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AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS DE ARCABOUCOS DE
HIDROXIAPATITA-TITANIA PELO METODO DA ADIC.AO DE CERA POLIMERICA PARA
USO EM ENGENHARIA TECIDUAL OSSEA
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Resumo: Este trabalho avaliou as caracteristicas estruturais de compoésitos hidroxiapatita-titania (HA-TiO,), obtidos pelo
método da cera polimérica. As amostras foram preparadas pela mistura nas seguintes propor¢des HA-TiO,: (50-50)%, (60-
40)% e (70-30)% em massa, e 30% vol. de cera de polietileno e confeccionados corpos de prova (CP) de 12mm de didmetro
por 10mm de altura. Esses CPs foram calcinados a 550°C e sinterizados a 1250°C, 1300°C e 1350°C por 2h. As fases
presentes foram avaliadas por difracdo de raios X (DRX), enquanto a morfologia e o tamanho de poros foram analisados por
microscopia eletronica de varredura (MEV). Nos resultados do DRX foram identificadas a presenca de alfa fostato tricalcico
(0-TCP), TiO:; e titanato de calcio (CaTiO3) em todas as amostras e no MEV a presenca de poros interconectados, indicando
que ha possibilidade de aplicacdo para reconstrugdo 6ssea.

Palavras-chave: Método da cera polimérica. Hidroxiapatita. Titania. Engenharia tecidual 6ssea.

EVALUATION OF THE STRUCTURAL CHARACTERISTICS OF HYDROXYAPATITE-
TITANIUM OXIDE SCAFFOLDS BY THE POLYMERIC WAX ADDITION METHOD FOR USE
IN BONE TISSUE ENGINEERING

Abstract: This work evaluated the structural characteristics of hydroxyapatite-titanium oxide (HAp-TiO ) composites made
by the polymeric wax method. The samples were mixed (HAp-TiO,,) with 50% -50%, 60% -40% and 70% -30% wt., and
30% vol. of polyethylene wax and made specimens for testing with 12mm of diameter and 10mm height. Those were
calcined at 550°C and sintered at 1250°C, 1300°C and 1350°C for 2h. The present phases were evaluated by X-ray
diffraction (XRD) while the morphology and pore size were analyzed by scanning electron microscopy (SEM). The presence
of tricalcium phosphate (Cas(PO,). or TCP), TiO, and calcium titanate (CaTiOs) in all samples and the presence of
interconnected pores were identified by SEM, indicating that there is a possibility of application for bone reconstruction.
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INTRODUCAO
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A engenharia tecidual, também chamada de engenharia de tecidos, tem sido desenvolvida para
substituir, reparar ou reconstruir tecidos ou 6rgaos perdidos ou danificados por acidentes ou doengas
graves (LANGER, 2000).

Esse processo é relativamente complexo e, por conta disso, a engenharia tecidual é um campo
multidisciplinar que envolve a aplicacdo de principios e métodos da engenharia e das ciéncias da saude
para assistir e acelerar a regeneracdo e o reparo de tecidos defeituosos ou danificados, através de
melhorias nas terapias ja existentes, (TABATA, 2009; HENCH et al., 2006).

Um importante ferramental utilizado pela engenharia tecidual sdo os arcaboucos, estruturas
tridimensionais que fornecem apoio necessario para adesao de células e proliferacdo de células, além
de possuirem arquitetura que contribui para a migracao de células e atividade regenerativa através de
um suprimento adequado de oxigénio e nutrientes (JOAO et al., 2016; BURG, PORTER, KELLAM,
2000). Normalmente eles possuem propriedades osteocondutivas, raramente propriedades
osteoindutivas ou osteogénicas, além de possuirem a grande vantagem de servir de suporte mecanico
(BLOM, 2007).

