a Universidade de Aveiro Departamento de Eng? de Materiais e Ceramica
2016

Daniela Silva Brazete CIMENTOS OSSEOS INJETAVEIS A BASE DE a-TCP






Daniela Silva Brazete

Universidade de Aveiro Departamento de Eng? de Materiais e Ceramica
2016

CIMENTOS OSSEOS INJETAVEIS A BASE DE a-TCP

Dissertacdo apresentada a Universidade de Aveiro para cumprimento dos
requisitos necesséarios a obtencdo do grau de Mestre em Materiais e
Dispositivos Biomédicos, realizada sob a orientacao cientifica da Doutora Ana
Filipa Marques de Brito, responsavel pelos assuntos regulamentares da
Regdlife, do Doutor José Maria da Fonte Ferreira, Professor associado com
Agregacao do Departamento de Engenharia de Materiais e Ceramica da
Universidade de Aveiro e da Doutora Paula Maria da Costa Torres,
investigadora de pdés-doutoramento no Departamento de Engenharia de
Materiais e Ceramica.






Dedico este trabalho aos meus pais e irmao pelo incansavel apoio






o juri

presidente Professora Doutora Maria da Piedade Moreira Brand&o
Professora Adjunta da Escola Superior de Saude da Universidade de Aveiro

Prof. Doutora Ana Francisca de Campos Simao Bettencourt
Professoar auxiliar da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa

Prof. Doutor José Maria da Fonte Ferreira
Professor associado com agregagao do Departamento de Engenharia de Materiais e Ceramica
da Universidade de Aveiro






agradecimentos

Solitario e complexo. Duas palavras que, na perspetiva de alguns, podem estar
associadas a um longo processo de trabalho. Discordo que essas duas
palavras se associem a tal processo, pois ele s6 foi possivel gragas ao suporte
de varias pessoas imprescindiveis na minha vida, tanto pessoal como
académica. A estes, eu gostaria de deixar o meu profundo agradecimento.

Obrigada Pai, obrigada Mae e obrigada Mano. Obrigada pela vossa presenga,
pelo vosso apoio incondicional, pelos sacrificios, por confiarem nas minhas
capacidades e por ndo me deixarem desistir em momento algum da minha
vida.

Obrigada Prof. Doutor José Maria Ferreira por me dar a oportunidade de
integragdo no seu grupo de trabalho, pela orientagdo, pela ajuda
imprescindivel, disponibilidade e acompanhamento, pela partiiha de
conhecimentos cientificos ajudando-me a evoluir ao longo desta caminhada.

Obrigada Doutora Paula Torres, pilar que me suportou ao longo deste intenso
ano. Obrigada pela amizade, pela ajuda, disponibilidade e entrega, pelos
conhecimentos que me transmitiu sempre com um sorriso no rosto. O meu
maior obrigada.

Obrigada Doutora Ana Brito pela sua inteira disponibilidade e prontificacéo,
pela reflexao conjunta e por me incentivar perante as adversidades.

Obrigada aos meus companheiros de laboratério, envolvidos de forma direta
ou indireta, pelo acolhimento, pela entreajuda e pela boa disposi¢céo presente
ao longo desta jornada. A Doutora Susana Olhero, ao Avito Rebelo a Sofia
Neto, ao Doutor Ajay Kaushal, a Catarina Marques, e ao Doutor Hugo
Fernandes.

Obrigada a todos os técnicos do DEMaC pela disponibilidade e ajuda sempre
prestada e pela simpatia.

Obrigada aos meus colegas de curso pelos bons momentos partilhados ao
longo destes dois anos. Obrigada pela amizade, companheirismo e
convivéncia.

Muito OBRIGADA a todos.






palavras-chave

resumo

Cimentos 6sseos injetaveis, apatite, tanformacao p<«>a—TCP, injetabilidade

Este trabalho teve como objectivo principal o desenvolvimento de cimentos de
fosfatos de calcio apatiticos injectaveis e com propriedades mecénicas
adequadas para aplicagbes ortopédicas. Um objectivo secundario consistiu na
incorporacédo de ides dopantes na rede cristalina do fosfato tricélcio (B-TCP)
em substituicdo parcial do calcio e no estudo dos seus efeitos nas
transformacgdes alotropicas das fases B«>a—TCP durante os ciclos térmicos
com vista a obtengao da fase a—TCP.

Os pos iniciais de fosfato tricalcio (ndo dopados, e dopados com Sr, Zn e Mn)
utilizados neste estudo foram produzidos pelo processo de precipitagdo
quimica por via humida, seguindo-se o tratamento térmico com vista a obter as
fases pretendidas (B-TCP e/ou a-TCP). A substituicdo parcial do Ca pelos ides
dopantes mostrou ter fortes implicagdes em termos de estabilidade térmica da
fase B-TCP, dificultando a transformagdo desta para a-TCP. Os resultados
demonstraram que as transformacdes alotrépicas das fases B«>a—-TCP séo
também muito influenciadas por outros fatores experimentais tais como a taxa
de arrefecimento e a presenga de fases secundarias de pirofosfato de calcio
ou de hidroxiapatite.

Os cimentos 6sseos de fosfato de calcio (CPC) foram preparados misturando
os pos de o-TCP puros com solugcbes aquosas reativas de diferentes
concentragées de hidrogenofosfato de sédio, como agente acelerador do
tempo de presa. A algumas solugbes aquosas adicionaram-se ainda aditivos
(Aristoflex ®TAC, polietileno glicol 600) com a intens3o deliberada de melhorar
o comportamento das pastas cimenticias durante a extrusdo. Contudo,
aquando dos testes de injetabilidade, verificou-se que estes aditivos baixavam
a percentagem de pasta extrudida. Verificou-se também que a distribuicdo do
tamanho de particulas € um fator crucial no comportamento reolégico das
pastas cimenticias. A combinag&o do p6 de a-TCP com 2,5 wt% de hidrogeno
fosfato de sédio como liquido de presa, resultou em cimentos de apatite com
propriedades interessantes do ponto de vista da injetabilidade, microestrutura,
porosidade, resisténcia mecanica e fases cristalinas formadas.

Com o intuito de uma eventual translagdo deste produto para o mercado
procedeu-se a uma avaliagéo clinica por equivaléncia a produtos idénticos ja
disponiveis comercialmente, a qual deu origem a um relatério de investigagao
clinica.
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Injectable bone cements, apatite, f<>a—TCP transformation, injectability

The main objective of this work was the development of injectable apatitic
calcium phosphates cements with mechanical properties suitable for
orthopaedic applications. A secondary objective was to incorporate doping ions
into the crystalline lattice of tricalcium phosphate (3-TCP) in partial replacement
of calcium and to study its effects on allotropic transformations of p«<>a-TCP
phases during thermal cycles in order to obtain the a—TCP phase.

The initial tricalcium phosphate powders (non-doped and doped with Sr, Zn and
Mn) used in this study were produced by the wet chemical precipitation
process, followed by heat treatment in order to obtain the desired phases
(B-TCP and/or a-TCP). The partial substitution of Ca by the doping ions
showed to have strong implications in terms of thermal stability of the B-TCP
phase, making it difficult to transform to a-TCP. The results demonstrated that
the allotropic B«<>o—TCP phase transformations are also noticeably affected by
other experimental factors such as the cooling rate and the presence of
secondary phases of calcium pyrophosphate or hydroxyapatite.

The calcium phosphate (CPC) bone cement pastes were prepared by mixing
the pure a-TCP powders with reactive aqueous solutions of different
concentrations of sodium hydrogen phosphate as a settling accelerator. To
some aqueous solutions, additives (Aristoflex®TAC, polyethylene glycol 600)
were further added with the deliberate intention of improving the rheological
behaviour of the cementitious pastes during extrusion. However, during the
injectability tests, these additives were found to lower the percentage of
extruded paste. It has also been found that the particle size distribution is a
crucial factor in determining the rheological behaviour of cementitious pastes.

The combination of a-TCP powder with 2.5 wt% sodium hydrogen phosphate
as setting liquid resulted in apatite cements with interesting properties from the
point of view of the injectability, microstructure, porosity, mechanical strength
and crystalline phases formed.

In order to pave the way of an eventual translation of this product into the
market, a clinical evaluation was carried out by equivalence to identical
products already commercially available, which gave rise to a clinical
investigation report.
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Enquadramento e Objetivos

1.1 Introducio Geral

Ao longo dos anos tem-se verificado um aumento significativo de novos biomateriais e
novas técnicas cirurgicas que tém revolucionado drasticamente a vida de milhdes de doentes.
Estes novos biomateriais t€ém tido uma contribui¢do relevante no que diz respeito aos cuidados
de saidde, nomeadamente nas doencas musculo-esqueléticas, como € o caso da osteoporose ou
até mesmo das fraturas ésseas, relacionadas com o envelhecimento. ! O aumento destas
doengas deve-se, principalmente, ao facto de existir uma queda da mortalidade e
consequentemente um aumento da esperanga média de vida. *

A osteoporose define-se como sendo uma doenga sistémica do esqueleto, caracterizada
por uma baixa densidade Ossea e deterioragdo da sua micro-estrutura, levando a uma
fragilizagdo dos ossos, o que origina fraturas ésseas. > Devido ao facto do osso se encontrar
fragilizado, as atividades do quotidiano podem criar tensdes que excedem a forca das
vértebras, resultando assim em fraturas de compressdo vertebral. A incidéncia e os custos
socio-econémicos associados a este tipo de fraturas s@o muito elevados e o seu impacto na
satide é de grande alcance, ocorrendo cerca de 440 000 novos casos por ano, sé6 na Europa. *
Este ndmero de fraturas tem vindo a aumentar ao longo dos anos e prevé-se que continue a
crescer. E sendo a osteoporose uma patologia que acarreta custos muito elevados, torna-se
indispensavel encontrar uma solugiio economicamente viavel. >

Para a reparacdo das fraturas da coluna vertebral, causadas pela compressdo das
vértebras existem dois tipos de procedimentos cirirgicos disponiveis: a vertebroplastia e a
cifoplastia. Estas cirurgias visam aumentar o corpo vertebral enfraquecido, estabilizando-o e
restaurando-o, através da inje¢do direta de um cimento para o interior do corpo vertebral
fraturado ou para uma cavidade criada no corpo vertebral, pela insuflacio de um balao
insufldvel, respectivamente. * O material mais utilizado neste tipo de tratamentos tem sido o
cimento acrilico a base de polimetacrilato de metilo (PMMA). 6

O PMMA foi utilizado pela primeira vez em 1945 por Scales e Herschell ” e possui uma
boa resisténcia a compressao, simplicidade de manipulagdo, baixo custo e é considerado como
sendo um material inerte, estével, insolivel e que nio se degrada ao longo do tempo. * Apesar
de todas estas vantagens, este material possui alguns inconvenientes, nomeadamente o facto de
as reacodes de polimerizacdo serem exotérmicas podendo causar bastantes efeitos secundérios,

tais como necroses extensas. ° A presenca de monémeros residuais pode provocar reacdes
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inflamatdrias, pois torna o material toxico e, além disso, ndo possui capacidade de participar
nos processos biolégicos de remodelacio dssea. ®

Desta forma, a procura de novas alternativas a este tipo de cimentos tem-se tornado cada
vez maior e, a ideia mais promissora recai sob os cimentos a base de fosfatos de célcio (CPC),
usados pela primeira vez em 1986 por Brown e Chow. '° Estes cimentos ésseos tém atraido
muitas atengdes e abriram uma nova era nas aplicacdes médicas, pois oferecem intimeras e
atrativas vantagens. ° Segundo Torres et al. (2015) ° os CPC sdo cimentos reabsorviveis,
osteocondutores, biocompativeis, possuem uma composicdo quimica muito semelhante a do
0sso, tém capacidade de efetuarem ligacdes quimicas com tecidos duros, apresentam uma
excelente moldabilidade e um rdpido tempo de presa inicial. Apesar de todas estas vantagens
os CPC apresentam alguns inconvenientes, nomeadamente, uma resisténcia mecanica
relativamente baixa, tempos de presa por vezes inadequados, por serem muito baixos ou muito
altos, podem ser removidos do local caso haja excesso de sangue e sdo pouco porosos,

sofrendo de falta de macroporosidade interconectada. ''

Mitigando as desvantagens
inumeradas, os potenciais campos de aplicagdo dos CPCs tornam-se bastante mais vastos.
Atualmente sao diversas as dreas onde este tipo de material é utilizado, nomeadamente, na drea
de endodontia, cirurgia maxilofacial e cranioplastia e em sistemas de entrega terapéutica, como
portadores de antibidticos para prevenir e/ou combater de modo mais eficaz as infecdes que

poderio surgir no local do implante. '

1.2 Objetivos

O principal objetivo deste projeto tese consiste na preparacdo de pastas cimenticias
injetaveis a base de a-TCP. Para tal sdo definidos os seguintes objetivos especificos:
a) Preparar e caracterizar pés de fosfato tricilcico de a-TCP puro e a-TCP dopado com
5 wt.% de estroncio (Sr), 2,5 wt.% de zinco (Zn) e 0,5 wt.% de manganés (Mn);
b) Estudar os efeitos da presenca dos ides dopantes (Zn, Sr, Mn) nas transformacdes de
fases f«a-TCP;
c) Estudar os fatores que influenciam a injetabilidade das pastas cimenticias;
d) Avaliar as propriedades mecanicas, nomeadamente resisténcia a compressao;
e) Avaliar a porosidade;
f) Caracterizar os cimentos segundo as fases cristalinas e microestrutura;

g) Classificar o material segundo a Diretiva 93/42/CEE.
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1.3

Estrutura da Tese

Para uma melhor compreensdo do trabalho realizado, este encontra-se estruturado em

sete Capitulos distintos:

Capitulo I: neste capitulo faz-se um enquadramento ao tema, enunciam-se os objetivos
bem como a estrutura da tese.

Capitulo II: apresenta a revisdo do estado da arte e algumas nocdes gerais acerca do
tema, e situa o trabalho no dominio dos cimentos de fosfato de calcio.

Capitulo III: descreve detalhadamente o procedimento experimental efetuado, bem
como as técnicas de caracterizacdo utilizadas.

Capitulo IV: apresenta o estudo acerca da obtengdo de pés de a-TCP ndo dopados e
dopados, faz uma introdug@o mais orientada que permite uma melhor compreensao dos
assuntos abordados e retiram-se as conclusdes pertinentes.

Capitulo V: trata do estudo da influéncia de diversos fatores (razdo liquido/pd,
distribuicdo do tamanho de particula, adi¢do de aditivos) na injetabilidade de pastas
cimenticias a base de a-TCP. Tal como no capitulo anterior, faz-se uma introducao
mais direcionada para a problematica da injetabilidade de pastas cimenticias, e resume
as conclusdes principais acerca dos resultados obtidos neste estudo.

Capitulo VI: apresenta um relatério de avaliagdo clinica efetuado por equivaléncia a
outros cimentos 6sseos de fosfato de cdlcio ja comercializados com o intuito de
contribuir para a preparacao do dossier técnico com vista a uma eventual possibilidade
de comercializagdo futura. Este relatério foi efetuado no dmbito do projeto em parceria
com a Reg4life. Uma particularidade deste capitulo é o facto de ele se encontrar
redigido em lingua inglesa.

Capitulo VII: apresenta uma conclusdo geral com base em todos aos estudos relatados

ao longo da tese, bem como sugestdes a considerar para trabalhos futuros.

Anexos: apresentam os documentos elaborados no ambito da parceria com a Regé4life.







CAPITULO 11

ESTADO DA ARTE






CAPITULO II: Estado da Arte

Estado da Arte

2.1 O osso

O corpo humano € um sistema bastante complexo, constituido por diferentes érgios e
sistemas. Entre os sistemas que o constituem destaca-se o sistema esquelético constituido por
206 ossos, ' tendo como fungdo principal o suporte das partes moles de todo o corpo. '* Os

. .. - ~ 14 «~
0ssos caracterizam-se pela sua rigidez, dureza, poder de regeneracdo e de reparacdo. ~ Sao

. , . . . . . , 15
constituidos por uma forma de tecido conetivo altamente especializado, o tecido 6sseo,
formado por células e material extracelular calcificado (matriz dssea). 16 Este sistema possui
diversas fung¢des, entre as quais conferir prote¢do aos 6rgdos vitais, nomeadamente aos 6rgaos
contidos na caixa craniana e tordcica e também no canal raquidiano. Proporciona também
apoio aos miusculos esqueléticos, transformando as contragdes desses em movimentos e,
constitui um sistema de alavancas que amplia as forcas geradas na contragdo muscular. '® Para
além das funcdes de suporte e protecdo, os 0ssos sdo uma importante fonte de ides inorganicos,

que participam ativamente na homeostasia do célcio e fésforo no organismo " e, sdo também

um importante reservatorio de fatores de crescimento, libertados de maneira controlada. 14

2.1.1 Macroestrutura do osso

Macroscopicamente 0s ossos podem ser classificados em ossos longos (tibia, fémur,
réddio, umero), ossos curtos (astrdgalo, carpo) ossos achatados (omoplata, esterno) ou 0ssos
irregulares (vertebras). ' Sdo classificados como ossos longos aqueles que possuem uma
regido cilindrica central, a diédfise, e duas extremidades mais largas e arredondadas, as
epifises. '> Na Figura 2.1 é possivel visualizar um esquema representativo de um osso longo,
na qual se denota que as extremidades do osso sdo mais largas do que a zona central. Tal facto
ocorre, pois, as extremidades sdo recobertas por cartilagem articular, formando assim as
articulacdes, que permitem um determinado grau de mobilidade entre os ossos. Estas zonas
encontram-se sempre sujeitas a carregamentos elevados, sendo necessaria uma drea
significativa de cartilagem, sendo esta a razdo pela qual a epifise possui um maior didmetro do
que a diéfise. !’

