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RESUMO.

O fosfato de calcio amorfo (ACP) é a primeira fase mineral formada em tecidos
duros, sendo considerado como um precursor da hidroxiapatita cristalina (HA). O
enxerto de ACP tem alta capacidade de reabsorcdo e tem sido extensamente
estudado como um material para preenchimento de defeitos 6sseos. No entanto,
para o bom desempenho de implantes bioceramicos, quatro fatores devem ser
considerados: a) indice de bioatividade; b) area superficial (reatividade); c) facilidade
de manipulacdo; e, d) formacdo de scaffolds para ancorar células. No presente
estudo, buscando atender tais solicitacfes foi proposto o biomaterial ACP na forma
de fibras entrelacadas. Tal morfologia promove alta superficie de contato com fluidos
corpoéreos, é propicia ao ancoramento de células e ainda apresenta facilidade de
manipulacdo durante o procedimento cirdrgico. As fibras de ACP foram obtidas pelo
processo Hager-Rosengarth e posteriormente ensaiadas in vitro (SBF - simulated
body fluid) e in vivo em ratos de linhagem Wistar (Implante de preenchimento de
alvéolo dental durante 28 dias) e em receptor humano (perioimplante em mandibula
em paciente de 62 anos de idade) para avaliar a capacidade do material de
reabsorcdo e de conduzir a formacdo de novo tecido ésseo. Também foram
realizados ensaios de citotoxidade (método de incorporacdo do vermelho neutro, em
células da linhagem NCTC 929 do banco de tecidos da ATCC). A caracterizacdo dos
materiais foi realizada por microscopia 6ptica, MEV, DRX e FT-IR. O controle da
bioatividade em funcédo da estrutura das fibras em distribuicdo coaxial de fases
amorfas foi indicado. Em organismo humano a absor¢céo do material e formacéo de

tecido 0sseo foi verificada apds 15 semanas do implante.
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1.INTRODUCAO
O fosfato de célcio amorfo (ACP) é apontado na literatura como um estagio

precursor da hidroxiapatita na formacgédo de tecido 6sseo (M. O ACP tem sido usado

em cimentos com aplicacdo odontolégica e apresenta osteocondutividade e
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biodegradabilidade do que o fosfato de tricalcio e hidroxiapatite durante a formacéo
de tecidos mineralizados 2. O ACP aumenta a atividade da fosfatase alcalina nos
Mesoblastos aumentando a proliferacédo celular e promovendo a adeséo celular 2.
Este material caracteriza-se ainda por ser a uUnica das formas de fosfatos de calcio
de caracteristica amorfa. Desta forma o ACP € altamente instavel e se dissolve em
meios aquosos quase instantaneamente (por hidrolise), e passa a precipitar em um
processo de crescimento microcristalino, resultando na formacéao de fases de fosfato
de calcio termodinamicamente estaveis (hidroxiapatita, TCP, apatita, etc.) ¢,
Através do processo Hager-Rosengarth*® o ACP pode ser obtido na forma de
fibras micrométricas e emaranhadas, resultando em morfologia similar ao algodéo
natural. A vantagem do biomaterial na forma de fibras emaranhadas é tornar
possivel o enxerto adaptar-se a qualquer configuracdo de defeito do tecido 6sseo,
combinando as fun¢des hemostaticas com as caracteristicas principais do ACP, isto

€, ser biocompativel, 6sseointegravel, reabsorvivel e auxiliar na remodelacéo 6ssea.

1.67
CalP
2200 32

Ca/P=2 2630°C

B-cP
«-C,P +LIQ.
}-.Ca0 +LIQ.

1 lcp+LiQ

Ca/P=1.5
2000

1800

1600
LC.P +a-CsP

1400 |C.P + a-CsP

LiQuip

T(°C)

1200 Ca/P=1.667 :I-C;P*B-C;P

L L=

1000

|
cPpy+L. |
800 4110

£X0,+ LI, \/ o C.P +Ca0 GPs
- 4!
(8]
600 9
cP,+ LiQ. 2
+ CP,+ C,P.
o 2 23
Q
[--%

C.P; + B-CP
B-CP + C,Ps
CPs+ B-CP
B-C,P + C,P

— CPy+ C;Ps

40 [ o, scp, (
200 " i " " " M

0 10 20 40, 50 60 70 80 90 100
a) P:0s Mole % CaO Ca0 b)