As bioceramicas porosas despertam significativo interesse como matéria prima para a producao
dos arcaboucos, devido as suas caracteristicas com alta area especifica superficial, alta permeabilidade,
baixa densidade, baixo calor especifico e alta resisténcia térmica (SCHAEFFLER, COLOMBO, 2005).
Somam-se ainda caracteristicas como facilidade de penetracdo pela célula; distribui¢do e proliferacao;
permeabilidade do meio de cultura; vascularizacdo in vivo (uma vez implantado); propriedades
mecanicas adequadas; biodegradacdo controlada; facilidade de fabricacdo; e interconexdao dos poros
(esta sendo o fator limitador de osteocondugdo) (STIPNIECE et al., 2016; CARSON; BOSTROM,
2007). Dessa forma, pode-se dizer que as ceramicas apresentam todos 0s requisitos para o uso na
engenharia tecidual.

De acordo com o tipo da bioceramica e de suas interacoes com o tecido hospedeiro, elas podem
ser classificadas como bioinertes ou bioativas; as ceramicas bioativas ainda podem ser classificadas em

reabsorviveis ou ndo-reabsorviveis (BEST et al., 2008).
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Os mecanismos de fixagdo tecidual na interface tecido-implante podem ser classificados como:
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a) Fixacdo morfoldgica: onde o implante é fixado pelo crescimento tecidual nas irregularidades

superficiais, por cementacdo do componente ou por ajuste sob pressao no defeito. Ocorre em
ceramicas ndo porosas, quase inertes;

b) Fixacdo biolégica: o tecido cresce internamente aos poros do material, fixando o implante.

Ocorre em ceramicas inertes porosas;

c) Fixacdo bioativa: o material se fixa diretamente através da formacdo de uma interface continua
com o tecido. Ocorre em ceramicas bioativas densas (PEREIRA, VASCONCELOS,
ZAVAGLIA, 2006).

Assim, ceramicas bioinertes sdo classificadas como aquelas onde a interface ndo é
biologicamente ligada, ou seja, a ligacdo entre ceramica e tecidos vizinhos é realizada através de
ancoramento mecanico. Exemplos de ceramicas bioinertes sdo a alumina, zirconia e titania. Para as
ceramicas bioativas, o tempo de formacdao da camada interfacial de ligacdo tecido-implante, o
mecanismo de formagdo, a resisténcia e a espessura da camada variam para os diferentes materiais.
Essas ceramicas sdo reabsorviveis se houver degradacdo progressiva com o tempo e forem substituidas
pelo tecido hospedeiro. Exemplos de ceramicas bioativas sdo os fosfatos de calcio, os vidros e as
vitroceramicas bioativas (PEREIRA, VASCONCELOS, ZAVAGLIA, 2006).

Dentre as bioceramicas utilizadas para a fabricagdo de arcaboucos biocompativeis, os fosfatos
de calcio sdo frequentemente utilizados, com destaque para a Hidroxiapatita. A hidroxiapatita (HA —
fosfato de calcio Caio(PO4)s(OH)) é o constituinte mineral do osso natural, representando de 30 a 70%
da massa dos ossos e dentes. Sua forma sintética é extensamente utilizada exatamente por apresentar
similaridade quimica com a fase inorganica do osso humano, tornando-o um material bioativo com
propriedades osteoindutivas (JOAO et al., 2016). Entretanto, ela possui resposta fraca sob tensdo
mecanica (LIU, 1996; GALDINO, ZAVAGLIA, 2012).

O uso da hidroxiapatita extrapola a engenharia tecidual, sendo utilizado também como suporte
para acao prolongada de drogas anticancerigenas no tratamento de tumores 0sseos, no tratamento de
remocdo de metais pesados em aguas e solos poluidos, para implantes 6sseos, como recobrimento para

proteses metalicas etc. (FOMIN et al., 2016; SIDANE et al., 2015; COSTA et al., 2009; KIM et al.,
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2004). Também o fosfato tricalcico (TCP) é um dos fosfatos de céalcio mais importantes dentre os

ISSN: 2359-4799

utilizados como biomateriais, devido a sua biocompatibilidade, bioatividade, biorreabsorbilidade e
osteocondutividade (PEREIRA et al., 2006).