Morfologicamente, existem dois tipos de o0sso: o osso cortical ou compacto, que
representa 80% da massa esquelética e, o osso trabecular ou esponjoso, representando os

restantes 20% da massa. '’ O osso cortical, presente em grande parte na zona da diifise, nio
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apresenta quaisquer tipos de cavidades visiveis, € denso, sélido e rodeia o espago medular. Ja o
osso trabecular, tipicamente situado na regido interior do 0sso, é composto por uma rede de
minusculas cavidades delimitadas por trabéculas de tecido 0sseo, ou seja, € uma matriz porosa.
Possui uma drea superficial superior a do osso cortical, no entanto € menos densa, mais macia,
mais fraca e menos dura. '* Funcionalmente, o osso cortical promove funcdes mecénicas e de
protecdo e o osso trabecular promove fun¢des metabdlicas, sendo que ambos possuem também
a fungdo de suporte. '° Mecanicamente, os dois tipos de ossos apresentam propriedades

diferentes, como € possivel visualizar na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 Propriedades mecanicas do osso cortical e do osso trabecular. '*2'

Propriedade Osso Cortical Osso Trabecular
Resisténcia a Compressao (MPa) 90-209 10-30
Resisténcia a tracao (MPa) 50-150 10-20
Deformacao (%) 1-3 5-7
Resisténcia a fratura (MPa.m"?) 2-12 -
Moédulo de Young (GPa) 7-30 0,05-0,5

A superficie externa dos ossos € recoberta pelo peridsteo, que consiste, numa fina
camada de tecido conectivo fibroso. '” Esta camada é uma membrana dupla constituida por
duas camadas em que a camada mais externa € fibrosa e resistente e serve de revestimento
protetor. A camada interna, designada por camada osteogénica® é responsavel pelo crescimento
e remodelacdo dos ossos. '2 Desta forma, aquando a ocorréncia de uma fratura é o periésteo
que forma o tecido dsseo durante o crescimento e a cicatrizagdo das mesmas. Este tipo de
tecido ndo se encontra presente nas zonas de insercdo de tenddes e ligamentos dos 0ssos, nas
extremidades 6sseas que sdo revestidas com cartilagem articular bem como no colo do fémur.
J4 a cavidade medular da diafise e as cavidades do osso cortical e esponjoso sao revestidas por
uma fina camada celular denominada de endésteo, '’ com capacidade de fazer crescer osso a

partir de dentro. '?

* Osteo significa “0ss0” e génica significa “fazer ou criar”
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Figura 2.1 (a) Esquema de um osso longo; (b) representacdo das estruturas cortical e trabecular
(¢) ampliagdo da seccio da diifise. Retirado de: (Marieb e Hoehn, 2006) >’

2.1.2 Microestrutura do osso

A nivel celular o osso € constituido por trés tipos de células: (i) ostedcitos, que se situam
nas cavidades ou lacunas no interior da matriz, (ii) osteoblastos, produtores da parte orginica
da matriz e (iii) osteoclastos que reabsorvem o tecido dsseo, participando nos processos de
remodelagdo dos ossos. '®

Os ostedcitos sdo células que se encontram no interior da matriz 6ssea, ocupando as
lacunas das quais partem canaliculos. Dentro dos canaliculos os prolongamentos dos ostedcitos
estabelecem contactos através de juncdes comunicantes, por onde podem passar pequenas
moléculas e id0es de um ostedcito para o outro. Estas células sdo achatadas e possuem uma
forma amendoada, sendo fundamentais para a manutencio da matriz Gssea, '® na detecio de
alteragdes no osso, na transferéncia de nutrientes e na remogcio de residuos do osso. 2

Os osteoblastos s@o as células responsdveis pela sintese da parte organica da matriz
Ossea, nomeadamente, colagénio do tipo I, proteoglicanos e glicoproteinas. Dispdem-se sempre
na superficie 6ssea, lado a lado, estando em intimo contacto com o peridsteo e o enddsteo.

Quando se encontram em intensa atividade de sintese sdo cuboides, no entanto, quando se

encontram num estado menos ativo tornam-se células achatadas. Sdo capazes de concentrar

10
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fosfato de célcio, participando na mineralizagio da matriz. ' A matriz sintetizada pelos
osteoblastos deposita-se em torno dos mesmos, envolvendo-os. O ambiente favordvel para a
mineralizacdo da matriz € conseguido pela fosfatase alcalina, produzida pela membrana
plasmitica, aliada osteocalcina produzida pelos osteoblastos. '°

Os osteoclastos sdo células moéveis, gigantes, extensamente ramificadas, com partes
dilatadas que contém multiplos nucleos. As ramificagdes sdo irregulares, com forma e
espessura varidveis. '¢ Formam-se a partir de percursores mononucleados provenientes da
medula dssea que, em contacto com o tecido ésseo se unem formando osteoclastos
multinucleados. A funcdo destas células € a reabsorcdo da matriz Gssea através de agdes
quimicas e enzimaticas diretas. A reabsor¢do ocorre quando os osteoclastos segregam acido,
colagenases e outras enzimas para o interior de um microambiente fechado, criado pela adesao
dos osteoblastos a matriz, digerindo assim a parte organica da matriz e dissolvendo os cristais
de hidroxiapatite. '® A solubilizacdo da parte inorginica da matriz permite a libertacio de ides
de célcio para a corrente sanguinea, sempre que necessario, facto bastante importante na
homeostasia do ido célcio no organismo. !’

A nivel molecular os o0ssos sdo constituidos por componentes organicos (35%),
inorganicos (65%), 4gua e células. '’ Os componentes orgdnicos contém quantidades
substanciais de carbono, hidrogénio e oxigénio e, os componentes inorganicos sdo ricos em
minerais. > A parte orginica da matriz éssea inclui células, nomeadamente osteoblastos,

osteoclastos e ostedcitos, substincias de crescimento, como glicoproteinas, proteoglicanos e

(€N

colagénio, responsivel pela resisténcia do osso. ' Cerca de 95% da parte organica
constituida por fibras de colagénio do tipo I e por pequenas quantidades de proteoglicanos e
glicoproteinas, podendo estas ter alguma participagio na mineraliza¢io da matriz. '® Esta
componente Gssea confere flexibilidade e resiliéncia ao osso. !’

A parte mineral do osso, cerca de 65%, € constituida por sais inorganicos,
principalmente de fosfatos de cilcio, que conferem dureza ao osso. '> O osso mineral é
formado por pequenos cristais em forma de agulha, placas e hastes posicionadas entre e dentro
de fibras de colagénio. O cristal presente em maior quantidade € hidroxiapatite (HA,
Ca;o(PO4)s(OH),), contendo alguns constituintes vestigiais incorporados na sua rede cristalina
ou absorvidos 2 superficie. '’ Entre os constituintes presentes encontram-se o magnésio (Mg),
o manganés (Mn), o zinco (Zn), o silicio (Si) e o estroncio (Sr). Apesar de representarem uma
pequena fracdo da parte mineral Ossea, estes elementos sdo considerados essenciais para o
metabolismo 6sseo. > O Zn e o Mg influenciam a atividade das células osteobldsticas e

23,24

osteocldsticas. O Sr € usado clinicamente para reduzir a osteoporose, pois tem a

11
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capacidade de aumentar a apoptose dos osteoclastos, inibindo a reabsorciao éssea, aumentando
a proliferacdo de células pré-osteoblasticas e também a sintese de colagénio, mantendo assim a
formagdo do osso. ° Quantidades vestigiais de Mn exercem efeitos positivos sobre o
crescimento Osseo e reparacdo podendo a sua deficiéncia estar envolvida na génese da
osteoporose. 26

Histologicamente existem dois tipos de tecidos ésseos: (i) imaturo ou primdrio e (ii)
secundario ou lamelar. Ambos os tecidos possuem as mesmas células e 0s mesmos
constituintes da matriz.'® O tecido ésseo primdrio é o tecido que aparece numa primeira fase,
tanto no desenvolvimento embriondrio como na reparagdo de fraturas e, em algumas situacdes
patoldgicas, como € o caso de tumores, sendo tempordrio e substituido pelo tecido secundario.
Este tipo de tecido € pouco frequente nos adultos, existindo apenas nas zonas proximas as
suturas do crinio, nos alvéolos dentérios e em alguns pontos de inser¢io de tenddes. '® Neste
tecido as fibras de colagénio dispdem-se irregularmente, sem orientacdo definida, possuindo
uma menor quantidade de minerais. 160 tecido 6sseo secundario, presente no organismo
adulto, possui fibras de colagénio organizadas em lamelas, que ficam paralelas umas as outras,
ou se dispdem em torno de canais com vasos, formando os sistemas de Havers. 16 Na
Figura 2.2 € possivel visualizar uma imagem microscopica onde se apresentam os dois tipos de

tecidos 0sseos.

Figura 2.2 Imagem microscépica de tecido 6sseo. W: tecido dsseo
primdrio/imaturo; B: osteoblastos; L: tecido secundario/ osso lamelar; H:
canal de Havers. Retirada de: (McGonnell, I. M. et al., 2012) 14

12
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2.1.3 Formacio e Remodelacio dssea

A ossificacdo ou osteogénese € o processo de formacdo de novo osso através dos

osteoblastos. Estas células e a matriz dssea sao dois elementos crucias envolvidos na formacao

de um osso sauddvel. O processo de formacao dssea é levado a cabo por dois importantes

processos, nomeadamente: 14

Ossificag@o intramembranosa que ocorre no interior de membranas de tecido
conjuntivo. Este tipo de processo, responsdvel pela formacdo dos ossos do
cranio, clavicula e mandibula, contribui também para o crescimento dos 0ssos
curtos, para o crescimento em espessura de ossos longos '© e, estd envolvido
também em processos de cicatrizacdo de fraturas expostas, tratadas através de
estabilizacdo externa com placas metélicas e parafusos.'* O processo tem inicio
na diferenciacdo de células estaminais mesenquimais que se transformam em
osteoblastos. Por sua vez, os osteoblastos sintetizam o ostedide (matriz ainda nao
mineralizada) que rapidamente mineraliza, englobando alguns osteoblastos que
se transformam em ostedcitos. '°

Ossificagdo endocondral ocorre sobre a cartilagem hialina que possui a mesma
forma do osso que se vai formar, no entanto possui menores dimensoes. Este tipo
de processo é o principal responsdvel pela formacdo de ossos curtos e longos e,
compreende dois processos: (i) modificagdo da cartilagem hialina com
hipertrofia dos condrécitos e aumento consideravel das lacunas, reduzindo assim
a matriz cartilaginea a finos tabiques, seguindo-se o processo de mineralizacio e
morte dos condrdcitos por apoptose; (ii) as cavidades ocupadas pelos condrdcitos
sdo invadidas por capilares sanguineos e células osteogénicas que se diferenciam
em osteoblastos que depositam matriz 6ssea sobre os tabiques da cartilagem

calcificada. Desta forma surge tecido Gsseo no lugar do tecido cartilagineo.'®

No osso adulto existe um processo fisiolégico que ocorre simultaneamente em diversas

partes do esqueleto. Este processo envolve a remog¢do continua e subsequente mineralizacdo da

matriz para formar novo 0sso,

4 permitindo assim que, ao longo da vida, o osso velho seja

removido (reabsor¢@o) do esqueleto e osso novo seja adicionado (ossificacdo). E um processo

fisiolégico constante na qual a taxa de formacdo 6ssea é correspondente a taxa de reabsorc¢do,

sendo regulada por diversos fatores, como mecanismos regulatérios intracelulares, influéncias

hormonais, fatores locais e externos. As alteracdes neste processo podem resultar em alguns

distirbios, como a osteoporose. */ Este processo de remodelagio permite controlar o

13
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crescimento do osso, mantendo a sua forma e consisténcia e, para além disso, permite a
regeneracdo do 0sso em casos de fratura ou em caso de microlesdes, evitando a acumulagao de
0sso0. Este processo envolve uma série de etapas (fase de quiescéncia ou estabilizacdo, fase
reversa, fase de formacdo e fase de mineralizacdo) que dependem da interagdo entre as células
estaminais mesenquimais pré-osteobldsticas e das células hematopoiéticas osteocldsticas. As
principais fun¢des da remodelag@o 6ssea incluem a preservacdo da resisténcia mecanica Ossea,

a manutencio do osso saudével e o controlo a homeostasia do cilcio e do fésforo. ™

2.2 Substitutos 0sseos a base de fosfatos de calcio

Um substituto 6sseo ideal deve possuir propriedades (i) osteoindutivas, ou seja ter a
capacidade de transformar células indiferenciadas e pluripotentes numa linhagem células
capazes de formar osso; ** (ii) ostecondutivas isto &, ter capacidade para fazer crescer 0sso
numa superficie, em canais, poros ou tubos, 2 sendo que materiais bioceramicos oferecem uma
boa superficie para a migracio celular, invasio vascular e crescimento 6sseo; *° (iii)
osseointegradoras e/ou osteogénicas que permitem a formacg@o de osso sem qualquer indicacgéo
celular, indicando a plena integracio do enxerto Gsseo; 2 (iv) e ser biocompativel. A
biocompatibilidade foi definida em 1987, por David Williams, como sendo “a capacidade de
um material, numa situacdo especifica, desencadear uma resposta adequada no hospedeiro”.
Numa definicdo mais atual, esta refere-se a capacidade de um material desempenhar a sua
funcdo desejada, no que diz respeito a terapia médica, sem provocar quaisquer efeitos toxicos
locais ou sistémicos e sem causar rejei¢des imunoldgicas. *°

Atualmente, os autoenxertos (tecido 6sseo obtido de outra parte do corpo do mesmo
individuo) sdo o “gold standard” para a reparagdo dssea, seguidos dos aloenxertos (tecido
6sseo obtido de outro individuo). *' Estes tipos de enxertos apresentam diversas vantagens,
nomeadamente, o facto de serem osteoindutivos e osteogénicos, no entanto, sofrem de vdrias
desvantagens. As maiores desvantagens associadas a este tipo de substitutos sdo o trauma para
o doente, a disponibilidade limitada (20 cm®), o facto de requerer cirurgias adicionais e, no
caso dos aloenxertos, poder existir o risco da transferéncia de doencas ou levar a rejei¢des
imunoldgicas. ** Devido a estas desvantagens e ao custo elevado associado houve uma grande
necessidade de desenvolver materiais sintéticos biocompativeis, conhecidos como
biomateriais, para a substituicio, reparacio e reposicio Gssea. °> Segundo Williams um
biomaterial define-se como: “... substdncia que foi concebida para ter uma forma que, por si

sO0 ou como parte de um sistema complexo, usado para direcionar, através do controlo de
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interacdes com sistemas biologicos, o curso de qualquer procedimento cirirgico terapéutico
ou de diagndstico, em humanos ou em medicina veterindria.” >

Atualmente, os materiais de substituicio comerciais para a reparagdo Ossea incluem
metais, polimeros (naturais ou sintéticos), corais, ossos de humanos e de animais, ceramicos
sintéticos (fosfatos de calcio (CaPs), sulfatos de cilcio, carbonatos de célcio, vidros bioativos)
e comp6sitos. ** Dependendo da capacidade de cada material para estimular uma resposta no
tecido hospedeiro, eles podem ser classificados em materiais bioinertes ou seja, ndo formam
ligacdes quimicas com o tecido, no entanto, formam uma camada fibrosa em redor do tecido
(e.g.: metais, alguns polimeros e alguns cerdmicos). Podem ainda ser classificados como
materiais bioativos quando estimulam o crescimento e formacdo de tecido dsseo, formando
uma interface biomaterial-osso extremamente forte. Sdo exemplos deste tipo de materiais os
polimeros naturais, como o colagénio, os fosfatos de cdlcio, tanto os sintéticos como o0s
biolégicos, os carbonatos e sulfatos de cdlcio e também os vidros bioativos. 32

A aposta no desenvolvimento de biomateriais a base de CaPs tem sido cada vez maior
devido a sua similaridade na composicdo mineral do osso e a similaridade em algumas
propriedades do osso, nomeadamente, a biodegrabilidade, a bioatividade e a
osteocondutividade. A interconectividade entre os poros € outra propriedade importante dos
0ssos que pode ser conseguida através da adi¢do de porogénicos. ***° Este tipo de biomaterial
ndo é téxico e ndo causa a morte celular do tecido circundante. ** A resposta biolégica destes
materiais segue uma cascata de eventos semelhante a observada no processo de cura de uma
fratura, que passa pela formacdo de um hematoma, inflamagao, neovascularizacdo, reabsorcao
osteocldstica e formacdo de novo osso. Passam também por processos de dissolu¢do e de
precipitacio que resultam numa forte interface material-osso. ***’ Apesar dos biomateriais de
fosfato de cdlcio possuirem as propriedades desejadas, eles tém algumas desvantagens que
recaem na baixa resisténcia a fratura niio sendo adequados para locais de suporte. ***°

Entre os diferentes materiais cerdmicos de substitui¢do dssea encontram-se os CaPs, tais
como a hidroxiapatite (HA), os fosfatos de tricélcico (B-TCP e a-TCP) e os vidros bioativos. %
A sua primeira utilizacdo reporta ao ano de 1920, sendo aplicados na reparacdo de defeitos
6sseos. *° Entre os anos de 1976 e 1986 fizeram-se grandes esfor¢os para desenvolver e
comercializar biomateriais a base de fosfatos de cdlcio para a reparagdo, substituicio e
aumento Gsseo . As aplicacdes deste tipo de biomateriais incluem implantes dentdrios,
tratamentos  periodontais, aumento alveolar, ortopedia, cirurgia maxilo-facial e

otorrinolaringologia. E de realcar que os CaPS podem ser utilizados em diferentes fases

cristalinas, dependendo do comportamento pretendido (bioativo ou bioreabsorvivel). 40
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2.2.1 Fosfatos de calcio

Os CaPs sao ceramicos bioativos que podem ser encontrados abundantemente na crosta
terrestre apresentando, normalmente, uma cor branca, alterando-a quando s@o dopados com
outros elementos. Estes compostos possuem um elevado interesse para os seres humanos, pois,
sdo muito semelhantes 2 componente inorganica do osso. *' Sio classificados segundo a razio
Ca/P como € possivel verificar na Tabela 2.2.

