de cálcio, 

mais evidente em ensaios com SBF ^^• '̂•^o^ 

A presença de precipitados, como observada claramente, na micrografia (d) da 

Figura 5.29, pode tomar diferente a acessibilidade das células ao contato com substâncias 

ativas presentes no meio, retardando a fase de confluência momento onde há 

preenchimento completo da superfície de cultura. Nesta fase as células apresentam um 

índice mitótico muito baixo, devido a inibição do crescimento por contato celular e 

exibem, com maior intensidade, as caracterísficas fenotípicas 

Na Figura 5.29 é possível observar o estágio de proliferação celular dos 

osteoblastos sobre a superfície das amostras. Em baixos aumentos, as células podem ser 

observadas como manchas ou sombras (indicadas nas setas, micrografía-a) sobre a 

superfície das amostras. Em aumentos maiores elas são visualizadas com mais facilidade, 



RESULTADOS E DISCUSSÃO 

(a) (b) 

(c) (d) 

Figura 5.29- Fase de proliferação/diferenciação celular dos osteoblastos, após período de 3 

dias de cultura, observada por MEV em superfícies de amostras variadas. 

Durante o período do estudo in vitro de cultura celular (3 dias) não pode ser 

constatada a fase de confluência, porém foi observado um crescimento celular não 

uniforme, notando-se zonas de maior densidade celular, como as regiões de angulação dos 

poros. Este comportamento está de acordo com dados da literatura, que mencionam um 

crescimento disperso e irregular de osteoblastos sobre superfícies de fosfatos de cálcio 

rugosas e com porosidades, mesmo após uma semana de incubação 

Sabe-se que o aumento da concentração de cálcio no meio pode ocasionar 

diferenças na viabilidade celular, diferenciação e adesão Este efeito pode ter sido 

possibilitando a detecção de precipitados (setas, micrografia-d) sobre a superficie da 

amostra e também sobre as células já aderidas. Esta última observação sugere que a 

formação de núcleos e conseqüente deposição indicam a participação de um processo 

dinâmico de dissolução das amostras e saturação/ precipitação do meio no qual as amostras 

estão submetidas. 
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responsável pela alteração morfológica, caracterizada pelo aumento mais pronunciado do 

corpo celular de alguns osteoblastos. Este comportamento não prejudica o metabolismo das 

células, sendo o efeito contrário, de retração celular, uma alteração morfológica, na maioria 

das vezes, desfavorável ao seu desenvolvimento 

Este aumento de volume celular pode ser explicado pelo fato de que diferentes 

moléculas ou íons, principalmente o cálcio, que apresenta natureza alcalina, após difusão 

para a célula, têm tendência a acumularem-se nos lisossomas, organelas com um meio 

relativamente ácido e que atuam como depósitos de substâncias exógenas, sendo 

responsáveis pela digestão e degradação de substâncias desnecessárias ou inoperantes, 

como forma de defesa A elevação da concentração de cálcio no interior dos lisossomas 

é acompanhada por um aumento da entrada de líquido nestas estruturas, aumentando o 

tamanho destas organelas, ocasionando um aumento no volume celular Este 

comportamento é uma reação provocada por muitas substâncias de origem alcalina a que 

as células podem ser expostas 

Outro fator a ser considerado, diz respeito a ocorrência de depressões nas 

superfícies das amostras, ocasionada pela presença de diferentes porosidades, podendo 

remeter a variações de pressão, onde os níveis de oxigênio e C O 2 estão diferentes do topo 

da superfície Este fenômeno pode fazer com que as células sejam estimuladas de 

maneiras diferentes, justificando as alterações morfológicas, como observadas na Figura 

5.27-e, podendo em casos extremos, resultar em alterações metabólicas profundas . 