Figura 1 — a) Sistema CaO:P20s: 1) Possivel curva de resfriamento durante a
formacao da fibra de ACP; e, 2) Faixa composicional do liquido. b) Esquema em
corte transversal da distribuicdo de fases amorfas coaxiais na fibra segundo a curva
de resfriamento considerada

No processo Hager-Rosengarth (19 o liquido precursor é estirado por meio da
aceleracdo centrifuga e resfriado pelo ar ambiente, o qual representa um fluxo em
relacdo a fibra formada, devido a velocidade angular desta V. As fibras de ACP,
sdo portanto liquidos de fosfato de calcio submetidas ao super-resfriamento, de

certa forma similares aos vidros do sistema binario CaO:P20s 12, Uma
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possibilidade nestes sistemas similares aos vitreos é a ocorréncia nas fibras de
fases amorfas coaxiais com caracteristicas similares as suas contrapartidas
cristalinas (1216), devido as diferencas na taxa de resfriamento desde a superficie das
fibras (taxa elevada) até o nucleo das mesmas (taxa lenta). Analisando o diagrama
binario Ca0:P20s 17 (Fig.1) podemos deduzir para o resfriamento do liquido de
fosfato de calcio as possiveis regides coaxiais formadas durante o super-
resfriamento das fibras. A Fig. 1b mostra um diagrama esquematico da possivel
distribuicdo destas regides em um hipotético corte de uma fibra de ACP.

O presente trabalho busca verificar os efeitos da bioatividade (in vitro e in vivo)
em funcao da morfologia de fibras de ACP obtidas pelo processo Hager-Rosengarth.

2.MATERIAIS E METODOS

Os reagentes utilizados foram: CaO - Nuclear, 95,0 %em massa e, P20s Vetec,
97,0% em massa. O material de partida é obtido por reacdo hidrotérmica de CaO e
P20s em relacdo molar Ca/P > 1. O material apds secagem a 90°C durante 72h foi
pulverizado ( 65 mesh, < 210um) e levada a fusdo a 1350°C durante 2 horas para
refino, fluindo a seguir para a base de rotagdo do dispositivo de Hager-Rosengarth
(protétipo desenvolvido pela empresa Consulmat Prod. Téc., Indd. e Com. Ltda.)
para formar as fibras, as quais sao resfriadas pelo ar ambiente. A caracterizacao
das mesmas foi realizada utilizando as técnicas de Difracdo de raios-X (DRX —
Higaku Multiflex), Espectrometria de infra-vermelho com a transformada de Fourrier
(FT-IR - Thermo Nicolet - Nexus 870 FT-IR) e, Microscopia eletronica de varredura
(MEV - Hitachi Tabletop TM3000). O teste de dissolu¢do em fluido corporal simulado
(SBF) foram realizados durante 48 horas a 37°C conforme a metodologia indicada
por Kokubo et AL @8, O ensaio de citotoxicidade realizou-se utilizando o método de
incorporacao do vermelho neutro, em células da linhagem NCTC 929 do banco de
tecidos da ATCC. Foram preparados extratos dos materiais e colocados em contato
com a cultura celular e a determinacéo do indice de citotoxicidade ICsog% 7).

Os ensaios In vivo foram realizados com o Implante em tecido ésseo e
preenchimento de cavidades em duas situagoes:

(a) Em ratos: O material de fibra de ACP foi implantado em alvéolos para a
observacéo da nova formacdo 0ssea na reparacdo 0ssea. Oito animais da espécie
Rattus Norvegicus Albinus - linhagem Wistar, foram utilizados em dois grupos

distintos: grupo de controle e grupo experimental. Em ambos os grupos, os animais
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foram submetidos a extracdo do incisivo superior direito. No grupo experimental, 0s
alvéolos foram inicialmente preenchidos pelo enxerto de materiais (fibra de ACP). No
final de 28 dias, os ratos foram sacrificados e amostras seccionadas em fatias de 10
um de seus alvéolos foram coradas (hematoxilina-eosina e picrosirius),
desmineralizadas e analisadas em microscopia de luz convencional e polarizada
(MLP) para observar o formagdo de matriz osteidide na reparacdo 6ssea.