Podem ser distinguidas duas categorias de CaPs: (i) CaP obtido por precipitacdo a partir
de uma solu¢do aquosa em torno de temperatura ambiente (CaP de baixa temperatura) e (ii)
CaP obtidos a partir de reacdes térmicas (CaP de alta temperatura). >

As fases estdveis dos CaPs dependem consideravelmente da temperatura e da presencga
de 4gua durante o processo de obtencdo ou do meio onde é aplicado. A temperatura corporal,
cerca de 37°C e, em contacto com os fluidos corporais apenas duas fases se encontram
estdveis, sdo elas o fosfato bicdlcico dihidratado ou brushite [CaHPO,4.2H,0] para pH inferior
a 4.2 e a hidroxiapatite [Ca;o(PO4)s(OH),] para pH superior a 4,2. A temperaturas mais
elevadas podem formar-se outras fases como o fosfato tricalcico (B-TCP) [Ca3(POs),] e o
fosfato tetracélcico [Cas(PO4),0]. As fases de CaPs ndo hidratados e de altas temperaturas
quando interagem com &4gua ou com fluidos corporais a 37°C formam hidroxiapatite na

superficie do material, segundo a seguinte reagio: *°

4Ca3(PO4)2 + 2H,0 — Ca1o(PO4)6(OH) 2+ 2Ca?*+ + 2HPO42~ (1)

Tabela 2.2 Principais compostos dos fosfatos de célcio. Adaptado de: (Dorozhkin, S.V, 2007) 41, (Bohner,
M., 2000) **

Raza
g:/i:) Designacao quimica Simbolo Formula quimica Mineral
0,5 Fosfato monocalcico hidratado MCP Ca(H,PO,),.H,O -
1,0 Fosfato bicélcico dihidratado DCPD CaHPO,.2H,0 Brushite
1,0 Fosfato bicdlcico DCP CaHPO, Monetite
1,33 Fosfato octacdlcico ocCp Cag(HPO,),(PO,4)4.5H,0 -
1,5 o-Fosfato tricalcico o-TCP 0-Caz(POy), -
1,5 B-Fosfato tricdlcico B-TCP B -Ca3(POy), -
Ca,H,(PO,),.nH,O
1,2-2,2  Fosfato de calcio amorfo ACP a nY(— 3jl ;1 : ACP
1,5-1,67  Hidroxiapatite deficiente em cdlcio CDHA Cao(HPO,)(PO,)s(OH) -
1,67 Hidroxiapatite HA Ca;((PO4)s(OH), Hidroxiapatite
1,67 Fluorapatite FA Ca;o(POy)6F, -
2,0 Fosfato tetracalcico TTCP Cay(P0O,),0 Hilgenstockite
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A sinterizagdo dos CaPs ocorre usualmente entre os 1000-1500°C seguindo-se a
compactagdo dos pds na forma desejada. As fases formadas a altas temperaturas dependem nao
s6 da temperatura, mas também da pressio parcial da d4gua na atmosfera de sinterizaco. *° Na
presenca de dgua pode ocorrer a formacdo de CaPs hidratados, como é o caso da
hidroxiapatite, a qual pode permanecer até uma temperatura de cerca de 1360°C. Na auséncia
de 4gua, as fases dominantes serdo o fosfato tricdlcico e o fosfato tetracdlcico, dependendo da
razio de Ca/P presente nos precursores. *°

Os CaPs tradicionalmente utilizados em medicina sdo normalmente submetidos a um
tratamento térmico, nomeadamente o B-TCP, HA e a-TCP, sendo usados muitas vezes como
um material de partida para os cimentos 2 base de CaPs. **

Existem trés fases de TCP: o de baixa temperatura, B-TCP, e as formas de alta
temperatura, a ¢ o’-TCP, sendo que esta ultima apenas existe a temperaturas superiores a
1430°C e reverte quase instantaneamente em o-TCP por arrefecimento abaixo da temperatura
de transicdo. * Na Figura 2.3 é possivel visualizar um diagrama de fases dos CaPs em

atmosfera aquosa a partir dos 1200°C.

1700
C,P+lig.
- 4
o 1570°
wC4PH+C,P— =
e e 15507
¢ 1500 - #CaP+HAD 4 —=
= a7
1]
1400 -
% ""I::'B.P -J.-'::EF""l-iq
il TI60° | +HAp
1300 -
Cat+HAp
(CEP*GEP
1200 . : ; ; e
[l 65 60 55 50
-—wt.% Ca0

Figura 2.3 Diagrama de equilibrio de fases do sistema CaO-P,05-H,0 (C=CaO; P=P,0s;
Ap=apatite/hidroxiapatite) segundo Ribaud. ***

O B-TCP pode ser obtido por tratamentos térmicos a uma temperatura igual ou superior

a 650°C * e tem sido extensivamente utilizado como substituto Gsseo, quer na forma de
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granulos quer na forma de bloco, em cimentos de CaPs. E biodegradavel e é muito utilizado
como precursor nos cimentos de brushite. +*

O o-TCP tem exatamente a mesma composi¢do quimica do B-TCP, no entanto, estas
fases diferem consideravelmente na sua estrutura cristalina, densidade e solubilidade que, por
sua vez, determina as suas propriedades bioldgicas e aplicacdes clinicas. ** Normalmente, a
fase a é obtida por calcinagio de B-TCP acima de 1125°C, * seguindo-se o processo de
quenching para prevenir a transformagdo reversa. * No entanto, involuntariamente ou
intencionalmente, as impurezas dos precursores usados para a sintese e a estequiometria dos
reagentes podem afetar a pureza da fase o obtida. Quando se substitui o célcio por impurezas
como o Mg, Sr e o Zn a fase P tende a estabilizar, enquanto a substituicdo de pequenas
quantidades de fosforo por Si tende a estabilizar a fase a. Biologicamente, o a-TCP ndo é
téxico, € osteocondutivo e bioativo, tanto in vitro como in vivo, ¢ mais biodegraddvel do que a
HA e o B-TCP, mas menos estavel que a fase . Por este motivo o a-TCP é mais reativo em
sistemas aquosos, possui uma energia especifica superior e pode ser hidrolisado numa mistura
com outros CaPs. ** Estas propriedades tornam o o-TCP num material ideal para implantes,
capaz de ser substituido por novo o0sso mais rapidamente do que outros materiais a base de
CaPs disponiveis no mercado. ** Esta fase nunca ocorre na ossificacio biolégica mas, devido
ao seu poder hidrdulico é bastante usado em cimentos 6sseos a base de CaPs. *°

Uma das propriedades mais importantes dos CaPs, provavelmente € a solubilidade em
dgua, pois 0 seu comportamento in vivo pode ser previsto em grande medida pela sua
solubilidade. * Se a solubilidade de um CaP é menor do que a parte mineral do osso, este ird
degradar-se muito lentamente, no entanto, se esta for superior a do osso, o CaP é degradado.
Deta forma, utilizando as diferentes isotérmicas de solubilidade dos CaPs (Figura 2.4), a taxa

de degradacio in vivo pode ser prevista na ordem decrescente (a pH 7): **

MCPM > TetCP = o-TCP > DCPD > DCP > OCP > 3-TCP > HA

O comportamento mecanico dos CaPs influencia fortemente as suas aplicagdes como
implantes. Tensdo, forca de compressdo e resisténcia a fadiga dependem do volume total de

porosidade, que se pode encontrar sob a forma de microporos ou macroporos. *
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(b)

log [Ca]
log [P]

Figura 2.4 Isotérmicas de solubilidade dos diferentes CaPs em 4gua a 37°C: (a) solubilidade expressa em
termos de quantidade total de ides de cdlcio na solucdo; (b) solubilidade expressa em termos de quantidade
total de ides de fésforo na solugdo. Retirado de: (Chow, 1991). **

A reabsor¢do ou a biodegradacdo dos CaPs € causada por trés fatores:
e Dissolucao fisico-quimica, que depende do produto da solubilidade do material
e do pH do meio. Podem formar-se novas fases a superficie;
e Desintegracdo fisica, ocorrendo a formacdo de pequenas particulas em
resultado de um ataque quimico as fronteiras de grao;
e Fatores bioldgicos, como a fagocitose, que causa uma reducdo do pH do meio,
causando a degradagio dos CaPs. *
A taxa da biodegradacdo aumenta com diversos fatores, nomeadamente, o aumento da
area de superficie, a diminui¢cdo da cristalinidade e da perfei¢do do cristal, a diminui¢do do

tamanho de grdo e substitui¢do iénica. *°

2.2.2 Substituicao ionica nos fosfatos de calcio

A presenca de i0es estranhos na estrutura dos pés de fosfatos de cdlcio sintéticos para a
formulacdo de cimentos Osseos, pode alterar uma quantidade significativa de propriedades
estruturais, fisico-quimicas e bioldgicas, tais como, parimetros de rede, cristalinidade,
solubilidade, capacidade de reabsorcdo e ligacdo Ossea. Vdrios estudos t€m vindo a ser
reportados sobre a incorporacio de elementos em fosfatos de célcio sintéticos, tais como Mg,
Sr, Zn, Na, K, F e carbonatos. 47 Estudos ao nivel da substituicio com Mn estdo também a ser

feitos, no entanto, sdo ainda escassos. 48
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O estroncio (Sr) é um elemento vestigial no corpo humano e permite a visualizacdo
radiografica sem ser necessdrio a introducao de particulas radiopacificantes tradicionais, como
o sulfato de bério ou a zircénia. * Para além disso, a incorporagdo de Sr causa um aumento na
solubilidade do fosfato de cilcio, *° promove a osteointegracio do cimento Gsseo ao 0sso e,
alguns estudos indicam que ha um retrocesso da osteoporose, através da reducdo da reabsorcio
e aumento da formacdo de osso, reduzindo assim o risco de fratura. 31

O zinco (Zn) € outro elemento importante no crescimento e desenvolvimento normal do
sistema esquelético, sendo que a sua falta prejudica o desenvolvimento da massa 6ssea. Tem
vindo a ser demonstrado que este elemento pode influenciar o comportamento dos osteoblastos
e dos osteoclastos, indicando assim que o Zn tem um papel importante no metabolismo
6sseo. *> Conhecendo o papel importante deste elemento, este tem vindo a ser introduzido nos
CaPs com a expectativa do material promover a formacdo de novo osso, verificando-se que a
libertacdo de Zn pelo material influencia a diferencia¢do das células osteogénicas, promovendo
assim a regeneracio de osso nas proximidades. > O Zn pode ser incorporado nos CaPs pela
substituicdo de cdlcio, no entanto, a sua incorpora¢do destabiliza a estrutura cristalina, exceto
no B-TCP, devido a discrepancia do raio i6nico entre o zinco (0.075 nm) e o célcio
(0.10 nm). >?

O manganés (Mn) é um elemento que pode também ser utilizado como dopante, no
entanto, os trabalhos publicados sobre a dopagem com este elemento para aplicacdes
biomédicas sdo escassos. Este elemento é um cofator importante para diversas enzimas
envolvidas na remodelacdo da matriz extracelular. A sua defici€éncia prejudica a sintese da
matriz e também da cartilagem, retardando assim a ossificagdo endocondral. Tem ainda uma
grande importancia no que diz respeito a afinidade das ligacdes das integrinas, recetores que
medeiam as interacdes celulares e ativam a adesio celular. >**° Segundo Torres et al. (2014) *°
o estudo efetuado in vitro revelou que baixos niveis de dopagem com Mn em pos de B-TCP
exerceram vdrios efeitos positivos na proliferacdo e diferenciacdo de uma linha celular de pré-
osteoblastos designada por MC3T3-E1, °7 confirmando que os cimentos Gsseos dopados com

Mn sdo materiais com potencial osteoregenerativo. *°
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2.2.3 Cimentos de fosfato de calcio

A possibilidade de obter um ceramico monolitico & temperatura ambiente ou corporal

%8 no inicio dos

através de uma reacido de cimentacdo foi descoberta por Brown and Chow
anos 80. Atualmente, este tipo de material é conhecido como cimento de fosfato de cdlcio
(CPC) e devido a sua aptiddo para a reparacdo, aumento e regeneracdo de ossos, podem ser
chamados cimentos 6sseos de fosfato de célcio (ocasionalmente CPBC). *!

Os CPCs sio biomateriais sintéticos que se formam a partir de uma combinac¢io de um
componente s6lido que contém um ou vdrios sais de fosfato de cdlcio e uma solu¢do aquosa,
formando assim uma pasta que reage a temperatura ambiente e corporal, dando origem a um
precipitado que contém um ou mais fosfatos de cdlcio. > Este tipo de cimentos prepara-se de

uma forma bastante simples, em tudo semelhante a preparacdo de um cimento convencional. O

esquema da Figura 2.5 apresenta o modo de preparacao de um cimento.

[ Pé Liquido ]

Mistura

Pasta plastica ]

Pasta rigida ]

\.

Endurecimento

Massa resistente ]nu:> CPC

\.

Figura 2.5 Esquema geral da preparagdo de um CPC.
Adaptado de: (Driessens, 1997). 60

Ap6s a mistura dos dois componentes obtém-se uma pasta pldstica e bastante viscosa,
que pode ser manuseada e cuja plasticidade vai sendo gradualmente perdida ao longo do
tempo, acabando por endurecer ao fim de algum tempo (setting time). Para o uso clinico, estes
cimentos devem apresentar caracteristicas, nomeadamente: (i) tempo da mistura dos
componentes deve ser curto, aproximadamente 1 min; (ii) tempo de manipulagdo e
solidificacdo da pasta ndo demasiadamente elevado para ndo comprometer a aplicacdo clinica;
(ii1) poder ser manipulado por aproximadamente 5 min, sem diminuir a resisténcia final; iv)

apresentar uma resisténcia a compressao semelhante a do osso trabecular; v) reacdes de setting
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pouco exotérmicas; vi) possuir valores de pH similares ao fisiolégico (pH=7,4) para evitar
danos citotéxicos.

Durante a mistura, os CaPs dissolvem-se e precipitam num CaP menos solivel e, durante
esta reacdo de precipitacdo hd crescimento e condensagdo dos cristais de CaP, fornecendo
assim rigidez mecénica ao cimento. ¢ Apds mistura dos componentes e quando a pasta se torna
suficientemente coesa, esta pode ser colocada num defeito Osseo, substituindo a parte
danificada do osso e, endurecendo ainda no decorrer da operacdo, ou seja, in situ. Geralmente
endurece em menos de 20 minutos a temperatura corporal (37°C) e, em seguida apresenta uma
solubilidade limitada. ©*

Os CPCs dividem-se quanto ao seu produto final em duas categorias: cimentos de apatite
(HA- ou CDHA-CPC) e cimentos de brushite (DCPD-CPC). ** A grande diferenca entre a
formacdo de apatite e brushite € o pH a que ocorre a reagdo de setting: a pH > 4,2 origina-se
apatite (HA, Ca;o(PO4)s(OH),) e a pH < 4,2 forma-se brushite (DCPD, CaHPO,.2H,0), % no
entanto, este valor de pH pode subir para 6,5, devido a razdes de cinética. 2 A DCPD ¢ mais
solivel que a CDHA sob condig¢des fisioldgicas, sendo mais rapidamente reabsorvida apds a
implantagdo. > A constante de produto de solubilidade e o pH determinam tanto a viscosidade
como as propriedades reoldgicas do cimento. Durante a precipitagdo, os novos cristais
formados crescem e formam uma teia de microagulhas ou microplaquetas entrelagcadas nos
produtos finais, proporcionando assim rigidez mecinica aos cimentos ja endurecidos. ' Para a
maior parte dos cimentos apatiticos, a 4gua ndo é um reagente na reacdo de endurecimento,
mas € um veiculo suspensor que permite a formacdo da pasta e facilita a reacdo de presa. No
entanto, para cimentos de brushite, a dgua participa nas transformagdes quimicas, pois ¢
necessdria para a formagdo de brushite. Devido a este motivo, estes cimentos sdo sempre
hidraulicos, ao contrario dos apatiticos que na maioria nio o sdo. ''

As reagdes quimicas que ocorrem durante o setting dos cimentos CPCs dependem da
composi¢io quimica dos cimentos. Podem ser distinguidos dois tipos de reacdes:

e Reacgdes de dcido-base que se verificam quando o B-TCP (quase neutro) reage
com o0 MCPM (4cido) para formar a DCPD (ligeiramente dcida), expressa na

reacdo (2):

B—Ca3(PO4)2 + Ca(H2P04)2-H20 + 7H20—>4CaHPO4~2H20 (2)
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e Reacdes de hidrélise de um CaP metastavel em meio aquoso. Como resultado
ambos 0s compostos, inicial e final, possuem a mesma razdao Ca/P. Ocorrem no
caso da jun¢do do o-TCP com uma solugdo aquosa, onde este é novamente re-

cristalizado na forma de apatite deficiente em célcio, de acordo com a equagao

(3):

3 a-Ca3(POy4)2 (s) + HyO (1) — Cag(HPO4)(PO4)s(OH) (s) 3)

Durante o endurecimento (setting) dos CPCs apenas € libertada uma pequena quantidade
de calor devido a baixa intensidade da reacdo exotérmica que ocorre sem variacdo do volume
do cimento, ** tornando-os bastante vantajosos para aplicagdes médicas, pois nio ocorre
necrose dos tecidos devido ao aumento térmico. *'