Os desequilíbrios de pressão, que ocorrem nas interfaces ou perto delas, são os 

responsáveis pelo bombeamento capilar que promove a distribuição de líquido por toda a 

amostra, acentuando a propriedade hidrofílica do material, podendo ocasionar uma 

melhora apreciável no comportamento biológico pela proliferação de células na matriz 

porosa 

Outra característica observada é o estiramento do citoplasma das células. A 

literatura menciona que sob condição de estiramento, os canais de cálcio dos osteoblastos 

podem ser estimulados, possibilitando aumento de cálcio intracelular, que permite uma 

liberação mais acentuada da reserva de cálcio destinada à síntese de matriz extracelular 

A presença de matriz extracelular representa um grande avanço no metabolismo dos 

osteoblastos, podendo induzir, mais precocemente, sua transformação em osteócito 

A presença de núcleos, resultantes da saturação do meio, pode mascarar a 

presença de células que estejam aderidas na mesma região, dificultando uma análise 
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quantitativa precisa. Esta característica teve efeito na contagem real do número de 

osteoblastos sobre as superfícies, permitindo apenas uma avaliação semi-quantitativa. 

A Figura 5.30 ilustra a viabilidade celular, a partir do gráfico representativo do 

crescimento dos osteoblastos, em um período máximo de 3 dias, sobre as cerâmicas 

porosas de composição 5H . 

12 24 36 48 60 72 

período de tempo (horas) 

Figura 5.30- Avaliação do crescimento/proliferação celular de osteoblastos em superfícies 

das amostras macroporosas de fosfatos de cálcio (5H) para diferentes períodos. 

Observa-se na Figura 5.30, que há um aumento gradativo do número de células 

na superfície das amostras, não sendo observado período de supressão entre as culturas que 

indique reações adversas ou sinal de citotoxicidade do material. No estágio inicial (12 

horas), o metabolismo celular está voltado para o processo de ancoragem, na garantia de 

uma adesão adequada. A ancoragem das células requer a presença de proteínas de ligação 

específicas, enquanto a proliferação e diferenciação necessitam de fatores de crescimento e 

citocinas, glicoproteínas de baixo peso molecular, inferior a 80KDa, que atuam na 

intercomunicação celular 2 2 0 . 

Após a etapa de adesão, as células iniciam processo de 

proliferação/diferenciação. Se o processo de adesão não tiver sido efetivo, dificilmente as 

células atingem as próximas fases de desenvolvimento, que acontecem em períodos mais 

prolongados . Nos últimos estágios, as funções metabólicas estão voltadas para o 

processo de diferenciação celular, por isso não acontece um aumento expressivo do 

número de células, como observado para as amostras de 2 e 3 dias, na Figura 5.30, 

enquanto um reforço das características fenotípicas é notado, como, por exemplo, nas 
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amostras da Figura 5.27 (d), (e) e (f). Durante este processo ocorre a reorganização do 

citoesqueleto, estrutura que é determinante na organização do citoplasma, posição das 

organelas, movimento da célula e de componentes subcelulares, modelação da forma e 

diferenciação celular 

Relativamente à composição do fluido, há vários parâmetros que influenciam 

no metabolismo celular, um deles é o pH. Este afeta as propriedades elétricas das células, 

dos microorganismos e da superfície dos sólidos, podendo alterar a repulsão eletrostática 

entre eles e conseqüentemente o processo de adesão celular às superfícies Materiais 

bioativos, sob determinadas condições, propiciam a deposição de uma camada de 

hidroxiapatita carbonatada (HCA) uma espécie rica em CO}^, esta condição também 

pode ter sido induzida, na presença da solução DMEM. A presença de HCA mesmo que na 

forma de precipitados ainda isolados, pode alterar o pH do meio, tomando a superfície da 

amostra menos alcalina, sensibilizando o metabolismo das células. A maioria dos biofilmes 

de células se forma em valores de pH próximos à neutralidade, sendo 7,2 o pH da 

membrana celular ^'^. Alterações do pH para valores superiores ou inferiores ao pH da 

membrana podem afetar o desenvolvimento e atividade do biofilme, pois já é relatado que 

o pH exerce um efeito significativo no metabolismo de qualquer linhagem celular 

De modo geral, os ensaios in vitro demonstraram que os materiais processados 

são biocompatíveis e não exercem efeito citotóxico para as células que crescem sobre eles, 

não liberando substâncias tóxicas para o meio ou sinais de alterações morfológicas 

prejudiciais nas membranas celulares. Os resultados obtidos indicam que este tipo de 

material incitou um metabolismo considerado normal de acordo com dados da literatura 

para materiais semelhantes e dentro do padrão exigido para a continuidade da pesquisa, 

agora com ensaios in vivo. 
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Neste capítulo, estão apresentadas as principais conclusões do estudo realizado. 
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6. CONCLUSÕES 