A titania (TiO,) também é utilizada como biocerdmica por ndo apresentar efeitos biolégicos
indesejaveis, tais como cancerigenos, toxicos, alergénicos ou imunogénicos, (FIDANCEVSKA et
al.,2007; TIAINEN, WIEDERMER, HAUGEN, 2013; HAUGEN et al., 2013). O diéxido de titanio
(TiO,), ou titdnia, é um sélido cristalino incolor, biocompativel, atéxico e quimicamente inerte. E
também polimorfo, o que significa que possui mais de uma forma. Suas trés fases distintas sdo o rutilo
(tetragonal), anatase ou anatasio (tetragonal) e bruquita (ortorrombica) (CARTER, NORTON, 2007).

Arcaboucos tridimensionais de TiO, tém sido utilizados como material carreador de células,
uma vez que propriedades como boa permeabilidade e alta biocompatibilidade servem para elevar a
atividade celular. Porém, as principais desvantagens desses arcaboucos sdao baixa resisténcia e baixa
tenacidade a fratura (STIPNIECE et al., 2016).

Devido a baixa resposta sob tensdo mecanica da hidroxiapatita, varios compdsitos tém sido
desenvolvidos a fim de aumentar a resposta quando submetidos a tensdes mecanicas.

Um desses compositos é constituido de hidroxiapatita com titania (6xido de titanio), onde a
titania entra como elemento estrutural, ou seja, possui elevada resisténcia a compressao, nao havendo
problema quanto a biocompatibilidade, uma vez que esse material é bioinerte (HENCH et al., 2000;
NAVARRO et al., 2008).

Este trabalho teve como objetivo avaliar as caracteristicas estruturais dos arcaboucos porosos de
compésito hidroxiapatita-titdnia, com diferentes composicoes em massa, utilizando o método da adicao

de cera polimérica (polietileno).

PERCURSO METODOLOGICO

Materiais

Para a elaboracdo deste trabalho utilizou-se:
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Hidroxiapatita — A hidroxiapatita utilizada neste trabalho foi gentilmente cedida pela empresa
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Inside Materiais Avancados Ltda., localizada em Belo Horizonte, MG. Foram realizados ensaios de
fluorescéncia de raios X e difracdo de raios X das amostras, com o intuito de identificar as fases
presentes e a composicdo quimica. A fluorescéncia de raios X foi realizada em um espectrémetro de
fluorescéncia de raios X Rigaku RIX 3100, pertencente ao Departamento de Engenharia de Materiais
(DEMA) da Faculdade de Engenharia Mecanica (FEM) da Unicamp.

A Tabela 1 indica a composicdo quimica da hidroxiapatita, determinada por fluorescéncia de

raios X (FRX).
Tabela 1 — Resultados de fluorescéncia de raios X da hidroxiapatita, como recebida.
Component S Na K Ni
0 Ca P Mg Sr Si Al F
e
% em 45,42 37,16 17,01 0,13 0,08 0,05 0,04 0,02 0,01 0,01 0,01 0,00
massa 8 8 8 1 3 1 5 2 9 7 3 5

Da andlise das reflexdes de difracdo de raios X (DRX) do p6 cedido pela empresa Inside, vide Figura 1,

identificaram-se os picos caracteristicos da hidroxiapatita nesta amostra como recebida.
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Figura 1 — Difratograma de raios X da hidroxiapatita como recebida.
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Titania (TiO.) — Foi utilizada neste trabalho a titdnia comercial Kronos 2056, fornecida na
forma de rutilo (fase cristalina tetragonal). Assim como aconteceu com a hidroxiapatita, foram
realizados ensaios de fluorescéncia de raios X e difracdo de raios X na amostra, com o intuito de
identificar as fases presentes e a composi¢do quimica.

Os resultados da andlise por fluorescéncia de raios X (FRX) estdo indicados na Tabela 2, a
seguir.

Tabela 2 — Resultados de fluorescéncia de raios X para a titania, como recebida.