(b) Em ser humano: A fibra de ACP foi implantada numa regido fibrética Peri-

implantite em substituicdo de um implante de titanio que sofreu afrouxamento AP[os
20 anos de funcdo em paciente do sexo masculino de 62 anos, para a observacéo
sua capacidade osteocondutora e da caracteristica reabsorvivel do material. No local
de implante foi realizada a remocédo preventiva do epitélio doente e tecido do
conjuntivo (curetagem até eliminacéo do tecido fibroso), o enxerto de fibras de ACP
foi inserido e ligeiramente comprimido e em seguida. o local foi suturado 8). Apés 15
semanas foi removido um fragmento de o0sso a partir da zona central em que o
enxerto estava realizado com o auxilio de uma trefina com um cortador de 2 mm de
diametro. Além disso, no local da interseccao entre a area de enxerto do 0sSso e a
area de matriz 6ssea primario, outro fragmento foi removido usando uma trefina com

diametro de 4mm. As amostras foram analizadas @8 por MLP e MEV.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO
As fibras como obtidas pelo processo Hager-Rosengarth sdo mostradas na Fig.
2. Pode-se observar nesta figura que o diametro das mesmas ndo € homogéneo e

varia aproximadamente entre 10 um a 500 pm.
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Figura 2 — Micrografia de fibras de ACP obtidas pelo processo Hager-Rosengarth
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Na Fig. 3a é mostrado o difratograma correspondente a fibra de ACP e na Fig.
3b é mostrado o espectrograma obtido pelo ensaio por FT-IR das mesmas.
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Figura 3 — (a) Difratograma das fibras de ACP como preparadas; e. (b)
Espectrograma FT-IR das fibras de ACP

No difratograma (Fig.3a) ndo sao observados picos que indiguem fases
cristalinas correspondentes a compostos se fosfato de calcio, pelo contrario, seu
padrdao de difracdo de raios-X € largo e difuso, proprio dos materiais amorfos.
Porem, neste padrao difuso, observa-se um maximo a 25° (20), caracteristico de
estruturas vitreas. Um segundo maximo, de menor intensidade observado a 42 °
(20), indicativo de que o material seja composto de pelo menos duas fases vitreas.

Através da analise dos picos no espectrograma FT-IR (Fig. 3b) observa-se que
apesar da clara indicacédo da presenca de ligacdes do tipo P-O, assinalados por “8”
na figura, os picos indicativos tipicos destas ligacbes em compostos de ordem
cristalina (“1” na figura), apresentam baixa intensidade®)., Este resultado esta de
acordo com os resultados observados na analise por DRX (Fig. 3a). Observa-se nos
picos relativos as ligagdes com anions fosfato (“6” e “7” na figura) , a falta de ordem
cristalina predominante destes na estrutura da fibra, o que por sua vez esta de
acordo com a literatura para compostos de ACP (19, por outro lado, a estrutura do
material similar & do vidro ndo pode ser confirmada, apesar da presenca de pico de
pequena intensidade indicando ligacdes P-O tipicas de redes vitreas (“2” na figura).

Ainda analisando o espectro da Fig. 3b, sdo importantes as indicacdes de
ligacdes com grupos hidroxila no material (“4” e “5” na figura) parece indicar a alta

reatividade da fibra de ACP com meios aquosos, incluindo a umidade no ar.
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A Fig. 4a mostra as curvas obtidas no ensaio de citotoxidade e a Fig. 4b mostra
uma micrografia da fibra de ACP apos ser submetida ao ataque por SBF.
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Figura 4 — (a) Curvas obtidas no ensaio de citotoxidade das fibras de ACP; e,
(b) Micrografia da fibra de ACP apdés ser submetida ao ataque por SBF durante 48 h

Na Fig. 4a podemos observar que as fibras de ACP apresentam clara
biocompatibilidade, pois a curva de viabilidade esta acima de 50% (ICso%). De fato,
esta curva aproxima-se do controle negativo. Desta maneira este material é indicado
como ndo citotoxico. Este resultado é importante para materiais destinados a
enxertia 6ssea e demonstra que o processamento do ACP para fibras ndo prejudica
as propriedades de interesse deste biomaterial.