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que: 

A metodologia desenvolvida permite a obtenção de cerâmicas com diferentes 

porosidades na ausência de monômeros e outros aditivos, sem a necessidade de atmosfera 

controlada. A ação espumante da albumina aliada ao efeito de consolidação e à 

versatilidade oferecida pela metodologia tomou-se o grande diferencial, impactando na 

melhoria do processamento de cerâmicas porosas frente às outras técnicas. 

O dispersante, Dispex A-40 alterou a superfície dos pós, melhorando a 

estabilidade das suspensões, fenômeno comprovado pelo aumento em módulo do potencial 

zeta na presença do dispersante. Suspensões de HAp, ß-TCP e da mistura 5H foram 

otimizadas empregando quantidades de dispersante de: 1,9, 1,1 e 0,3 (%massa), 

respectivamente, resultando em propriedades reológicas adequadas para produção de 

espumas. 

Suspensões de HAp, ß-TCP e das diferentes misturas, preparadas em pH 

próximo de 10,5 são eficientes para obtenção de uma ótima condição de dispersão, 

proporcionando baixos valores de viscosidade e alta mobilidade. O ß-TCP apresenta 

características como, área de superfície e mobilidade, que permite obter suspensão com 

maior teor de sólidos (71%) comparado a HAp ( 62%). 

As espumas produzidas apresentaram uma sinérese adequada para 

consolidação da espuma. A lenta drenagem e a aUa viscosidade superfícial proporcionaram 

uma maior elasticidade para as células, melhorando sua estabilidade. 

O surfactante, genaminox, selecionado não alterou a estabilidade da suspensão, 

sendo efetivo na produção da espuma. A atuação conjunta albumina/surfactante 

proporcionou a geração de micro e macroporosidade com características: tamanho, 

esfericidade e interconecfividade dos poros, interessantes para aplicação como 

biomateriais. 
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As amostras de ß-TCP, 7T/2H e 5H, apresentaram maior concentração de 

poros em intervalos de maior tamanho , enquanto as amostras, HAp e 7H/2T apresentaram 

uma distribuição mais significativa no intervalo de menor tamanho de poro. 

Os ensaios de reatividade mostraram aspectos favoráveis da macroestrutura à 

formação de uma camada globular (típica da apatita biológica), como rugosidade, 

porosidades além da composição. As composições ricas em ß-TCP são mais favoráveis a 

dissolução devido à solubilidade desta fase. 

As cerâmicas apresentaram modificação da carga superficial após processo de 

sinterização, sendo observados valores mais altos de potencial zeta com relação aos 

materiais de partida. 

A presença de carga superficial negativa nas amostras confeccionadas é um dos 

fatores favoráveis à reafividade das cerâmicas em SBF e para os ensaios com osteoblastos. 

A topografia e a rugosidade da superfície das cerâmicas processadas 

permitiram a boa adesão dos osteoblastos. 

A contagem das células pode ter sido compromefida pela presença de núcleos 

de fosfato de cálcio que foram detectados nas amostras durante o ensaio. 

As análises in vitro indicam que os materiais processados apresentam 

biocompatibilidade inicial, não revelando morte celular, ou alterações drásticas do 

metabolismo das células, podendo ser testados em experimentos in vivo. 
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7. PROPOSTAS FUTURAS 

Os estudos desenvolvidos durante a tese permitem a sugestão de novas propostas, 

contando com a parceria de outros grupos de pesquisa na área de biomateriais. Algumas 

propostas estão apresentadas a seguir: 

• Análise in vivo das cerâmicas desenvolvidas, implantando em tíbias de coelhos, para 

avaliação da osteocondução e intra-muscular para verificação de comportamento 

osteoindutivo. 

• Estudo das características de superfície dos materiais (molhabilidade, hidrofílicidade, 

carga de superfície em diferentes meios) e de permeabilidade. 