O tipo e o grau de degradacdo dos cimentos dependem de intimeros fatores, tais como, as
propriedades quimicas e fisico-quimicas do material, nomeadamente, a composi¢do, a
cristalinidade, a porosidade, densidade, forma e tamanho, bem como o local da implantagdo do
cimento. No entanto, sabe-se que os DCPD-CPC sao reabsorvidos mais rapidamente quando
comparados aos HA- ou CDHA-CPC, devido ao facto da brushite ser um composto metastdvel
quando usado sob condicdes fisioldgicas. A transformagdo de brushite em apatite apds a
implantacdo resulta num aumento do tempo de reabsor¢do, que pode ser evitado, por exemplo,
com a adi¢do de um sal de magnésio com pouca solubilidade. ¢

Segundo Torres et al. (2015) ? 0s cimentos 2 base de fosfatos de cdlcio (CPC) sido
cimentos reabsorviveis, osteocondutores, biocompativeis, possuem uma composi¢do quimica
muito semelhante a do osso, t€ém capacidade de efetuarem ligacdes quimicas com tecidos
duros, apresentam uma excelente moldabilidade e um rdpido tempo de presa inicial (setting
time). ? Estas caracteristicas, e o facto de poderem ser injetados, tornam os CPCs bastante mais
versateis do ponto de vista do manuseamento, quando comparados como os granulos ou blocos
de CaPs. '"' A Tabela 2.3 resume as principais caracteristicas dos CPCs comerciais. Os

cimentos de apatite sdo mais comuns do que os cimentos de brushite.
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Tabela 2.3 Composicdo e respetivo precipitado e alguns cimentos presentes no mercado. Adaptado de:
(Bohner, M. et al.) **

Companhia Produto Composicao P;‘;ﬁ:lt ° Reabsorvivel
ETEX gn]?bsalfs Pé: AS: P (50%), DCPD (50%) Apatite Sim
. Solu¢ao: H,O
Biobon
Stryker- Po: TetCP (73%), DCP (27 %) Apatite
Leibinger BoneSource  Solucao: H,O + Na,HPO, e P Sim
Corp. NaH,PO,
. Po6: o-TCP, TetCP, glicerofosfato Apatite
Teknimed Cementek® Solucdo: H,0, Ca OgH)z, H,PO, P -
P6: o-TCP (61%), DCP (26%), Apatite
Calcibon ® CaCO; (10%), PHA (3%) p Sim
Biomet Solucio: H,0O, Na,HPO,
Mimix ™ Po: Ti)tCP, o-TCP, CcHsO,Nas-2H,O Apatite )
Solucao: H,0, CagHgO,
P6: a-TCP (75%), TetCP (20-18%), Apatit
Biopex®  DCPD (5%), HA (0-2%) pattte Nio
Mitsubishi Solu¢io:H,0, sais
materials P6: o-TCP, TetCP, DCPD, HA,
Biopex®-R  Mg;(PO,),, NaHSO; Apatite -
Solucido: H,0, ides
Pé: o-TCP (77%), Mg3(PO,), (14%),
Kyphon KyphOs ™  MgHPO (4.8%), StCO; (3.6%) Apatite -
Solu¢ao: H,O, (NH,),HPO, (3.5M)
Skeletal P6: ndo definido .
Kinetics Callos™ Solu¢ao: ndo definida Apatite )
Shanghai
Rebone Po6: TetCP, DCP .
Biomaterials Rebone Soluc¢iio: H,O Apatite )
Co, Ltd
P6: a-TCP (85%), CaCOs (12%),
Norian CRS MCPM (3%) Apatite Sim
Solucio: H,0O, Na,HPO,
Synthes- Pé: B-TCP (73%), MCPM (21%),
Norian chronOS™ MgHPO,-3H,0 (5%), MgSO, (<1%), . .
Tnject Na2H2~P207 (<1%) o Brushite Sim
Solucao: H,0, hialuronato de sédio
(0.5%)
Pé: B-TCP (98%), Na,P,O; (2%)
Kasios Eurobone®  Solucdo: H,O, H;PO, (3.0M), H,SO,  Brushite -
(0.1M)
Componente 1: B-TCP (1.34 g),
Na2H2P207 (0025 g), HQO, sais
CalciphOs Vitalos ~ (0:0SM pH 7.4 solugdo PBS) Brushite -

Componente 2: MCPM (0.78 g),
CaS0,2H,0 (0.39 g), H,0, H;PO,
(0.05M)

24



CAPITULO II: Estado da Arte

2.2.3.1 Sistema o-TCP

O a-TCP € o tnico CaP com capacidade de formar CDHA como produto da reacdo de
setting. Foi em 1974 que Monma e Kanazawa ® relataram pela primeira vez a formagio de
CDHA a partir da hidratagdo de o-TCP, entre os 60°C e os 100 °C, segundo a Equacgdo (3),
anteriormente descrita. A reacdo de hidrdlise do o-TCP ocorre por meio de dissolucdo e
sucessiva precipitacdo de uma fase menos solivel. Nas condi¢des fisiologicas de pH (entre
7,35 e 7,45) e temperatura (=37°C), o produto de hidrolise do a-TCP é a CDHA. Mas
dependendo das condicdes de trabalho, a reacdo de hidrélise pode também formar DCPD, a
pH < 5,5 ou OCP, a pH entre 5,5-7.5. 66-68

As propriedades hidraulicas do a-TCP tém sido bastante estudadas, pois existem muitas
formulacdes de CPCs que contém a-TCP como componente principal da fase s6lida. Em 1999,
Ginebra er al.® mostrou que a reacdio de hidrélise é inicialmente controlada pela drea
superficial das particulas do a-TCP, seguindo-se a difusdo dos reagentes através da camada
hidratada formada em torno das particulas do p6. No ano seguinte, Durucan ¢ Brown
realizaram uma interpretacdo ligeiramente distinta relativamente ao mecanismo de hidrélise do
a-TCP, afirmando que a reacdo de hidrdlise € inicialmente controlada através de um
mecanismo de superficie e, mais tarde, pela taxa de formagdo de apatite de acordo com a
nucleacdo e crescimento. De facto, durante a hidrélise do a-TCP ocorrem dois mecanismos de
controlo, sendo que inicialmente o mecanismo de controlo é a dissolucdo-precipitagdo,
controlados pela drea superficial especifica das particulas. Este processo continua até toda a
superficie estar coberta por uma camada de apatite suficientemente espessa para que se inicie 0
processo de difusdo através da camada hidratada de cristais de apatite. ™°

A reacdo de hidrélise descrita por Monma e Kanazawa ® foi considerada muito lenta
para situacdes clinicas, ’' levando assim, a adicdo de sais e/ou de fosfatos & solucdo para
melhorar a cinética da reagdo e diminuir o tempo de reagdo dos cimentos. "> A velocidade de
reacdo de hidrdlise do a-TCP pode ser controlada através da drea superficial exposta ao meio
liquido, sendo que as udnicas varidveis que influenciam a taxa de reacdo sdo o tamanho das
particulas e o seu grau de aglomeracdo. "> Segundo Ginebra et al. ® é possivel obter uma
transformagao completa do a-TCP em CDHA num periodo de tempo adequado para situagcdes
clinicas. Para tal facto ocorrer € necessario controlar o tamanho de particula do pé inicial e
adicionar aditivos que permitem alterar a taxa de dissolucao/precipitacao das fases presentes.

O tamanho de particula e, consequentemente a drea superficial do pod, sdo alterados pela

moagem da fase s6lida em condi¢des himidas ou secas. Uma moagem prolongada tende a
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tornar os pds cristalinos em materiais amorfos e, consequentemente, a aumentar a solubilidade
e a cinética da reacdo. " O estudo publicado por Camiré et al. ”° conclui que a moagem do
p6 de a-TCP tem uma profunda influéncia na sua reatividade com a dgua, reduzindo o tempo
de reagdo. Este efeito ndo se devia apenas a reducdo do tamanho das particulas e ao
consequente aumento da area superficial especifica, mas principalmente a formacdo de uma
fase amorfa. Os resultados deste estudo sugerem que a moagem pode ser utilizada para
aumentar a reatividade de um p6 de a-TCP, obtendo assim um tempo de reacdo mais rapido

nos CPCs.

2.2.4 Propriedades dos cimentos de fosfato de calcio

Para além dos requisitos a que devem obedecer os CPCs para uso clinico, ja
mencionados na seccdo 2.2.3, eles deverdo ainda possuir propriedades de fluxo adequadas para
facilitar a injetabilidade. Os tempos de presa (setting time) devem ser apropriados para a
aplicagdo, e as pastas deverdo apresentar boa coesdo. A taxa de reabsorcio dos CPCs
endurecidos ndo deve ser muito rdpida, mas também ndo muito lenta, de forma a acompanhar a
formacdo de novo osso. * No entanto, algumas formulagdes que se encontram disponiveis no
mercado ndo cumprem da melhor forma os requisitos anteriormente descritos. ''**”” Estas
caréncias, reconhecidas pelos profissionais de sadde, justificam, assim, o continuo esforco de

investigacdo ao nivel dos CPCs em diversas fases do seu desenvolvimento. ’®

2.2.4.1 Parametros de processamento que influenciam as
propriedades dos CPCs

As propriedades de um cimento dependem de diversos parametros de processamento da
sua fase solida e liquida, sendo por isso possivel adapta-las através da manipulacdo destes
pardmetros.” Na Tabela 2.4 sio apresentados os parimetros principais que afetam as

propriedades dos cimentos de fosfato de célcio.
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Tabela 2.4 Pardmetros de processo que afetam as propriedades dos cimentos de fosfato de célcio (Ginebra,
2008) ™

Fase do po Composi¢do quimica
Proporgio relativa dos constituintes
Aditivos (aceleradores, retardadores)
Distribuicdo granulométrica

Fase Liquida Aditivos (aceleradores, retardadores, promotores de coesao)
pH

Mistura dos Relagdo liquido pé

parametros Processo de mistura (tempo e velocidade)

Fatores ambientais Temperatura
Humidade
pH

Caracteristicas das particulas do p6

As caracteristicas das particulas do pé incluem a média do tamanho das particulas, a
distribui¢ao granulométrica e a area superficial especifica. Estas influenciam em grande escala
o comportamento dos CPCs. Um dos parimetros de maior importincia € a distribuicdo do
tamanho de particula (DTP), pois influencia tanto as propriedades iniciais do cimento como as
finais. Como j4 referido anteriormente, a reacdo de endurecimento ocorre por processos de
dissolucdo e precipita¢do, que estdo relacionados com a drea superficial especifica do po.
Sendo assim, quanto mais fino for o p6, mais rapidamente ocorrerd o endurecimento, uma vez
que as particulas mais finas se dissolvem primeiro que as mais grossas, ocorrendo depois a

precipitacio de uma nova fase. ’°

Fase liquida

A fase liquida dos cimentos atua como um veiculo para a dissolucao dos reagentes e para
a precipitacdo dos produtos sendo, normalmente, constituida por dgua destilada ou por uma
solucdo aquosa de sais inorganicos ou organicos.” Dada a versatilidade das formulagdes dos
cimentos, existe um grande nimero de aditivos que podem ser incorporados na fase liquida,
permitindo assim alterar algumas propriedades. Relativamente ao tempo de presa dos
cimentos, a adicao dos sais a fase liquida pode acelerar ou retardar esse tempo. A adi¢do de
sais de fosfato soldveis em 4gua, como € o caso do hidrogenofosfato de sédio (Na,HPOy,),
acelera a reacdo de endurecimento devido ao efeito do ido comum. % A adicdo de 4cido citrico

tem sido utilizada para retardar a reagc@o, ou seja, para aumentar o tempo de presa dos cimentos
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de brushite. ®' As propriedades reolégicas e coesivas podem ser alteradas com a adicdo de

agentes poliméricos soldveis em dgua, '

como por exemplo a adicdo de polietilenoglicol
(PEG). ¥ J4 a porosidade do cimento pode também ser alterada quando se adicionam agentes

retentores de ar, por exemplo, peréxido de hidrogénio. **

Razao Liquido/P6

A razdo liquido/p6 (RLP) € um fator crucial na plasticidade inicial da pasta cimenticia
e, consequentemente na injetabilidade, nos tempos de presa e na resisténcia mecanica.”
Quanto maior for esta relagio, mais longos serdo os tempos de presa, inicial e final, ® e mais
fracas serdo as propriedades mecanicas dos CPC. ® Esta dependéncia explica-se pelo facto de
a porosidade do cimento, que afeta as propriedades mecanicas dos CPCs, estar diretamente
relacionada com a quantidade de liquido. Portanto, a redu¢do da RLP, dentro dos limites

exequiveis, melhora as propriedades mecénicas dos CPCs. "

Processo de mistura

O processo de mistura € uma etapa importante na formulacdo de um cimento Gsseo.
Antes do cimento ser utilizado pelo cirurgido € necessario que as suas fases, liquida e sélida, se
encontrem completamente misturadas 85 e, idealmente, sem bolhas de ar na pasta cimenticia. 86

A mistura dos pds de partida com os liquidos reativos para obter as pastas cimenticias
pode ser feita manualmente, através de mistura mecanica com ou sem aplicacio de vacuo. *°

Na mistura manual, os CPCs sdo misturados no interior de uma tigela polimérica de
polipropileno ou polietileno, com uma espatula do mesmo material, a uma velocidade de 1 ou
2 Hz, durante 45-120 s. ** No entanto, este método de mistura gera preocupagdes, pois por
vezes, o grau de homogeneidade pode ser insuficiente e comprometer as propriedades do
cimento. ¥ A mistura mecénica surgiu mais recentemente visando colmatar tais deficiéncias.
Existem formulagdes de cimentos no mercado que sdo fornecidas com o equipamento de
mistura. Alguns exemplos sdo a mdquina de mistura acionada eletricamente, no caso do
Norian®SRS, ou o sistema de mistura Mini-malax® para o Cementek®. Nestes equipamentos as
pastas cimenticias sdo misturadas durante 60—80 s e os sistemas de mistura permitem, caso
necessdrio, efetuar o enchimento de uma seringa de forma ripida e fidvel. % No entanto, a
viscosidade média das pastas cimenticias assim preparadas é menor, *® e as propriedades

mecanicas dos cimentos ndo sdo significativamente melhoradas. ¥
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2.2.4.2 Tempos de presa (setting time)

O tempo de presa dos cimentos dsseos é um processo continuo que envolve trés fases:
(1) dissolugdo dos reagentes, (2) nucleagdo de novos cristais e (3) crescimento dos cristais.
ApOs estes processos 0s novos cristais cruzam-se entre si € o cimento perde as propriedades
viscoeldsticas e transforma-se num corpo sélido. *°

Este tempo define-se como o tempo necessario para que o CPC se torne suficientemente
forte para resistir a qualquer forca aplicada. ® Existem dois métodos tradicionais padronizados
para avaliar o endurecimento do cimento: método da agulha de Vicat [Standard Test Method
for Time of Setting of Hydraulic Cement by Vicat Needl (ASTM C191-92)] e o método das
agulhas Gillmore [Standard Test Method for Time-of Setting of Hydraulic-Cement Paste by
Gillmore Needles (ASTM C266-89)] °!, sendo este dltimo o mais comummente usado. ®'
Ambos os métodos consistem na inspecdo visual da superficie do cimento, apds a indentacio
na superficie do cimento com a agulha. Quando a agulha ja ndo deixar qualquer tipo de marca,
considera-se que o cimento ja se encontra solidificado e, assim, consegue medir-se os tempos
de presa. *> O método de Vicat apenas utiliza uma agulha que permite determinar o setting time
inicial (IST) ou final (FST), dependendo do didmetro da agulha e do seu peso. O método de
Gillmore usa duas agulhas diferentes (Anexo 1) que permitem ndo s6 medir o IST, com uma
agulha leve e grossa, mas também o FST, com uma agulha pesada e fina. '’

Ainda ndo existe um consenso total no que diz respeito aos valores ideias de IST e FST,
tendo sido j4 apresentados varios estudos sobre esta temdtica. De acordo com Khairoun et al.
(1998), ** para aplicacdes dentdrias, o IST deve estar préximo dos 3 min, devendo
aproximar-se dos 8 min no caso de aplicacdes ortopédicas; por outro lado, o FST ndo deve ser

94

superior a 15 min para ambos os casos. J4 Driessens et al. (1993) ™ afirmaram que as

formulacdes s6 sdao adequadas para cirurgia ou dentdria quando o IST € superior a 5 minutos.
Huan et al. (2009) *° diz que o cimento deve ser aplicado/injetado antes do IST. Apesar da falta

de consenso, a primeira tentativa de formular as necessidades clinicas em termos de tempo de

96 97

presa e de coesdo, surgiu por parte de Ginebra > e Khairoun ~° e seus colaboradores. O
principio por eles formulado indica que o cimento deve ser implantado antes do IST e a ferida
pode ser fechada depois do FST, tal como é possivel visualizar no esquema da Figura 2.6. O
cimento ndo deve ser deformado entre os tempos de IST e FST pois pode interferir com os
processos de setting e induzir fraturas. Desta forma, foram formulados os tempos de setting

time, em minutos, para o correto manuseamento dos CPC, nomeadamente 96,97,
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3<IST <8 4)
FST <15 &)
IST-CT>> 1 (6)

O requisito (6) significa que o tempo de coesdo (tempo a partir do qual ndo ocorre mais
desintegracdo do cimento quando em contacto com um fluido), deve ocorrer pelo menos 1 min
antes do IST. Em termos clinicos significa que o cirurgido possui pelo menos 1 min para
aplicar e moldar o material. A aplicacdo do cimento pode ser feita através de uma espatula,
seringa ou mesmo através das proprias maos, moldando-o com os dedos, obtendo assim a
forma desejada. **°” Os cimentos injetdveis podem tornar o processo da cirurgia mais
demorado, pois ap6s a sua preparacio € necessario coloca-los no interior de uma seringa, em
plena cirurgia. Nestes casos € desejdvel que o tempo de presa inicial se aproxime dos 8 min,
permitindo ao cirurgido ter tempo de preparar o material enquanto ainda € possivel a

deformagio do cimento.