Componente TiO, AlLOs; SiO, Na,O SOs CaO P.0s Fe,0, NiO As,03

% em massa 95,084 3,586 1,106 0,115 0,033 0,028 0,023 0,009 0,009 0,007

O resultado da andlise de difracao de raios X (DRX), na Figura 2, indicou a presenca da fase

rutilo.
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Figura 2 — Difratograma de raios X para a titania como recebida.
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Cera polimérica — A cera de polietileno utilizada neste trabalho foi a Licowax PE 520,
gentilmente cedida pela empresa Clariant S/A, que volatiliza em temperaturas acima de 120°C.
Utilizou-se o equipamento de difracdo a laser, marca/modelo Malvern Mastersizer 2000, do
Laboratério de Materiais Ceramicos do Ifes, campus Vitéria, para verificar a distribuicdo do tamanho
de particulas da cera polimérica. O resultado da faixa de distribuicdo do tamanho de particulas esta

ilustrado na Figura 3.

Figura 3 — Distribuicao de tamanho de particula da cera polimérica Licowax PE520.
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Os resultados analiticos do percentual acuamulado da distribuicdao do tamanho de particulas da
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cera polimérica Licowax PE52, em volume, sdo os seguintes: dio = 119,742 Jzﬂm, dso = 316,748 ﬁlm e
dgo = 625,362 J?lrn. O resultado da area especifica superficial foi de 0,0274 m?/g, para essa mesma

amostra.
Meétodos

A metodologia utilizada esta ilustrada na Figura 4, a seguir:

Figura 4 — Fluxograma detalhado da confecgdo dos corpos de prova e caracterizagdo estrutural.
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Inicialmente, foram determinadas as quantidades de massa para confeccdo das amostras a partir
das Equacdes [A] e [B], referentes ao volume do cilindro e a densidade dos compositos,
respectivamente.

V.=A.h [A]

C
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onde V. é o volume do cilindro [cm?3]; A é a area da secdo transversal [cm?]; h é a altura do cilindro
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[cm].

P=Y [B]

onde p é a densidade do material [g/cm?]; m é a massa [g]; V é o volume [cm?3].

Foram utilizados os valores de densidade da hidroxiapatita de 3,156g/cm?® (GALDINO,
ZAVAGLIA, 2012), da titania de 4,35g/cm?® (GALDINO, ZAVAGLIA, 2012) e a partir do catalogo da
Clariant (2011), a densidade da cera de polietileno é 0,93g/cm?.

Apbs aplicacao da Equacdo [A], chega-se ao volume total do corpo de prova (V=1,131 cm3) e
também ao volume que devera ser ocupado pela cera de polietileno (V cea=0,339 cm3) e pela mistura de
hidroxiapatita-titania (Vua-iania=0,792 cm3).

Utilizando a Equagdo [B], conclui-se que a massa de cera de polietileno é 0,315g, e a massa da
mistura de hidroxiapatita-titania é: 2,972 g para amostra 50%HA - 50%TiO,; 2,878 g para amostra
60%HA - 40%TiO,; e 2,783 g para amostra 70%HA - 30%TiO,.

As composicoes em massa de 50%HA - 50%TiO, (amostra A), 60%HA - 40%TiO, (amostra B)
e 70%HA - 30%TiO, (amostra C), com volume de 30% de cera de polietileno foram misturadas por
misturador planetario e peneiradas em peneira ABNT n°. 80.

Foram confeccionados 15 corpos de prova para cada composi¢do. Os corpos de prova foram
prensados uniaxialmente com pressdao de 40 MPa, tendo os CPs verde as dimensoes de 12 mm de
didmetro e 10 mm de altura.

Os corpos de prova foram calcinados a 550°C em rampa de aquecimento de 0,5°C/min,
permanecendo nessa temperatura por 1 h para retirada da cera de polietileno. Em seguida, foram
sinterizados nas temperaturas de 1250°C, 1300°C e 1350°C, em rampa de aquecimento de 10°C/min
permanecendo por 2 h em tais temperaturas. O resfriamento até a temperatura ambiente aconteceu

dentro do forno.
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Para andlise microscopica dos compdsitos, utilizou-se um microscopio eletronico de varredura
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modelo SSX-550 Shimadzu do CEFET-MG, onde também foi analisada, além da topografia, a
composicdo das fases através da espectroscopia de raios X por dispersao de energia (EDS).