Na micrografia (Fig.4b) podemos observar a formacao de compostos de fosforo
e calcio, precursores de hidroxiapatita. Este fato indica a bioatividade do material e
portanto adequacéo a utilizacdo proposta. Apos o ataque por SBF, o comportamento
de dissolucdo das fibras também pode ser observado. Aparentemente as mesmas
dissolvem-se seletivamente por camadas. A fig. 5 mostra a possivel sequencia de
dissolucéo destas fibras mediante o efeito do SBF. Na mesma figura € sugerida a
possivel composicdo de cada camada, de acordo com o diagrama de equilibrio de
fases binario CaO:P20s (Fig.1).
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Figura 5 - Micrografias de fibras de ACP apés o ataque por SBF durante 48 h. Na
sequéncia de imagens é possivel observar as etapas da dissolucdo das mesmas.

Aparentemente ocorre a difusdo de ions oriundos da solugdo através da
camada externa, 0s quais interagem com a camada intermediaria, levando a
expansao volumétrica desta, fato que resulta em trincas e quebras da camada
externa a qual por fim tende a desprender-se (Fig. 5-a,b e c). Prosseguindo o
processo de dissolucdo, o nucleo da fibra (camada interna) parece apresentar a
estrutura similar a tipica entre duas fases que se resfriaram até o ponto eutético
durante sua solidificacdo, desde um liquido fundido. Como resultado uma das fases
de maior solubilidade foi dissolvida, restando uma estrutura final de morfologia
trabecular, a qual apresenta a interesse por poder atuar como “Scafold” para o
ancoramento celular e crescimento de tecidos vivos] (Fig. 5-d).

A fig.6 mostra micrografias de uma fibra de ACP apds ataque por SBF. Na
mesma estao indicados os pontos onde a composicédo aproximada foi analisada por
MEV-EDX. Nos resultados das analises por MEV-EDX, podemos observar que a
concentracgdo relativa entre célcio e fosforo, varia desde a camada externa para o
interior da fibra. Estes resultados sao coerentes com a curva de resfriamento
proposta na fig.1 e ambos apoiam a distribuicdo de fases amorfas proposta nas

micrografias da Fig. 5.
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a) Camada externa b) Camada intermedidria ¢) Camada interna
Ca: 33,37% mol Ca: 297% mol Ca: 247% mol
P: 66,6% mol P: 71 % mol P: 76% mol

Figura 6 - Micrografia de fibra de ACP apds ser submetida ao ataque por SBF
durante 48 horas. Os pontos com circulo amarelos

Em relacdo aos enxertos feitos em alvéolos de ratos, o grupo controle
apresentou reparacdo 6ssea compativel com a descrita na literatura (122, ou seja,
forma, centripeta, mostrando a presenca de um centro ou coagulo paracentral e
vasos sanguineos para dentro dos alvéolos formacdo em todas as amostras (Fig. 7-
a). As células tipicas de tecido 6sseo, osteoblastos e osteoblastos estdo presentes.
A superficie de trabéculas e abundancia de fibroblastos imaturos em tecido 6sseo
ocupando os espacos entre 0 0sso trabecular também foi observada.

(b)

Figura 7 — Micrografias (Mag. 20X): (a) Alvéolos do grupo de controle e (b) Alvéolos do
grupo de controle. Onde: (CL) coagulo, (AB) osso alvéolar, (NB) osso neo-formado e
(OS) tecido ostedide.

No grupo experimental, a dispersdo de vasos sanguineos foi melhor

observada, juntamente com a auséncia de coagulos na maioria das amostras. Desta
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forma, observou-se a presenca de tecido neoformado em todo o espaco do alvéolo
(Fig. 7-b). Neste grupo também se observou apreciavel diferenciagéo celular.

(b)
Figura 8 — Micrografias (Mag. 40X): (a) Alvéolos do grupo de controle e (b) Alvéolos do
grupo de controle. fibras de colageno no leito alveolar apos 28 dias de pds-operatério.

Areas escuras: 0sso maduro. Areas coradas: tecido ostedide. Area clara: coagulo

NN 5 WEEKS
)

(d)

Figura 9 — Sequéncia de radiografias periapicais nas quais é possivel observar as

alteracdes morfoldgicas no local do enxerto em fungéo do tempo de implantacao.