Intervalo de tempo
Proibida a implantacao para a implantacdo Fecho da ferida

™

&
r

PRESA =™
il

Sy b

0 CTr 3 ! b F 5
Tempo —
(min)

Figura 2.6 Diagrama dos tempos de presa tem em conta aplicagdes clinicas.
I: tempo de presa inicial (IST); F: tempo de presa final (FST); CT: tempo de
coesdo. Adaptado de: (Dorozhkin, S. V, 2008) 1

Este parametro é muito importante e, como tal, deve ser bem controlado, pois existem
diversos fatores que podem alterar o setting time, entre os quais (i) tamanho das particulas
(menor tamanho, setting time mais curto), (ii) cristalinidade, (iii) composi¢do do liquido na

mistura, (iv) temperatura ambiente e (v) RLP. 9
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2.2.4.3 Tempo de coesao

As pastas dos CPCs sdao implantadas no interior do organismo, ficando em contacto com
o sangue ou com outros fluidos fisiolégicos. E importante, por isso, que as pastas cimenticias
sejam suficientemente coesas e ndo sofram desintegracdo depois de aplicadas.” A coesdo de
um CPC define-se como sendo a capacidade que este possui, em manter a sua integridade
geométrica quando em contacto com um fluido. '®

Para a avaliacdo desta propriedade nao existe nenhum método normalizado. No entanto,
esta propriedade pode ser avaliada através de um teste de imersdo das pastas cimenticias em
4dgua, numa solucdo de Ringer ou em fluido corporal simulado (simulated body fluid, SBF).
A coesdo de um CPC verifica-se quando as forgas atrativas entre as particulas prevalecem
sobre as forcas repulsivas. '™ Assim, esta propriedade pode ser melhorada através de fatores
que reforcem as forcas atrativas (de Van der Waals, floculagdo por formagdo de pontes, etc.) e
diminuam as forgas repulsivas de natureza eletrostatica e estérea. ' Deste modo, a adi¢io de
alguns polimeros tais como alginato de sodio e derivados de celulose, ou de quitosano, na fase
liquida tem provado ser eficaz e melhorar a coesdo das pastas. '°' Uma fraca coesdo tem sido

comummente associada a reacdes inflamatérias e deficiente biocompatibilidade. '**

2.2.4.4 Injetabilidade

Em situagdes clinicas, os CPCs tanto podem ser aplicados com os dedos do cirurgido ou
injetados através de uma seringa para o interior do defeito dsseo. ¥ Em situacdes mais
delicadas, como € o caso de defeitos Gsseos com acessibilidade limitada ou cavidades estreitas
e, quando se utilizam técnicas cirdrgicas minimamente invasivas, como por exemplo na
vertebroplastia (Figura 2.7) e a cifoplastia, hd a necessidade de aplicar o CPC de forma
precisa. Isto significa que injetabilidade é uma das propriedades mais importantes dos
CPCs. '%1% De acordo com diferentes autores, um substituto Osseo injetdvel ideal deverd
possuir um conjunto de propriedades diversas, tais como as listadas na Tabela 2.5.

As vantagens dos cimentos injetdveis incluem: (i) a preparagdo in situ; (ii) a reducdo do
tempo de cirurgia; (iii) a colocacdo dos CPCs em cavidades extremamente pequenas e de
dificil acesso; (iv) a capacidade de se ajustarem perfeitamente ao defeito 6sseo, aumentando a

qualidade de vida do doente. "’

31



CAPITULO II: Estado da Arte

{c) {d)

Figura 2.7 Demonstracdo esquemadtica do procedimento da vertebroplastia
numa fratura da vertebra por compressdo: (a) segmento da lombar com uma
vertebra fraturada por compressio; (b) introducdo de duas agulhas largas no
interior do corpo vertebral; (c) colocacdo das agulhas em vista transversal; (d)
estabilizacdo do corpo vertebral comprimido com cimento ésseo. Retirado de:
(Verlaan et. Al, 2006). **

Tabela 2.5 Propriedades desejaveis para um substituo dsseo injetdvel ideal. Adaptado de: (Low et al.,
2010). '

Propriedades desejaveis de um substituo ésseo injetavel

Radiopacidade muito elevada

F4cil injetabilidade no corpo de uma vertebra colapsada

Tempo de presa cerca de 15 minutos

Propriedades mecénicas adequadas que permitam o reforco imediato do corpo vertebral
Coesdo apropriada

Microporosidade que permita a circulagdo do fluido corporal (didmetro medio de poro < 10um)

Macroporosidade que promova a colonizacio das células (didmetro medio de poro > 100um)

Pelas razdes anteriormente descritas, o interesse no desenvolvimento de pastas
cimenticias injetdveis tem-se tornado cada vez maior, no entanto, a obten¢do deste tipo de
pastas € ainda um grande desafio, pois as suas propriedades de fluxo sdo altamente afetadas

por diversos fatores, nomeadamente: 11,64,84,99,106-108
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e Tamanho médio de particula;

e DTP;

e Proporcao e natureza das fases apresentadas;

e Presenca de particulas fortemente agregadas;

e Forma das particulas;

e RLP;

e Presenca de modificadores reolégicos e/ou aditivos com fungdes especificas;
e Viscosidade adequada.

Na comunidade cientifica ndo existe, ainda, um consenso geral acerca do significado
preciso do termo injetabilidade. Para muitos autores a injetabilidade estd relacionada com a
for¢a que é necessdrio aplicar na seringa de modo a dispensar a pasta de cimenticia. *>1951%
No entanto, esta definicdo parece realcar mais a facilidade de injecdo da pasta do que a
injetabilidade, que envolve um conceito mais amplo que inclui a quantidade (percentagem) de
pasta extrudida e a eventual ocorréncia de efeitos de segregacdo associados a extrusdo. Com
efeito, a separacdo dos componentes (s6lido/liquido) induzida pela forca aplicada na seringa é
um fendmeno comummente observado e denominado de “filter-pressing effect”. Este
fenémeno ocorre quando as pastas ndo fluem de forma homogénea, as particulas de p6 mais
grossas, ou os aglomerados de maiores dimensdes colidem uns com os outros e tendem a
formar uma espécie de filtro que vai deixando passar algum liquido e as particulas mais finas e
que acaba por bloquear as agulhas de injecdo. Este comportamento reolégico inadequado
traduz-se, assim, numa pasta extrudida com uma razio liquido/pé superior a da pasta inicial. '%®
Por estas razoes, a auséncia de “filter-pressing effect” tem vindo a ser adotada como o critério
mais sélido subjacente a condi¢do de injetabilidade. ® Bohner e Baroud * redefiniram
injetabilidade de uma pasta cimenticia como sendo a capacidade desta se manter homogénea
durante a sua injec¢do, ou seja, ndo apresentar separacdo dos componentes (sélido/liquido)
usados na preparacao.

Assim sendo, a injetabilidade € definida como a capacidade que o cimento possui para
ser extrudido de uma seringa padrio através de uma agulha longa e fina (10 cm de
comprimento, 2 mm de didmetro), pressionando o &mbolo manualmente ou aplicando uma
forca de cerca de 100 N, aproximadamente. Na Figura 2.8 é possivel visualizar um esquema do
aparato experimental utilizado nos testes de injetabilidade. A percentagem de injetabilidade é
determinada pela razdo entre o peso de cimento que € injetado sem haver separacdo das fases, e

relativamente ao peso total de pasta, acordo com a seguinte equagio ''°:
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massa (ou volume )de pasta extrudida  da seringa
Injetabili  dade (%) = (7)

massa (ou volume ) de pasta inserida inicialmen te na seringa

O grande desafio da injetabilidade passa pelo controlo adequado das propriedades
reoldgicas do cimento, as quais sdo transitérias e se encontram em constantes alteracdes.
Quando os CPCs possuem tempos de presa reduzidos, o endurecimento pode iniciar-se no
interior da seringa, reduzindo drasticamente a injetabilidade da pasta. Pelo contrdrio, cimentos
com elevados tempos de presa podem causar constrangimentos no que diz respeito a sua

inabilidade para suportar carga depois de injetados dentro desse periodo de tempo. '

Forca Aplicada

}

——Seringa

——— Embolo

Pasta —

Cimenticia
)’7 Canula

Figura 2.8 Representagdo esquemdtica do

Pasta leenticta

Injetada

equipamento  experimental usado  para
quantificar a injetabilidade dos CPS.

Existem diversas maneiras de melhorar a injetabilidade e a coes@o dos CPCs, aspetos
cruciais para uma aplicacdo bem-sucedida. *’ A injetabilidade pode ser melhorada alterando
alguns dos fatores mais determinantes das propriedades reoldgicas, tais como a prépria
composicdo do CPC, nomeadamente aumentar a razdo liquido/pd, utilizar particulas de
tamanho reduzido e com forma esférica, utilizacdo de aditivos na composi¢do liquida, tais
como ides de citrato (retardantes da reacdo de setting) e adicdo de polimeros para prevenir o

fenémeno de “filter-pressing”. ' Para além das propriedades relacionadas com as pastas,
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podem também ser melhoradas as propriedades relativas ao dispositivo utilizado,
nomeadamente o aumento de diametro e a reducdo de comprimento das agulhas utilizadas,
favorecendo assim a injetabilidade. '®

No mercado encontram-se disponiveis formulacdes de CPCs injetaveis a base de a-TCP,
tais como o Norian®SRS®, Cementek®, Biopex® e Calcibon®, que possuem uma composi¢io
idéntica a composicao desenvolvida neste trabalho. Num estudo realizado com o Norian®SRS®
verificou-se que em 4,5 ml de pasta cimenticia, apenas sdo injetdveis cerca de 3 ml (67%),
ficando 1,5 ml retidos no interior da seringa. Este fenémeno ocorre devido ao fraco

comportamento reolégico do cimento. '

2.24.5 Propriedades mecanicas

O comportamento mecanico dos CPCs € de extrema importancia, pois, uma das
principais funcdes dos ossos € suportar o peso do corpo. A resisténcia mecanica requerida para
os CPCs deve ser pelo menos tio elevada como a do osso trabecular, * que é cerca de 10
MPa. "* As propriedades mecanicas dos CPCs sdo relativamente baixas, limitando o seu uso a
aplicagdes ortopédicas em locais ndo sujeitos a carga. ''' Visando o aumento das propriedades
mecanicas dos cimentos, alguns autores tém recorrido a incorporagdo de fibras
biodegradéveis ** e de redes de Vicryl, bem como de quitosano. '*

Um mecanismo particularmente importante para avaliar os CPCs € a resisténcia a
compressdo (RC) que requer uma amostra com didmetro de 6 mm e uma altura de 12 mm
(Figura 2.9), * colocados na posi¢do vertical de acordo com a norma ASTM F 451-0891
utilizada para cimentos 6sseos acrilicos. ''* A RC consiste na tensdo maxima (MPa) a que uma
amostra de material com uma determinada 4rea de sec¢do transversal, pode suportar sob
esforcos de compressdo antes de ocorrer a fratura. Normalmente, este valor é calculado por um

equipamento de ensaio universal que indica a for¢ca méxima que pode ser aplicada ao material.

Forca

l Aplicada

h J
-

Figura 2.9 Representacio esquematica das amostras para os testes experimentais para a
medicdo da resisténcia 2 compressio. Adaptado de: (Pina, 2009) *
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De uma forma geral, todos os fatores que influenciam a injetabilidade de uma pastas
cimenticia, influencia também a RC. Na Tabela 2.6 encontram-se os fatores que podem afetar

o comportamento mecanico dos CPCs.

Tabela 2.6 Resumo dos fatores que podem afetar o comportamento mecanico dos CPCs

Fator Consequéncia

Influencia a natureza do produto. O maximo de resisténcia pode

~ 113
Proporao dos reagentes variar para cada tipo de formulagao.

Quanto maior for a quantidade de liquido por grama de pé

~ s . , 114
Razao Liquido/Pé6 . VSN =
menor serd a resisténcia a compressao.

Fixando as outras varidveis, quanto menor for o tamanho da

, 115
Tamanho das particulas . . P VSR ~
particula maior serd a resisténcia a compressao.

Pode levar a desidratagdo do cimento, ao aumento da

. ~ 11
Temperatura de incubacéo ''° . .
porosidade e, consequentemente ao seu enfraquecimento.

Apesar da RC ser uma propriedade de grande relevo para a caracterizacdo dos CPCs,
torna-se dificil efetuar comparacdes entre as diferentes formulacdes disponiveis no mercado e
na literatura. Tal facto, deve-se, principalmente, as diversas condi¢des de preparacdo das
amostras (preparadas com ou sem pressdo exercida sobre elas) ou o método utilizado para a
medicdo (ensaios com amostras secas ou himidas, ensaios efetuados a diversos tempos de
endurecimento, a diversas temperaturas e humidade). Tais fatores, influenciam grandemente os
valores de RC finais.

Para CPCs apatiticos foram jd registados valores de RC entre 20 MPa e 50 MPa, 77!
no entanto, ja foram reportadas formulacdes com valores de RC mais baixos e mais altos.''* A
nivel das formulagdes apatiticas disponiveis no mercado, sabe-se que o Norian®SRS apresenta

um valor de RC de 33 + 5 MPa, Cementek 8 + 2 MPa, ’® o Calcibon™ de 60 MPa, e o Biopex®
valores entre 60—90 MPa. "

2.2.4.6 Microestrutura e Porosidade

Quimicamente, a reacdo de setting dos CPCs consiste, numa primeira fase, na dissolucdo
de um ou mais constituintes do p6 do cimento, seguindo-se a precipitacdo de diferentes CaPs.
Fisicamente, ou seja, estruturalmente, ocorre a precipitagdo de um emaranhado dos cristais de

CaP.”
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Durante a reacdo de hidratacdo (Equagdo 3) nem toda a dgua € consumida, sendo esta a
grande responsdvel pela porosidade nos CPCs, tornando-os, consequentemente, interiormente
porosos. Na Figura 2.10 é mostrada a microestrutura de um cimento apatitico depois da reagao
de setting, sendo claro e visivel que o desenvolvimento de uma estrutura altamente
micro-nanoporosa. A porosidade dos CPCs relaciona-se com a RLP utilizada e, normalmente
varia entre 30% e 50%. A DTP dos pds de partida pode modificar o tamanho dos cristais

precipitados bem como a distribuicdo dos poros do CPC. "

Figura 2.10 Micrografia obtida através de SEM de um cimento
apatitico depois da reacdo de serting. Retirado de (Ginebra,
2008). ™

2.2.5 Aplicacoes médicas e clinicas

Os CPCs injetaveis foram introduzidos no mercado como um complemento para a
fixacdo interna no tratamento de fraturas. Ao longo dos anos os estudos realizados t€ém vindo a
provar que os CPCs sdo materiais altamente biocompativeis, osteocondutores e capazes de
estimular a regeneragdo 6ssea. '’ A principal finalidade dos CPC é preencher lacunas no 0sso
metafisario, reduzindo a necessidade de se recorrer a enxertos 0sseos, embora estes também
possam ter outras aplicagdes em medicina, nos campos ortopédico, dentdrio e maxilofacial. '
Esta diversidade de aplicag¢des clinicas deve-se a um conjunto de propriedades tnicas destes
materiais de enxerto. Para além das acima mencionadas, os CPCs sdo ainda: ndo citotoxicos,
sdo reabsorviveis, molddveis e o seu endurecimento ocorre através de reacGes de baixa

exotermicidade.
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As maiores limitagdes prendem-se com o desempenho ainda insatisfatério desempenho
mecanico apés o endurecimento. A melhoria das propriedades mecanicas destes cimentos
abriria ainda mais o seu leque de potenciais aplicagdes clinicas em dreas como: '

e Endodontia: no preenchimento do canal do dente e no preenchimento de lesdes
quisticas dos maxilares;

e Ortopedia: tratamento de fraturas, substituicio 6ssea, cimentagdo de prétese; '

e Aplica¢des maxilofaciais e craniofaciais: reparacdo de furos e cortes devido a
neurocirurgias e para aumento facial;

e Vertebroplastia e cifoplastia: restauro de fraturas vertebrais induzidas pela
osteoporose;

e Sistemas de entrega terap€utica: incorporacdo de drogas para tratamento de
diversas doengas Osseas, tais como a osteoporose, a osteomielite, e tumores

malignos como o osteossarcoma.

2.3 Regulamentacao dos Dispositivos Médicos

2.3.1 Diretiva 93/42/CEE

Para garantir um elevado nivel de seguranca dos doentes e um bom funcionamento do
mercado, implementou-se legislacio que permite controlar as normas de seguranga e a
qualidade dos dispositivos médicos, garantindo assim maior confianca aos doentes que
necessitem da sua utilizagdo. De acordo com a legislacdo em vigor na Europa, a Diretiva
relativa aos dispositivos médicos é a Diretiva 93/42/CEE de junho de 1993. '* Esta estabelece
as regras para a investigacdo, para o fabrico e comercializacdo, para a entrada em servico,
vigilancia e para a publicidade dos dispositivos médicos e respetivos acessérios. Em paralelo
com esta Diretiva, todo o procedimento de producdo, inspecdo e ensaios finais devem
alinhados com um sistema de gestdo de qualidade, que no caso dos dispositivos médicos é
definido pela norma EN ISO 13485:2003. '*!