• Estudo da incorporação de um polímero biocompatível, após obtenção do corpo poroso, 

avaliando alterações de comportamento mecânico e biológico. 



APÊNDICE 

Reagentes SBF (g) 

NaCl 7,9946 

NaHCOs 0,3528 

KCl 0,2236 

K2HPO4 0,1742 

MgCb.óHiO 0,3050 

HC10,1M 10 mL 

CaCl2 .2H20 0,3676 

Na2S04 0,0701 

N H 2 C ( C H 2 0 H ) 3 0,05M Até pH=7,25 

O preparo do SBF é dividido em etapas. A primeira consiste na obtenção de 

urna solução, com metade do volume final, contendo os cinco primeiros sais, além do 

ácido clorídrico, respeitando sempre a ordem da adição em água deionizada, em 

temperatura de 37°C e agitação constante para facilitar a dissolução e evitar a precipitação 

do sal. Após a dissolução completa do sal, o próximo é adicionado. 
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APÊNDICE A 

Solução SBF 

Para a avaliação de reatividade in vitro, foi preparada a solução específica para 

o teste, SBF -"Simulated Body Fluid", de acordo com o método proposto por Kokubo e 

colaboradores Foi utilizada a solução SBF designada com o n°.9, de acordo com 

Kokubo, sendo esta, a que mais se aproxima da composição do plasma sangüíneo humano. 

A Tabela a seguir apresenta os reagentes necessários, utilizados para a obtenção do SBF, 

sendo apresentados na ordem em que foram adicionados á solução. Todos os reagentes 

utilizados são de grau analítico. 

Tabela 8.1-Reagentes analíticos e suas respectivas massas para a obtenção do SBF. 
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A segunda etapa refere-se a preparação de urna solução, contendo os dois 

últimos sais num pequeno volume de água, também deionizada, mantendo a mesma 

condição de temperatura e agitação da primeira. 

Na última etapa, estas soluções são misturadas sendo adicionado o tris-

hidroximetil-aminometano, até atingir um pH de 7,25 ajustado para 37"C, em volume de 1 

litro. 

Após a obtenção do SBF, o mesmo pode ser guardado em frasco de polietileno 

e mantido em geladeira. Normalmente, esta solução apresenta uma vida útil de 30 dias. 
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Tabela 8.2 - Composição da solução DMEM 

Componentes DMEM 130-091-438 Concentrações g/L 

Sais inorgânicos 

CaCh. 2H2O 0,264 

Fe(N03)3. 9H2O 0,001 

KCl 0,4 

MgS04. 7H2O 0,2 

NaCi 6,4 

NaHCOj 3,7 

NaH2P04 .H20 0,125 

Outros componentes 

Gliicose 4,5 

Peno! red Na 0,0159 

Pinivato de sódio 0,11 

Aminoácidos 

L-Arginina.HCl 0,084 

L-Cistina 0,048 

L-Alanil-L-Glutamina 0,868 

Glicina 0,03 

L-Histidina HCI.HjO 0,042 

L-Isoleucina 0,105 

L-Leucina 0,105 

L-Lisina.HCl 0,146 

L-Metilanina 0,030 

L-Fenilalanina 0,066 

L-Serina 0,042 
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APÊNDICE B 

Solução DMEM 

DMEM é um meio de cultura celular levemente alcalino, com pH aproximado de 7,6 ± 0,2. 

Na sua constituição estão presentes vitaminas, aminoácidos, fatores de crescimento celular, 

citocinas e soro. São utilizados ingredientes de alta qualidade e livres de origem animal na 

garantia de um ótimo desempenho, sua composição está apresentada na Tabela 8.2. 
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L-Treonina 0,095 

L-Triptofan 0,016 

L-Tirosina 0,072 

L-Valina 0,094 

Vitaminas 

D-Ca Pantothenato 0,004 

Cloreto Colina 0,004 

ácido Folico 0,004 

mio-lnositol 0,0072 

Nicotinamida 0,004 

Piridoxina.HCI 0,004 

Riboflavina 0.0004 

Tiamina.HCI 0,004 
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