1871



60° Congresso Brasileiro de Ceramica
15 a 18 de maio de 2016, Aguas de Lindoéia, SP

Apds a 28 dias de cirurgia de forma geral, as amostras do grupo controle
apresentaram apreciavel quantidade de tecido maduro enquanto nas amostras do
grupo experimental observa-se o tecido organizado visando apenas preencher o
local alveolar (Fig.8-a e b).

No ensaio "in vivo" em ser humano, a regido fibrética em torno do implante que
falhou, foi removida e sua a dimensdo pode ser avaliada na Fig. 9-a e b, Apés a
remocao do implante infectado e curetagem de tecido fibrotico existente em torno do
elemento, bem como parte no tecido duro, o enxerto com fibras de ACP foi
realizado. Foi realizado o acompanhamento semanal por meio de radiografia
periapical (Fig. 9-c) sendo ser observado o processo normal de interacgéo entre o
0SSO e 0 enxerto na auséncia de inflamacéao gengival local.

As imagens obtidas em por MEV de amostras de tecido 6sseo retirado do local
de implante apés 15 semanas, mostram a presenca residual das fibras no material
de enxerto na regido central do local de inser¢éo, no entanto na vizinhanga préxima
e no restante 0sso alveolar foram observados novos depdésitos de o0sso interagindo
com esparsos residuos de biomaterial (Fig. 10-a).

Através da microscopia Optica foi possivel observar depdsitos de tecido 6sseo
neo-formado sobre as fibras remanescentes, i.e. as mesmas atuaram como
“scaffolds” para o crescimento do tecido. Através da técnicas de coloragao pode ser
notada a existéncia de ostedcitos na nova matriz 6ssea (Fig. 10-b) e demonstrada a
existéncia de fibras de colagénio do tipo | e Il, interagindo com fibras de a
biomaterial. A existéncia de grandes quantidades de fibras de colageno tipo |

representado dentam a presenca de tecido 6sseo maduro (Figura 10-c).

(b) (c)

Figura 9 — Micrografias obtidas em por MEV de amostras de tecido 0sseo retirado

do local de implante ap6s 15 semanas
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4. CONCLUSOES

1 - O potencial do uso de fibras de ACP obtidas pelo processo Hager-Rosengarth
para aplicacbes em enxertia 0ssea, foi demonstrado.

2 - As fibras obtidas possuir arranjo vitreo em sua estrutura, distribuidas em
gradiente coaxial de composicao.

3 - A distribuicdo composicional coaxial da fibra rege o mecanismo de dissolucéo
das mesmas,

4 — O material provou ser reabsorvivel no "in vitro" e ensaios "in vivo" e foi
considerados ndo-citotoxico.

5 — As fibras de ACP estimulam a infiltracdo vascular e deposicao tecido 6sseo.

6 — O material sugerem ser osteocondutor quando usado como enxerto 6sseo.

7 — As fibras ACP séo promissoras para enxertia 0ssea em casos de dificil insercao.

8 — O material mostrou-se de facil manuseio durante o procedimento cirdrgico.
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AMORPHOUS CALCIUM PHOSPHATE FIBER FOR BONE REGENERATION:
THE BIOACTIVITY ENHANCED BY MORPHOLOGY

ABSTRACT

Amorphous Calcium Phosphate (ACP) is the first mineral phase formed in hard
tissues. ACP has low ordering in the crystal lattice compared to other calcium
phosphates. The X-ray diffraction pattern is broad and diffuse with a maximum at 250
(20), being considered as a precursor of well crystallized hydroxyapatite (HA),
reference bone grafting material in odontology and medicine. The ACP graft has high
capacity to be resorbable and has been widely studied as a filler for bone defects.
However, it is rare to find articles where the ACP is presented in the form of fibers
and yet always containing silicon. This research paper presents the ACP fibers
obtained by the process Hager-Rosengarth, confirming its amorphous condition by
means of X-ray diffraction and its capacity of resorption and ability to conduct and
formation of new bone tissue proven by test "in vivo" with subsequent analysis by
light microscopy. ACP in the form of fibers is considered innovation as a bone
grafting material, having already its exclusive rights of patent claimed by a Brazilian
company that is which is being funded by CAPES / FINEP in a program of R & D.
Keywords: Fiber, Biomaterials, ACP.
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