Segundo o Artigo 1.°, alinea 2 a) da Diretiva 93/42/CEE, os cimentos 6sseos de fosfato
de célcio classificam-se como dispositivos médicos pois:

“Dispositivo médico: qualquer instrumento, aparelho, equipamento, software, material
ou outro artigo, utilizado isoladamente ou em combinagdo, incluindo o software destinado
pelo seu fabricante a ser utilizado especificamente para fins de diagndstico e/ou terapéuticos e
que seja necessdrio para o bom funcionamento do dispositivo médico, destinado pelo

fabricante a ser utilizado em seres humanos para efeitos de:
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e diagndstico, prevengdo, controlo, tratamento ou atenuagdo de uma doenga,

e diagnostico, controlo, tratamento, atenuacdo ou compensacdo de uma lesdo ou de uma

deficiéncia,

e estudo, substituicdo ou alteragcdo da anatomia ou de um processo fisiologico,

e controlo da concepgdo,
cujo principal efeito pretendido no corpo humano ndo seja alcangado por meios
farmacologicos, imunoldgicos ou metabolicos, embora a sua funcdo possa ser apoiada por
esses meios,”’

Pela andlise da definicdo anterior, verifica-se que podem ser classificados como
dispositivos médicos um elevado e variado niimero de dispositivos de variadas gamas que vao
desde os mais simples aos mais complexos. Sendo assim, existe a necessidade de os classificar
recorrendo a critérios de classificagdo, que t€ém em consideracdo o fim a que o dispositivo se
destina e o potencial risco inerente a cada um. Posto isto, segundo o Artigo 9.° da Diretiva
93/42/CEE os dispositivos devem ser integrados nas seguintes classes:

o Classe I: dispositivo médico de baixo risco;

e Classe Ila: dispositivo médico de médio risco;

e Classe IIb: dispositivo médico de médio alto risco;

¢ Classe III: dispositivo médico de alto risco.

As regras de classificagdo dos dispositivos médicos encontram-se definidas no anexo IX
da Diretiva 93/42/CEE. Sdo alguns os critérios aos quais se deve obedecer no momento da
classificag@o do dispositivo médico, nomeadamente:

(i). Duragdo, ou seja, o tempo que o dispositivo se encontra em contacto com o
organismo:
— Tempordrio;
— Curto prazo;
— Longo prazo;
(i1). Invasibilidade:
— Invasivo;
—  Orificio corporal;
— Invasivo de tipo cirirgico;
— Implantével;
(ii1). Aplicabilidade:

— Instrumento cirurgico reutilizavel,
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— Dispositivo medicinal ativo;
— Dispositivo ativo de carater terapéutico;
— Dispositivo ativo para diagndstico;

(iv). Local do corpo afetado;

(v). Esterilidade;

23.2  Registo da Marca CE

Para a comercializacdo de qualquer tipo de dispositivo médico na Unido Europeia é
necessdrio os seus fabricantes obterem a marca CE, como parte integrante do processo do
registo do dispositivo. Esta marca é um pré-requisito para a colocacdo do dispositivo no
mercado e permite a livre circulagdo do mesmo e, para além disso, € uma garantia em como o
produto estd em conformidade com os requisitos essenciais estabelecidos no anexo I da
Diretiva 93/42/CEE dos dispositivos médicos. Tal marca (Figura 2.11) deve ser legivel, visivel

e indelével em todos os dispositivos médicos. '*°

Figura 2.11 Simbolo
utilizado para indicar a
marca CE.

A demonstragdo da conformidade com os requisitos essenciais deve incluir uma
avaliacdo clinica nos termos do anexo I da Diretiva 93/42/CEE, sendo necessério efetuar uma
avaliagcdo clinica, que pode ser realizada de duas formas distintas: pela avaliacdo critica da
literatura cientifica existente, tentando obter equivaléncia a dispositivos ja comercializados, ou
efetuando uma investigacdo clinica. Ambos os métodos para obter a marca CE exigem etapas
rigorosas de investigacdo. '*°

Para efetuar a avaliacdo clinica através de uma revisdo bibliogrifica, ou seja, por
comparacdo de outros produtos semelhantes ja existente no mercado, é necessario avaliar a
seguranca, o desempenho, as caracteristicas de concecdo e o propdsito do dispositivo médico.
Numa primeira etapa deverd ser demonstrada a equivaléncia do dispositivo médico com outro

semelhante que exista jd no mercado, considerando aspetos técnicos, clinicos e bioldgicos. Por
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fim € efetuado um relatério final onde se encontram incluidas o plano de selecdo, os dados
recolhidos e a sua andlise, definicdo dos objetivos de avaliacdo, identificacdo dos dados
recolhidos e respetivas publicacdes e conclusdes obtidas. '*°

A elaboracio de uma investigacao clinica € outra via para obten¢do da marca CE. Esta é
um processo mais demorado que o anteriormente descrito. Para iniciar este processo ¢
necessdrio elaborar um plano de investigagdo clinica que esteja de acordo com a
ISO 14155:2011 '* ¢ com a Declaracdo de Helsinki. Apds a elaboracdo desse plano é feito um
pedido de parecer a comissdo de ética competente e € elaborada uma declaracdo para
dispositivos médicos que se encontrem sob investiga¢do clinica, disponivel no Anexo VII da
Diretiva 93/42/CEE. '*° Apés preenchida a declaracio é efetuada a sua submissdo 2 Autoridade
Competente, que avalia os riscos e os beneficios. Feita a avaliacdo, a realizacdo do estudo é
aprovada, caso os beneficios para os participantes excedam os possiveis riscos, caso contrario,
o fabricante é notificado sobre a proibicdo da realizacdo do estudo, parando por ai o processo.
Caso o estudo seja aprovado, inicia-se a investigac¢do clinica efetuando um relatério final do
estudo que € avaliado pela Autoridade Competente em Portugal (Infarmed) e pela Comissdo de
Etica. '

Em ambos os casos, é elaborado um dossier técnico, onde € compilada toda a
informacdo e documentacdo que descreve todos os aspetos referentes ao dispositivo médico.
Este dossier técnico € depois sujeito a uma revisdo por parte de um Organismo Notificado.
Este Organismo tem como principal funcio a avaliagdo da conformidade para a obtengdo da
marca CE. Para a comercializacdo do dispositivo no mercado é efetuado um pedido de
autorizacdo a Autoridade Competente, correspondente a cada pais, no caso de Portugal, ao
Infarmed. Cabe também as Autoridades Competentes tomar as medidas necessérias para
garantir que os dispositivos que se encontram no mercado cumprem os requisitos de qualidade,
seguranca e desempenho, assegurando, assim, elevados niveis de protecdo para a Saude

Pdblica.'?
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Materiais e Métodos

De modo a cumprir os objetivos inicialmente propostos, a parte experimental deste
trabalho foi divida em diversas fases listadas e resumidas no fluxograma da Figura. 3.1. E de
realcar que ao longo de todo o projeto foi desenvolvido a avaliacdo clinica por equivaléncia
com CPCs comercializados, dando origem a um relatério de avaliagdo clinica (Clinical

Evaluation Report).

1. Escolha dos ides dopantes nos pés de CaPs. Segundo o que se encontra relatado
no estado de arte, os ides dopantes foram escolhidos tendo em conta critérios de
radiopacidade, bioatividade, aceleracdo da mineralizacdo Ossea e regeneracdo da
estrutura dssea.

2. Sintese dos pos de CaPs. Os pds foram preparados por via humida. Esta etapa
dividiu-se em quatro sub-etapas: (i) sintese do p6 de B-TCP; (ii) sintese do pd PB-
TCP dopado; (iii) sintese do p6 de a-TCP e (iv) sintese do p6 de a-TCP dopado.

3. Processamento e caracterizacio das matérias-primas. Tendo em conta o descrito
no estado de arte, o processamento da matéria-prima € uma etapa fulcral para obter
pastas cimenticias com boas propriedades, principalmente a distribui¢do do tamanho
e a morfologia de particula. Nesta etapa procedeu-se a moagem dos pds de CaPs e
posteriormente efetuou-se a caracterizacdo das fases cristalinas, a morfologia e a
distribui¢do do tamanho das particulas.

4. Preparacao dos CPCs de a-TCP. As diferentes formulagdes foram preparadas
tendo em conta alguns fatores, nomeadamente os tempos de presa e, principalmente,
a injetabilidade das pastas cimenticias.

5. Caracterizacio dos CPCs de a-TCP. Os cimentos obtidos na etapa 4 foram
caracterizados quanto as suas fases cristalinas, injetabilidade, propriedades

mecanicas apds imersdo em PBS por 24 horas e porosidade total.
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Figura 3.1 Fluxograma das etapas desenvolvidas ao longo do trabalho.

3.1 Sintese dos pos de CaP

O método utilizado para a sintese dos diferentes pds de CaPs foi a precipitacdo quimica

por via himida, seguindo-se a filtracdo sobe vacuo e a secagem numa estufa a 100 °C. Os pods
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secos foram calcinados a 1000°C e depois moidos a seco. Este processo apresenta-se

esquematizado na Figura 3.2.

Adigao gradual de
hidréxido de
Precursor amoénio para
de Ca controlo de pH
- . ~ Tratamento
Precipitagdo Filtragem Secagem Desaglomeracdo L.
térmico
Precursor
de P

Figura 3.2 Esquema representativo do processo de sintese das matérias primas

3.1.1 B-TCP

A sintese do pd de B-TCP puro iniciou-se com a preparacio das solugdes aquosas dos
percursores de cdlcio (Ca) (Nitrato de célcio 4-Hidratado) [Ca(NOs),"4H,0], (Panreac,
Espanha) e de fosforo (P) (Hidrogenofosfato de diaménio) [(NH4),HPO,], (Panreac, Espanha).
Assumiu-se uma concentragdo inicial fixa de 0,6 M de P, sendo que a concentracdo da solucio
de Ca foi calculada de forma a manter a razdo Ca/P=1,500, valor tedrico para obter 3-TCP
puro. '** Ambas as solugdes foram preparadas com dgua desionizada em baldes volumétricos
de 2000 ml e de seguida colocadas no interior do reator a 30°C com agitacdo constante de
700 rpm, durante 4 horas. Inicialmente foram adicionados a solucdo de P 70 ml de uma
solu¢cdo de hidéxido de aménio [NH,OH], (Sigma-Aldrich, Alemanha) com o propdsito de
manter o pH da solucdo da mistura entre 7-8. O valor do pH foi medido e registado de 15 em
15 min com um medidor de pH (Consort C1010) durante o periodo total da sintese, sendo
adicionada, sempre que necessario, a solu¢do de hidréxido de aménio, com o intuito de manter
o pH no intervalo de valores pretendido. As condi¢des experimentais (temperatura, pH, Ca/P e
tempo de maturacdo) foram ajustadas ao longo do trabalho de modo a evitar a formagdo de
pirofosfato de calcio.'* No Capitulo IV serdo estudadas em pormenor tais condi¢des para a
formacdo de HA. Ap6s 4 h de reacdo, o precipitado foi retirado do interior do reator sendo

separado por filtracao sob vicuo e posteriormente seco a 100°C durante 72 h.
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O precipitado seco foi triturado num moinho mecanico de bolas, numa razdo 1:3 em
peso de pd e bolas, durante 5 min, de modo a quebrar os aglomerados formados durante a
secagem. Seguidamente o pd foi calcinado num forno Termolab a 1000°C, a uma taxa de
aquecimento de 5°C/min, com um patamar de 2 h a temperatura maxima, seguindo-se um

. Z N . 125 2 . ~ 2 N
arrefecimento natural até a temperatura ambiente. > Ap0s calcinacio dos pos, procedeu-se a
moagem dos mesmos num moinho de bolas, encontrando-se este estudo detalhado no

Capitulo V.

312 o-TCP
O procedimento utilizado para a sintese do pdé de a-TCP foi o mesmo descrito
anteriormente, residindo a unica diferenca no tratamento térmico do pd. Este estudo é

apresentado detalhadamente no Capitulo IV.

3.1.3 pB-TCP dopado

Para a produgdo do p6 de B-TCP dopado utilizou-se também o método de precipitacio
quimica por via hiimida, sendo a formulacdo ajustada de modo a que a razdo total entre catides
e o anido fosforo fosse (Ca+Sr+Zn+Mn)/P=1,510. Para tal, foram preparadas, de igual modo,
duas solugdes com os percursores Ca e P, no entanto, a quantidade de precursor de cdlcio
utilizada foi parcialmente substituida pelos precursores dos catides dopantes, nomeadamente,
por Nitrato de Estroncio [Sr(NOs;),], (Sigma-Aldrich, Alemanha), Nitrato de Zinco hexa-
hidratado [Zn(NOs3),"6H,0], (Sigma-Aldrich, Alemanha) e Nitrato de Manganés (II) hidratado
[Mn(NOs),xH,0], (Sigma-Aldrich, Alemanha). O restante procedimento foi idéntico ao
anteriormente descrito com a diferenca ao nivel dos valores de pH. O valor de pH pretendido
era de 7, mas os valores experimentais encontraram-se entre 6,57 pela adi¢do de solucao de
hidéxido de aménio [NH4,OH], (Sigma-Aldrich, Alemanha). Neste tipo de sinteses ¢ de
extrema importincia manter os valores de pH <7, pois os ides Mn** sdo estdveis em solugdes
dcidas mas precipitam em Mn(OH), sob condic¢des alcalinas (cor branca), podendo oxidar
rapidamente em MnO(OH), (cor castanha). 126 O tratamento térmico utilizado foi o igual ao

utilizado para o p6 de B-TCP puro.

3.14 o-TCP dopado
O procedimento utilizado para a sintese do p6 de a-TCP dopado, foi 0 mesmo descrito
anteriormente, residindo a unica diferenca no tratamento térmico do pé. O estudo do

tratamento térmico deste p6 encontra-se detalhado no Capitulo I'V.
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3.2 Preparacao das pastas cimenticias

Ao longo deste trabalho as pastas cimenticias foram preparadas misturando
manualmente a fase sélida (5 g de pd) com a fase liquida reativa, uma solucdo aquosa de
2,5 wt.% de fosfato dissdédico anidro [Na,HPO,], (Merck, Alemanha). As duas fases foram
misturadas num recipiente de pldstico com a ajuda de uma espdtula, durante 1 min, a uma
temperatura entre 18°C—23°C. Em algumas preparacdes foram adicionados a fase liquida
alguns modificadores reolégicos com vista a ajustar a coesdo e a injetabilidade das pastas.
Assim, testaram-se trés outras solu¢des aquosas derivadas da solugdo reativa através da adicdo
de (i) 15 wt% de polietileno glicol 600 (PG 600, Clariant); ou de duas quantidades diferentes
[Gi)) 0,25 wt%, e (iii) 0,5 wt%] de um agente superficialmente ativo e gelificante,
Aristoflex®TAC (Clariant, Espanha).

A selecdo do agente de presa (Na,HPO,) bem como dos modificadores reoldgicos
(PG 600 e TAC) para os liquidos de presa deveu-se, principalmente, ao facto de serem aditivos
de natureza nio toxica, usados comumente em varios alimentos e bebidas, bem como em
produtos de cosmética. O NayHPO, é um sal inodoro e higroscépico usado na indistria
alimenticia. J4 o PG 600 (nome comercial) ¢ um polietileno glicol com peso molecular 600,
ndo toxico, utilizado em produtos de cosmética, na indistria alimentar e farmacéutica,
nomeadamente no revestimento de algumas drogas. %’ O Aristoflex®TAC é um polimero
sintético que fornece um excelente limite de elasticidade, mesmo em baixa concentragio,
sendo utilizado em produtos de cosmética tais como géis de banho e em cremes de limpeza
facial. '*® Na Tabela 3.2 sdo apresentadas as composicdes das fases liquidas dos cimentos, bem
como a sua nomenclatura.

No Capitulo V ¢é apresentado um estudo detalhado dos cimentos preparados neste

trabalho.
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Tabela 3.1 Concentra¢des em peso (wt.%) dos compostos das fases liquidas e sua nomenclatura.

wt % dos compostos da fase liquida

Nomenclatura Na,HPO, PG 600 TAC
L0 - - -
L2 2 - -
L2.5 2,5 - -
L3 3 - -
L2,5_15PG 2,5 15 -
L2,5 0,25TAC 2,5 - 0,25
L2,5 0,STAC 2,5 - 0,5

3.3. Caracterizacao dos CPCs

As propriedades principais dos CPCs produzidos neste estudo foram avaliadas através de
vdarias técnicas de caracterizagdo, incluindo a andlise da morfologia e das fases que os

constituem.

3.3.1 Medicao do IST e FST

Os tempos de inicio de presa (IST) e de final de presa (FST) dos CPCs foram
determinados pelo método das agulhas de Gillmore, Figura 3.3 (a), de acordo com a norma
internacional ASTM C266-89. °!

Ap6s 1 minuto de mistura das fases solida e liquida, a pasta cimenticia foi colocada num
molde de silicone com 3 cm de diametro e 1 cm de espessura como o mostrado na
Figura 3.3 (b). O molde foi de seguida introduzido numa estufa a 37°C, numa caixa com
ambiente himido. Decorridos cerca de 30 s apds a colocag@o na estufa, o molde foi retirado e
efetuou-se a primeira medicao utilizando a agulha com menos peso. Verificou-se a existéncia,
ou nao, de algum tipo de indentagdo e, o processo foi repetido em intervalos =30 s até nao ser
possivel identificar qualquer tipo de marca na superficie do CPC. O intervalo de tempo
decorrido corresponde ao IST. De seguida, procedendo-se a medicdo do FST com recurso a
agulha mais pesada. Todo o processo € repetido, de igual forma, até ndo ser verificada
nenhuma marca na superficie. Para cada CPC, a medic@o destes pardmetros foi efetuada em
trés amostras diferentes.

Ap6s a medi¢do do IST e do FST, os CPCs foram colocados numa caixa com ambiente

hiimido no interior da estufa a 37°C, durante 24 horas e a reacdo de presa foi interrompida
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através da trituracdo e imersdo em acetona [CH3;(CO)CH;], (Panreac, Espanha). Os poés
resultantes deste processo foram secos na estufa a 40°C e utilizados, posteriormente, para

quantificar as fases cristalinas formadas, através da difracdo de raios-X.

(a) (b)
Figura 3.3 (a) Agulhas de Gillmore; (b) Molde de silicone e CPC produzido no
molde.