Para andlise de difracdo de raios X, utilizou-se um difratémetro, da marca Shimadzu XRD-
7000, pertencente ao CEFET-MG, tubo de raios X com alvo de cobre, operado com uma corrente de
excitacdo do filamento de 20 mA, tensdao de 40 kV, radiacdo incidente caracteristica do Cu ([x)
monocromatizada por um monocromador curvo de grafite e, para identificacdo das fases, foi utilizada a
base de dados do ICDD (PDF2 via CD-ROM). A medicdo das reflexdes das amostras foi realizada num
intervalo de 20: 20-80° no modo de varredura continua com velocidade de 1°/min com passos de 0,02° a

temperatura ambiente (23°C).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da microscopia eletronica de varredura (MEV) para as diferentes proporcdes e

temperaturas sdo apresentados nas figuras 5 a 10.

Figura 5 — Resultados da microscopia eletronica de varredura da amostra A - 50%HA - 50%TiO,,

sinterizada a: (a) 1250°C; (b) 1300°C; e c¢) 1350°C.
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Figura 6 — Resultados da microscopia eletronica de varredura da amostra B - 60%HA - 40%TiO.,

sinterizada a: (a) 1250°C; (b) 1300°C; e (c) 1350°C.
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Figura 7 — Resultados da microscopia eletronica de varredura da amostra C - 70%HA - 30%TiO.,

sinterizada a: (a) 1250°C; (b) 1300°C; e (c) 1350°C.
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E possivel observar, nas Figuras 5 a 7, que a superficie das amostras A, B e C apresentou
porosidade, decorrente da eliminacdo da cera polimérica nas temperaturas trabalhadas neste artigo. A
presenca da porosidade aumenta a area superficial do compésito, proporcionando maior regido para
adesao de células, além de contribuir para uma possivel migracdo de células e/ou atividades

regenerativas no meio fisiolégico (JOAO et al., 2016; BURG, PORTER, KELLAM, 2000).
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Figura 8 — Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura mostrando detalhes da

amostra A sinterizada a: (a) 1250°C; (b) 1300°C; e (c) 1350°C.
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Figura 9 — Micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura mostrando detalhes da

amostra B sinterizada a: (a) 1250 °C, (b) 1300 °C e (c) 1350 °C.
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Figura 10 — Micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura mostrando detalhes da

amostra C sinterizada a: (a) 1250°C; (b) 1300°C; e (c) 1350°C.
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Nas Figuras 8 a 10, observa-se o aspecto das particulas apés sinterizacdo. A 1250°C, todas as
amostras apresentaram faixas de tamanho de particulas relativamente pequenas, configurando um nivel
de sinterizacao inferior ao das amostras em temperaturas de 1300°C e 1350°C. Também é possivel
observar que ndo foram geradas placas ou agregados de particulas, o que pode diminuir a resisténcia
mecanica das amostras a 1250°C. Com o aumento da temperatura, houve aumento do tamanho de grao
e formacao de placas e agregados, devido a maior difusdo de dtomos de hidroxiapatita e de titdnia. Com
isso, houve diminuicdo da porosidade, pois as amostras se tornaram mais densas.

Dessa forma, a condicdo de sinterizacdo mais adequada para a aplicacdo clinica de regeneracao
Ossea seria a de tratamento térmico na faixa de 1250 °C, por apresentar tamanho de grdos menores,
além de maior porosidade, que conferird consequentemente maior area superficial, o que facilita o
contato entre o implante e o tecido hospedeiro, favorecendo a justaposicao ou ligacao interfacial tecido-
implante e, portanto, a osseointegracao. Assim, provavelmente o periodo de remodelacdo tecidual ou
formacdo da nova matriz extracelular sera reduzido (NAGAN et al. 2007, VERCIK et al. 2003 ).