3.3.2 Avaliaciao da Injetabilidade e do “filter-pressing effect”

Os testes de injetabilidade das pastas cimenticias foram feitos de acordo com os
procedimentos descritos em diversas publicacdes. *%+!*'*° Neste estudo utilizou-se uma
seringa de 6 ml com 12,4 mm de didmetro interior e 70 mm de comprimento. A pasta
cimenticia (5 g de p6 e a quantidade necessédria de liquido) foi misturada durante 1 min e
colocada no interior da seringa. Esta foi introduzida num dispositivo de fixagdo adequado,
produzido no laboratério, Figura 3.4 (b), e o conjunto foi de seguida colocado na maquina de
ensaios mecanicos (Shimadzu Autograph, traezium 2, Japan). O aparato pode ser visualizado
na Figura 3.4 (a). Os testes foram realizados sob uma temperatura ambiente de cerca de 18°C.
A extrusdo das pastas cimenticias iniciou-se apés 2 min e 30 s, contados desde o comeco da
mistura da pasta, tendo os testes sido realizados a uma velocidade de 15 mm min ' e até uma
for¢ca maxima de 300 N. Esta carga mixima foi selecionada de modo a garantir uma gama de
forcas mais alargada relativamente aquela exercida aquando a injecdo manual que vai até cerca
de 100 N. ¥

A percentagem de injetabilidade foi determinada a partir da massa da pasta que foi
expelida, dividindo esse valor pela massa inicial que se encontrava no interior da seringa, tal
como apresentado na Equacdo (7), descrita no Capitulo II. Cada teste de injetabilidade foi
repetido trés vezes sendo calculada a sua média. Para avaliar o efeito de “filter-pressing”,

recolheram-se amostras ao longo do processo de extrusdo, nomeadamente, em cada intervalo
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30 s, contabilizados a partir do inicio do processo de extrusdo. Terminado o processo de
extrusdo, recolheu-se também a pasta que permaneceu na seringa. Todas as amostras
recolhidas foram pesadas logo a seguir a extrusdo e apds secagem na estufa a 100°C, durante

48 h, para assim poder determinar os seus valores de RLP. °
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Figura 3.4 (a) Aparato utilizado nos testes de injetabilidade (Shimadzu Autograph, traezium 2, Japan);
(b) dispositivo de fixacdo com seringa introduzida.

3.3.3 Avaliacio das propriedades mecanicas

As pastas cimenticias foram vertidas em moldes cilindricos (¢ 6 mm, altura 12 mm) de
PTFE de modo a formar provetes para medi¢cdo da resisténcia a compressao, Figura 3.5 (a). O
molde foi colocado no interior de uma caixa com 100% de humidade a 37°C, durante 2 horas.
De seguida, os CPCs foram retirados do interior do molde seguindo-se a retificacido das faces
de forma a obter superficies lisas e paralelas entre si. Os provetes retificados foram colocados
numa solu¢do de PBS (1,37 M NaCl, 27 mM KCl, 80,6 mM Na,HPO,, 19,4 mM KH,POy,)
durante 24 h, a 37°C e 100% de humidade. Decorrido este periodo, os CPCs foram
imediatamente sujeitos ao teste de compressdo no equipamento Shimadzu Autograph, Japan.
Colocaram-se os provetes entre as duas placas de compressdo, Figura 3.5 (b), usando uma
célula de carga de 10 kN e uma velocidade de deformacio de 1 mm min . O software

utilizado para o célculo da resisténcia a compressao foi o Trapezium 2.
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®) |

Figura 3.5 (a) Provetes de CPC para medicdo da
resisténcia a compressdo; (b) Provete entre as placas de
compressdo durante o teste.

3.3.4 Porosidade total, densidade real e densidade aparente
A porosidade total (aberta e fechada) que pode existir em simultdneo no mesmo material
consiste na relacdo entre o volume total dos poros e o volume aparente do material. Para o
célculo desta propriedade é necessdrio conhecer a densidade real e a densidade aparente do
material, tal como € possivel verificar pela Equacio 8. De seguida apresentam-se as defini¢des
de cada conceito envolvido no célculo da porosidade:
e Porosidade aberta: apresenta-se sob a forma de uma rede de finos capilares
comunicantes entre si e com a superficie;
¢ Porosidade fechada: consiste nos poros que se encontram completamente cercados por
material, isolados uns dos outros;
¢ Densidade aparente: razdo entre o peso e o volume aparente;
e Densidade real: diferenca entre o volume real (volume aparente) e o volume total dos

poros (abertos e fechados). 131
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densidade  real — densidade  aparente
Porosidade total (aberta e fechada ) =

®)

densidade real

3.3.4.1 Densidade real

A densidade real dos cimentos foi calculada através de um picnémetro de hélio, o
Multipycnometer Quantumchrome, USA. Este aparelho baseia-se no principio de Arquimedes,
em que o volume é determinado a partir do deslocamento de um fluido. O gés utilizado pelo
equipamento € o hélio, um gas perfeito que pode penetrar em poros com dimensdes ~1 A
(107'° m), devido ao seu reduzido tamanho atémico.

O equipamento determina a densidade real dos pos, através da diferenca de pressdo,
quando um determinado volume de hélio passa através de um porta-amostras que contém o po.

Bl Para efetuar este teste utilizaram-se 7 g de cimento moido num almofariz de 4gata,

previamente seco a 37°C durante alguns dias.

3.34.2 Densidade Aparente

A densidade aparente dos CPCs foi calculada através do método de imersio em
mercurio, também baseado no principio de Arquimedes. Com a imersdo do provete em
mercurio, este fica sujeito a a¢do da forca de impulsdo (/) que contraria o peso da amostra (Ps)

e a forca necessdria para manter o provete imerso (F;), como é possivel visualizar na

Figura 3.6.

Peso Forga

Impulsdo

Figura 3.6 Esquema representativo do sistema
de forcas que atuam na amostra imersa no
interior do mercurio. Adaptado de: (B¢ et al,
2002) 26
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No estado de equilibrio € védlida a Equagao 9:

=P +F, ®)

O peso, as forcas de imersdo e de impulsdo do mercurio, s@o calculadas pelas equagdes

10, 11 e 12, respetivamente.

P =m_g (10)
F,=m.g (11)
I'=Pu Ve 8 (12)

Onde :
my: massa da amostra seca;
m;: massa da amostra imersa;
g: constante de gravidade;
pHg: densidade do merctirio;

V.esi: volume de mercurio deslocado devido a imersdao da amostra. Entao

pHg Vd('xl.g = m.\'g + mig (13)

Neste caso, o volume aparente da amostra (V,,) € igual ao volume do mercurio

deslocado, sendo assim, representa-se a igualdade pela Equacdo 14:

Viest. = Vap. (14)

Efetuando a substitui¢do de 14 em 13, tem-se:

m _ + m,

V. =— 15
P (15)

Partindo da definicdo, a densidade aparente é assim calculada pela razdo entre a massa
da amostra e o seu volume aparente, como indica a Equacao 16:
m, (16)

Vv

ap .

Py =
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Para determinar a densidade aparente, as amostras foram previamente secas na estufa a
40°C durante alguns dias, sendo depois pesadas (m; ) e colocadas no interior do densimetro de
merctrio, o equipamento utilizado para medir a densidade aparente. E de realcar que o
mercurio, metal liquido, é de elevada perigosidade, com risco de intoxica¢do por contacto ou
inalagdo. Para minimizar esses riscos, o dispositivo utilizado foi construido no laboratério,
permitindo efetuar as medi¢Ges sem contacto direto com o merctirio. E possivel visualizar o
equipamento na Figura 3.7. Ele € constituido por um pistio micrométrico que se encontra
acoplado a uma camara. Esta, por sua vez, contem o mercirio bem como a amostra e, é 0
avanco ou recuo do pistdo, que permite medir o volume aparente. Neste ensaio foram

utilizados 5 provetes de cada CPC.

Figura 3.7 Densimetro para sélidos, concebido no laboratério de
investigagdo do Professor José M. F. Ferreira.

3.4 Técnicas de caracterizacio

As técnicas de caracterizacao utilizadas neste trabalho serviram para caracterizar tanto as
matérias-primas (pdés de partida) como os CPCs produzidos. Ambos os tipos de materiais
foram caracterizados quanto as composi¢des das fases cristalinas e a morfologia das particulas.

Os p6s de partida foram ainda caracterizados quanto as suas distribuicdes granulométricas.

3.4.1 Difracao de raios-X
A identificacdo das fases cristalinas dos pds de partida e dos CPCs foi efetuada através
da difracdo de raios-X (DRX). As amostras para este tipo de andlise foram secas e finamente

moidas, retirando-se uma amostra representativa de cada material a testar, permitindo assim
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uma orientagdo aleatdria dos cristais. As amostras em pé foram colocadas num difractémetro
de alta resolugdo (Bruker D8 Advance DaVinci) com radiagdo Cu Ka com comprimento de
onda A=1,5406 A, num intervalo de varrimento (260) de 5° a 70° ¢ uma largura de passo de
0,0130° 26°-s~". A identificacdo de cada fase cristalina foi feita recorrendo a ajuda do software
associado ao equipamento, que efetua a comparacdo entre o difractograma obtido e os
difratogramas padrdes das fases detetadas, cujos valores das distancias interplanares e as

respetivas intensidades se encontram identificados e tabelados.

3.4.1.1 Analise semi-quantitativa
A andlise semi-quantitativa das fases cristalinas foi efetuada pelo software que esta

associado ao equipamento e o método utilizado para tal foi o método RIR (Reference Intensity
Ratio).

Este método utiliza as intensidades relativas da fase em estudo em relagdo a uma outra
fase, a fase padrdo, utilizando um ou mais picos selecionados, normalmente os mais intensos

do difractograma. '** O parimetro RIR ¢ calculado para 100% da intensidade relativa dos picos

A . _ I
de ambas as fases, sendo que algumas vezes este parametro é definido como o onde [
C

corresponde ao pico de maior intensidade da fase o e /. ao pico de maior intensidade do
corindo (fase padrdo). Este método é um dos mais utilizados podendo ser encontrados ja
valores tabelados em bases de dados, por exemplo na ICDD. No entanto, para a utilizagio
deste método h4 cuidados a ter, nomeadamente na escolha de um valor RIR apropriado para a
andlise em questdo, sendo que estes valores dependem da estratégia analitica (como por
exemplo, a altura e a drea do pico ou o comprimento de onda utilizado) implementada pelo

utilizador. '

3.4.2 Anadlises granulométricas

As distribuicdes de tamanhos de particulas (DTP) foram determinadaa utilizando o
Couler LS 230, Reino Unido, modelo 6tico Fraunhofer. Opera com difracio de radiagdo laser e
permite a medicdo de particulas com tamanho entre 0,4 pm e 2000 um.

Para a caracterizacdo dos pds segundo a DTP € necesséario dispersar bem as amostras
num liquido, neste caso dgua, com o intuito de obter uma distribui¢do representativa de
tamanhos. Para tal, uma pequena por¢do da amostra foi dispersa em dgua destilada (suspensao

bastante diluida), adicionando algumas gotas de desfloculante para melhorar a dispersdao. De
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seguida a suspensdo foi colocada num banho de dgua com ultrassons durante 5 minutos, sem

aumento de temperatura.

3.4.3 Microscopia eletronica de varrimento

Para a andlise da morfologia das particulas e da microestrutura dos CPCs, foi utilizada a
microscopia eletrénica de varrimento (SEM, Hitachi S-4100, Japdo). Este equipamento é
provido de um sistema de emissdes de eletrdes com um filamento de tungsténio. Foi utilizada
uma aceleracdo de 25 kV e diferentes resolucdes foram utilizadas (x100, x1000, x3000,
x10000).

Para a preparacdo das amostras dos pds de partida foram feitas suspensdes em etanol,
colocando uma gota de cada suspensdo sobre uma lamela fixa no porta-amostras de aluminio,
através de cola de carbono. J4 para a preparacdo das amostras dos CPCs utilizaram-se pedacos
quebrados, visualizando-se a zona da fratura e a zona da superficie externa. Estes pedagos
foram fixos ao porta-amostras através de cola de carbono. As amostras foram colocadas na
estufa a 40°C durante 48 horas seguindo-se a deposicdo de um filme de carbono no

equipamento Emitech K950.

3.4.4 Espectroscopia de infravermelhos por Transformada de
Fourier

A espectroscopia de infravermelhos por transformada de Fourier (FTIR) é uma
importante técnica de caracterizacdo que permite identificar a natureza quimica dos materiais,
nomeadamente os diferentes grupos constituintes. Este tipo de andlise tem por base a vibracdo
das ligacdes quimicas, as quais correspondem niveis energéticos especificos de cada
molécula.'**

A utilizacdo desta técnica nos pds de partida e nos CPCs teve como o intuito a
confirmacdo da presenca dos grupos funcionais caracteristicos das fases cristalinas
identificadas pela técnica de DRX.

O equipamento utilizado para esta andlise foi um espectrofotometro Bruker Tensor 27,
adquirindo os espectros na regido entre 4000 a 350 cm™', com uma resolugdo de 4 ¢ 128 cm™

varrimentos, no modo de transmitancia.
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Obtencao e caracterizacao dos pos de a -TCP

Este Capitulo descreve os procedimentos usados nas etapas de preparacdo e de
caracterizacdo dos pos de B-TCP e de a-TCP, os quais foram depois utilizados nas formulacdes
dos CPCs relatadas no Capitulo V. Sabe-se que a formacao do polimorfo a-TCP € determinada
por uma série de fatores que incluem o ciclo de tratamento térmico (temperatura, tempo) e a
composi¢do dos pds de partida. Mas o papel especifico de cada um deles e a sua
interdependéncia, ainda ndo se encontram bem estabelecidos, especialmente em composi¢des
dopadas com elementos com interesse terapéutico. O trabalho apresentado neste Capitulo visa
contribuir para uma melhor compreensao dos efeitos da adi¢ao de elementos dopantes (Zn, Sr e
Mn) na estabilidade térmica das fases B-TCP e a-TCP. Os efeitos da presenga de impurezas de
CPP ou de HA na transformacao de fases B <> a-TCP e a sua dependéncia das condi¢des de

preparacdo (pH, elementos dopantes) serdo também discutidos.

4.1 Introducao

Os fosfatos de célcio a base de B-TCP e o-TCP tém sido foco de grande ateng@o no que
diz respeito a sua utilizacdo como matérias-primas para a reparagio dssea. Podem encontrar-se
no mercado sob diversas formas, nomeadamente em granulos, blocos ou em CPCs hidraulicos

injetdveis.'"” Segundo Carrodeguas e De Aza,”

a principal razdo do crescente interesse no
a-TCP como biomaterial para implantes dsseos estd relacionada com a sua maior capacidade
de ser substituido por novo osso mais rapidamente do que qualquer outro CaP disponivel no
mercado. Em aplicagdes que requerem maior biodegrabilidade, o a-TCP leva vantagem
relativamente 2 HA e ao B-TCP, o que o torna num material de implante ideal nestas situagdes.

Como referido j4 no tépico 2.2.1 do Capitulo II, existem trés polimorfos que
correspondem a composi¢do Caz(PO,),, sendo eles: B-TCP (de baixa temperatura), a-TCP e
o’-TCP (de alta temperatura). A fase B € estavel até a temperatura de 1125°C; entre 1125°C e
1430°C encontra-se na fase o, podendo ser mantida a temperatura ambiente como uma fase
metastdvel consoante a composicdo inicial e as condi¢des de arrefecimento. Entre 1430°C e
1765°C a fase formada ¢ o’ que, quando arrefecida se torna instavel, revertendo quase
instantdnea para a-TCP abaixo da temperatura de transi¢io.*

Os graus de pureza dos produtos de B-TCP e de o-TCP disponiveis no mercado sdo

geralmente muito diferentes, mesmo quando o a-TCP deriva de um B-TCP de elevada pureza.