A metodologia para a preparacdo dos arcaboucos (scaffolds) com cera polimérica é ainda
incipiente; no entanto, neste trabalho se mostrou ser possivel gerar uma distribuicdo da porosidade
satisfatoria em alguns compositos estudados, com um possivel aumento das propriedades mecanicas e

controle da biodegradacdo pela proporc¢ao das fases presentes no composito. Entretanto, o didmetro de
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poros, abaixo de 10 )ﬁm, pode acarretar problemas, tais como: dificuldade de migracao celular no
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arcaboucgo ceramico, baixa penetracao dos fluidos corpéreos no implante e, ainda, menores taxas de
dissolucdo do implante (NAGAN et al. 2007).
Os resultados da difracdao de raios X (DRX) para os arcaboucos nas diferentes proporcdes de

massa e temperatura podem ser vistos nas figuras 11, 12 e 13.

Figura 11 — Ensaio DRX realizado na amostra 50%HA-50%TiO; as temperaturas (a) 1250°C, (b)
1300°C e (c) 1350°C.
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Figura 12 — Ensaio DRX realizado na amostra 60%HA-40%TiO, as temperaturas (a) 1250°C, (b)
1300°C e (c) 1350°C.
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Figura 13 — Ensaio DRX realizado na amostra 70%HA-30%TiO, as temperaturas (a) 1250°C, (b)
1300°C e (c) 1350°C.
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Observa-se que a sinterizacdo proporcionou condicOes termodinamicas e cinéticas para que
ocorresse a reacdo entre a HA e o TiO, em todas as condicoes avaliadas, resultando na formacgao nesta
temperatura do alfa fosfato tricalcico [[-Cas(PO.).] e do titanato de célcio [CaTiOs], confirmados pelos
arquivos do PDF2 (ICDD): 00-003-0713 e 00-002-0494, respectivamente. A reacdo provavel entre a

HA e o TiO, esta descrita pela equagao [C].
Calo(PO4)6 (OH)2 + T102 - 3C33(PO4)2 + CaT103 + Hzo [C]

Marcelo et al. (2006), em estudos preliminares, mostraram que a formacao de titanato de calcio
proporciona ganhos na densificacdo do compdsito, melhorando assim sua resisténcia mecanica.

Podem ser observadas, ainda pela DRX, leves alteracoes nas intensidades dos picos, o que
indica modificacdo nos parametros de rede cristalina. A presenca da cera ndo foi detectada na analise,
uma vez que a mesma volatiza-se a faixa de temperatura da ordem de 120°C, mostrando ser uma
metodologia de baixo custo, adequada para a fabricacdo de arcaboucos para a engenharia de tecidos

0sseos.

CONSIDERACOES FINAIS
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Foi realizada a caracterizacdo estrutural de compoésitos porosos de hidroxiapatita-titania com

ISSN: 2359-4799

trés composicoes diferentes, com o objetivo de descobrir se as amostras seriam porosas, para estimular
a osseointegracao, e se haveria transformacado de fases, possibilitando os estudos para sua aplicacao em
reconstrucao éssea.

As amostras foram confeccionadas pelo método da cera polimérica, e caracterizacdo estrutural
foi realizada a partir dos ensaios de espectroscopia eletronica de varredura (MEV) e difracdo de raios X
(DRX).

As trés amostras apresentaram porosidade, sendo que o tamanho dos poros reduziu com o
aumento da temperatura, devido ao aumento da energia térmica e a consequente difusao dos 4tomos, o
que ocasionou o crescimento dos graos. As amostras sinterizadas a 1350°C podem ser consideradas
melhores, devido ao maior tamanho de graos, além de formacao de placas e agregados.

Como esperado, nao houve residuo de cera polimérica em nenhuma amostra, ja que a cera
volatizou na calcinacdo com temperatura de aproximadamente 120°C. Houve transformacdo de fases
com a presenca de fosfato de calcio e titanato de calcio. A fase di6xido de titanio esteve presente em
todas as amostras ap0s a sinterizagao.

De forma geral, todas as amostras sdo indicadas para utilizacdo em estudos futuros para
aplicacio em engenharia tecidual 6ssea. E necessdrio realizar a caracterizacio fisico-mecanica do

composito, para entdo realizar os ensaios in vitro, e posteriormente 0s ensaios in vivo.
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