O menor grau de pureza em termos de fase de a-TCP dos produtos deve-se geralmente a uma
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transformagao incompleta B-TCP — o-TCP e/ou a uma reversido parcial a-TCP— B-TCP
durante o arrefecimento. Os fornecedores de a-TCP, para além de serem bastante raros no
mundo, * praticam pregos muito elevados. Cada embalagem de 100 g de a-TCP
(0-TCP: >75% Sigma-Aldrich) custa 1240 €, '° enquanto o mesmo peso de PB-TCP
(B-TCP: >98%, Sigma-Aldrich) custa 507 €. "7 Isto ajuda a compreender o porqué de na
maioria dos estudos publicados os autores recorrem a producdo de a-TCP nos seus proprios
laboratérios. **

Os métodos de sintese do a-TCP utilizando uma razdo molar Ca/P=1,5, incluem: (i)

P; 69,138-140

reacdo no estado solido a partir de precursores de Ca e de (i) a combustdo

autossustentada; 141-138

(ii1) a transformacdo térmica de fases como o B-TCP, a CDHA ou o
ACP, obtidos previamente. ¥!9142143 A transformagao térmica de B-TCP cristalino em o-TCP
é o método mais direto, e talvez o0 mais simples e econémico para a sintese de a-TCP, '** tendo
sido por isso o escolhido no ambito deste trabalho. A transicao da fase polimorfica f — a-TCP
foi detetada a 1115°C,'¥ 1125°C,"* 1135°C,""" 1150°C,"**'* 1160°C."" As razdes desta
variabilidade ainda ndo estdo totalmente compreendidas,43 e diversos estudos tém relatado a
presenca de pequenas fracdes de outras fases cristalinas no produto final tais como CPP, *
B-TCP 69,73,82,139,150 e/ou HA.75’107’151
A presenca de B-TCP é frequentemente associada a reversdo parcial durante o
arrefecimento lento ® ou devido a um elevado tempo de permanéncia a temperaturas inferiores
a temperatura de transformacdo, '>* promovendo assim a nucleagdo do B-TCP. ® De acordo
com a classificacio de Buerger, ' a transformagdo polimérfica f<>a ¢ reconstrutiva pois
“envolve uma grande reorganizagdo da estrutura cristalina, em que muitas ligagdes t€ém que ser
quebradas e formadas novas ligacdes”. Isso explica a necessidade de fornecer energia aos
sistemas para que a transformacio de um polimorfo para o outro ocorra. Muitos investigadores
defendem o uso da témpera (arrefecimento rdpido - quenching) para congelar a estrutura e
evitar a reversio da fase a — B. '771**1** Mas outros autores defendem que é possivel obter a
fase o através de arrefecimento a uma velocidade moderada (5°C/min '*>'**!15° ¢ 10°C/min
145.155.156)
A presenca de B-TCP no produto final pode indicar que:
a) O equilibrio nao foi atingido, sendo necessdrio um tempo de permanéncia
mais longo acima da temperatura de transformacao do polimorfo;
b) O equilibrio foi atingido, mas a temperatura de transformacédo do polimorfo
¢ superior a esperada devido a preseng¢a de impurezas que estabilizam a

fase B;
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c) A reversdo parcial da fase a ocorreu devido a uma velocidade de
arrefecimento muito lenta. Nestes casos, poder-se-4 aumentar a velocidade
de arrefecimento ou diminuir o volume de massa de produto para assim

melhorar a condugio de calor no interior. **

Quando o processamento do B-TCP € efetuado sob condi¢des de humidade, podem
ocorrer pequenos desvios (positivos ou negativos) na razio molar teérica de Ca/P=1,5 * de
forma involuntdria. Eles podem derivar de erros na pesagem dos percursores, especialmente
quando os reagentes apresentam caracter higroscépico. No entanto, estes desvios podem
ocorrer também de forma intencional, de modo a obter determinados efeitos especificos. Estes
desvios podem levar ao aparecimento de fases secunddrias no produto final, como € possivel
verificar pela andlise do diagrama de fases CaO—-P,0s—H,0O (Figura 2.3). Um desvio positivo
(Ca/P > 1,5) favorece o aparecimento de pequenas quantidades de HA. Por outro lado, quando
o desvio € negativo (Ca/P < 1,5) dé origem a formacdo de pequenas quantidades de CPP.

Em 1996, Bohner et al. '*® mostraram que pequenas quantidades de CPP reduzem o teor

da fase a-TCP no produto final. J4 Welch e Gutt '’

observaram que a presenga de CPP acelera
a transformagio de a—B-TCP. Segundo Torres et al.'> a presenca de pequenas quantidades de
CPP origina a formacdo de um ponto eutéctico a 1286 + 0,8°C e que a fase liquida formada
diminui consideravelmente a energia de ativacdo necessdria para ocorrer a transformacio
polimorfica a«—B-TCP, facilitando a reversdao de a—f3 com o arrefecimento.

A presenca nos biomateriais de pequenas quantidades de alguns elementos tais como Sr,
Zn e Mn, promove efeitos benéficos nos processos biolgicos, apés a sua implantagio, **'% o
que justifica o crescente interesse na sua incorporagio na rede do TCP. 72333161162 N entanto,
a estabilidade térmica dos polimorfos a- e B-TCP ¢ alterada.'*'**'** Os ides com raio i6nico
menor que o do célcio (0,099 nm), como por exemplo o Mn?* (raio i6nio 0,090 nm) e o Zn**
(raio i6nio 0,075 nm), tendem a estabilizar a fase cristalina B-TCP. Por outro lado, os ides com
raio idnico maior, tal como Sr** (0,12 nm ) sdo mais facilmente acomodados na estrutura do
o-TCP. '® De uma forma geral, a incorporacio destes ides na rede aumenta a temperatura de
transi¢do de p— a-TCP. 12160161

Este estudo tem por objetivo contribuir para uma melhor compreensio da influéncia de
vérios fatores relevantes na transformacgdo de B—a-TCP. Para tal, foi estudada a presenca de
pequenas quantidades de fases minoritdrias tais como o CPP, HA e elementos dopantes (Sr,

Zn, Mn) incorporados nos pos de partida de B-TCP. Os efeitos da taxa de arrefecimento e do
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tempo de permanéncia a temperatura maxima de cada ciclo de tratamento térmico testado

foram também estudados.

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Sintese e caracterizacio dos pos de partida

O processo de sintese dos pds de partida para este estudo encontra-se descrito no
Capitulo III. O pH utilizado ndo foi sempre o mesmo, variando consoante se pretendia
favorecer o aparecimento de alguma fase secunddria. Assim, para favorecer a formacdo de
B-CPP como fase secundaria nos pés de B-TCP, o pH do meio de precipitagdo era mantido
préoximo de 7. Por outro lado, o uso de um valor de pH =8, dava origem a formacdo da HA
como fase secundéria. '**

Prepararam-se p6s a base de B-TCP ndo dopados e dopados com diferentes razdes
molares Ca/P, de modo a investigar quais as condicdes mais propicias a formacdo de
quantidades residuais de CPP e de HA. As diferentes razdes Ca/P utilizadas, as respetivas
concentracdes molares dos precursores, bem como a nomenclatura utilizada para identificar os
p6s produzidos encontram-se detalhadas na Tabela 4.1. Nos codigos das amostras, a letra ‘B’
estd para ‘B-TCP’, a letra ‘P’ significa pd ndo dopado (‘Puro’), a letra ‘D’ significa p6 dopado

e, os algarismos correspondem a parte decimal da razdo (Ca+Sr+Zn+Mn)/P.

Tabela 4.1 Razdes molares Ca/P utilizadas na preparacdo dos pds de partida bem como a nomenclatura
atribuida para a identificacdo dos mesmos.

. Concentracdo Molar dos Precursores
Razoes molares

Nomenclatu (M)
ra
Ca/P (Ca+Sr+Zn+Mn)/P Ca Sr Zn Mn

B-P49 1,49 1,49 0,8940 - - _

Nao dopado B-P50 1,50 1,50 0,9000 - - -

B-P51 1,51 1,51 0,9060 - - -
B-D49 1,38 1,49 0,8270  0,0447  0,0179 0,0045
B-D51 1,40 1,51 0,8381  0,0453  0,0181 0,0045
B-D52 1,41 1,52 0,8436  0,0456  0,0182 0,0046
Dopado B-D53 1,42 1,53 0,8492 0,0459 0,0184 0,0046
B-D55 1,43 1,55 0,8603  0,0465  0,0186 0,0047
B-D60 1,48 1,60 0,8880 0,0480 0,0192 0,0048
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Depois de secos numa estufa a 100°C, os pds foram tratados termicamente a 1000°C

!, 2 h de patamar & temperatura maxima, seguindo-se

com uma taxa de aquecimento de 5°Cmin~
um arrefecimento natural até a temperatura ambiente, de modo a obter a fase de B-TCP. De
seguida, os pos de B-TCP foram submetidos a ciclos térmicos diferentes com vista a avaliagdo
dos efeitos das varidveis experimentais [(i) temperatura maxima de calcinagdo; (ii) tempo de
permanéncia a temperatura maxima (patamar); (iii) taxa de arrefecimento] no seu grau de
conversdao em a-TCP. Para tal, pesou-se cerca de 30 g de cada p6 de B-TCP em cadinhos de
alumina. Os cadinhos foram colocados num forno Termolab com arrefecimento controlado e
submetidos a tratamentos térmicos pré-definidos. Em alguns casos recorreu-se ao processo de
témpera para preservar a estrutura formada a alta temperatura através de um congelamento
rapido (quenching). Nestes casos, a quantidade de p6 foi reduzida para cerca de 10 g de modo

a garantir uniformidade no arrefecimento da amostra. A Figura 4.1 apresenta um esquema

geral das etapas do ciclo térmico utilizado.

ETAPA 2

ETAPA 1 ETAPA 3

Figura 4.1 Esquema representativo do ciclo térmico utilizado Etapa 1: Taxa de
aquecimento (°C min'); Etapa 2: Patamar (h) Etapa 3: Taxa de
arrefecimento (°C min™").

O ciclo térmico € dividido em trés etapas. A etapa 1 incluiu duas rampas de
aquecimento, uma primeira mais rdpida (10°C min™') até aos 1000°C (temperatura de
calcinagdo dos pds de B-TCP) e uma segunda com uma taxa de aquecimento mais lenta
(5°C min™") até a temperatura de calcinagio pretendida. A etapa 2 consistiu de patamar
temperatura maxima durante um certo tempo de permanéncia. A tultima etapa do processo
correspondeu ao arrefecimento a uma taxa de arrefecimento controlada. Foram testadas duas
temperaturas maximas de calcinacdo (1250°C e 1500°C) e vérias taxas de arrefecimento com o
objetivo de avaliar quais as condi¢des de calcinagdo que permitem obter um maior teor de
a-TCP no p6 final.

As condi¢des experimentais utilizadas para os pds ndo dopados e para os pds dopados

encontram-se resumidas na Tabela 4.2, e na Tabela 4.3, respetivamente. As Tabelas também
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incluem a nomenclatura dos p6s produzidos, construida com base na designacdo dos pds de
partida e no ciclo térmico aplicado. Por exemplo o p6 B—P49, submetido a uma temperatura
méxima de calcinagdo 1500°C (1500) durante 10 horas (10), seguida de um arrefecimento de

0,5°Cmin" (0,5), foi designado por B—P49—-10-0,5—-1500.

Tabela 4.2 Ciclos térmicos aplicados aos pos de B-TCP nio dopados e pré-calcinados a 1000°C.

Pés de Temperatura de Taxa de arrefecimento
Nomenclatura Patamar (h) ’
partida calcinacao (°C) (°Cmin ™)
B-P49-10-0,5-1500 0,5
B-P49-10-1-1500 0 1
B-P49-10-5-1500 5
B-P49 1500
B-P49-10-20-1500 20
B-P49-2-Q-1500 2 Quenching
B-P49-15-20-1500 15 20
B-P50-2-Q-1500 2 Quenching
B-P50-10-0,5-1500 0,5
B-P50 1500
B-P50-10-5-1500 10 5
B-P50-10-20-1500 20
B-P51-10-0,5-1500 0,5
1
B-P51-10-1-1500 0 1500
PS110-5_ 5
B-P51 B-P51-10-5-1500
B-P51-10-20-1500 20
B-P51-10-20-1250 1250 20
B-P51-15-20-1500 15 1500 20

Tabela 4.3 Ciclos térmicos aplicados aos pos de B-TCP dopados e pré-calcinados a 1000°C.

Temperatura
Pés de Taxa de arrefecimento
Nomenclatura Patamar (h) de calcinacao .
partida (°Cmin™)
°0C)

B-D49 B-D49-3-Q-1500 3 1500 Quenching
B-D60-3-Q-1500 3 Quenching
B-D60-10-0,5-1500 10 1500 0,5

B-D60 B-D60-10-5-1500 10 5
B-D60-10-20-1500 10 20
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A andlise das fases cristalinas presentes nos pds calcinados as vdrias temperaturas
(1000°C, 1250°C, 1500°C) foi feita por DRX. Para isso, os pés foram moidos e peneirados
numa malha com abertura de 40 um de modo a homogeneizar as amostras € minimizar os erros
devido a possiveis orientagdes preferenciais. A andlise foi realizada de uma forma qualitativa,
e semi-quantitativa através do método RIR disponibilizado pelo software HighScore Plus
Xpert-pro PANalytical associado ao equipamento, permitindo assim obter uma estimativa
acerca da percentagem das fases presentes. E de notar que esta quantificacio das fases
cristalinas tem um erro associado de cerca de 5% e que a fase amorfa ndo foi contabilizada.
Esta técnica de caracterizacdo bem como as condi¢des/pardmetros usados encontram-se
descritos no Capitulo III.

Numa primeira fase procedeu-se a caracterizacdo dos pés de B-TCP ndo dopados e
dopados calcinados a 1000°C, colecionando assim dados essenciais para averiguar a influéncia

da composicdo de fases dos pés de partida no seu grau de conversio em o-TCP durante os

tratamentos térmicos posteriores.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 PB-TCP nao dopado

As fases cristalinas presentes nos pds de B-TCP nao dopados foram identificadas por
comparacdo com os padrdes das fichas PFD (powder diffraction files) registados pelo centro
internacional de dados de difracdo (ICCD). As fichas PDF escolhidas para identificar as fases
cristalinas foram: 04-006-9376 para o B-TCP, 04-015-7245 para HA e 04-009-3876 para o
B-CPP. A Figura 4.2 compara os difratogramas de raio-X dos pés ndo dopados produzidos no
laboratério com as linhas de difracdo dos padrdes escolhidas para a identificacdo de fases. A
Tabela 4.4 apresenta resultados complementares obtidos pela andlise semi-quantitativa

efetuada através do método RIR.
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Figura 4.2 Difratogramas dos pés de partida de B-TCP
sintetizados com diferentes razdes Ca/P e calcinados a
1000°C. Para fins de comparacio apresentam-se também
as fichas PDF utilizadas: 04-006-9376 para o B-TCP (%),
04 015-7245 para HA e 04-009-3876 para o B-CPP ( ).

Tabela 4.4 Analise semi-quantitativa obtida pelo método de RIR das fases cristalinas presentes nos varios
p6s ndo dopados calcinados a 1000°C.

Analise semi-quantitativa de fases (+ 5%)

Nomenclatura
p-TCP p-CPP HA a-TCP
B-P49 96 4 - -
B-P50 100 - — _
B-P51 99 - 1 -

Verifica-se que o po B—P49 ¢ constituido predominantemente por B-TCP, a que

correspondem os picos de maior intensidade, e por uma pequena quantidade de B-CPP
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identificada através de um pequeno pico correspondente ao terceiro pico de maior intensidade
localizado a 206= 28,9°. Este resultado revela que nas condicdes de precipitagdo usadas
(temperatura = 30°C, pH =7-8) esta ligeira deficiéncia em calcio (Ca/P=1,490) favoreceu a
formagio de B-CPP como fase minoritaria. '** A identificagio de baixo teor da fase B-CPP nio
¢ de féacil identificagdo, pois o seu pico de difrag¢do principal (intensidade relativa de 100%), ou
seja, 0 pico mais intenso situa-se em 20=29.6°, encontrando-se este sobreposto com um pico de
difracdo da fase B-TCP (zona assinalada com circulo). O segundo pico de difracdo mais intenso
da fase B-CPP (intensidade relativa de 45%) a 26=27,6° encontra-se quase sobreposto com um
pico de difracdo da fase B-TCP, tornando assim, dificil a sua identificacdo. O que indica a
presenca desta fase € o ligeiro pico visivel a 26= 28,9°, que corresponde ao terceiro pico mais
intenso desta fase, n°ao se encontrando este sobreposto com qualquer pico correpondente a fase
B-TCP.

O p6 sintetizado com a composi¢do estequiométrica Ca/P=1,500 (B—P50) resultou em
B-TCP aparentemente puro. Com o aumento da razio molar para Ca/P=1,510 (B-P51)
formou-se o B-TCP como fase cristalina maioritaria em conjunto com uma quantidade residual
(cerca de 1%) de HA como fase secunddria (Tabela 4.4). Com efeito, o seu difractograma
correspondente na Figura4.2 revela um pico de difracdo tipico da HA (26=31,8°). A
identificacdo da fase cristalina da HA ¢ mais simples do que no caso do f-CPP uma vez que o
seu pico de difracdo mais intenso ndo aparece sobreposto com picos de outras fases.

Em resumo, os resultados mostram que a sintese de pés com uma razao Ca/P < 1,5 levou
ao aparecimento de B-CPP como fase cristalina secundaria e que o aumento da razdo Ca/P para

um valor superior a 1,5 tende a formar a HA como outra fase secundéria.

4.3.2 B-TCP Dopado

Ap6s tratamento térmico, uma das caracteristicas visiveis destes pds foi a sua coloracio
rosa que varia de acordo com a razdo molar (Ca+Sr+Zn+Mn)/P, ficando menos intensa para
razdes superiores. A tonalidade rosa é conferida pelo manganés e estd relacionada com o seu
estado de oxidagdo mais estavel Mn(II) que confere uma cor rosa claro. '*°

A Figura 4.3 apresenta os difractogramas dos varios pos de B-TCP dopados, sintetizados
com diferentes razdes molares (Ca+Sr+Zn+Mn)/P, bem como as fichas PDF utilizadas para a
identificacdo das fases cristalinas, nomeadamente, a ficha 04-006-9376 para a identificacdo da

fase B-TCP, a ficha 04-015-7245 para HA e 04-009-3876 para identificar o B-CPP.
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A Tabela 4.5 apresenta os resultados da andlise semi-quantitativa de fases cristalinas

presentes nos pods, obtidos pelo método RIR.
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Figura 4.3 Difratogramas dos pés de B-TCP dopados,
sintetizados com diferentes razdes Ca/P e calcinados a
1000°C. Para efeitos de comparagdo, apresentam-se também
as linhas de difrac@o das fichas PDF utilizadas como padrao
para a identificacéo das fases: 04-006-9376 para o B-TCP (%)
04-015-7245 para HA e 04-009-3876 para o B-CPP ().
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Tabela 4.5 Andlise semi-quantitativa obtida pelo método de RIR das fases cristalinas presentes nos varios
p6s dopados calcinados a 1000°C.

Analise semi-quantitativa (£5)

Nomenclatura
B-TCP B-CPP HA a-TCP
B-D49 87 13 - _
B-D51 88 12 - -
B-D52 98 2 - -
B-D53 96 4 - -
B-D55 95 5 - -
B-D60 97 - 3 -

Pela andlise da Figura 4.3 e da Tabela 4.5, verifica-se que o B-TCP € a fase cristalina
maioritdria em todos os pds dopados. Para as razdes (Ca+Sr+Zn+Mn)/P mais baixas (inferiores
a 1,6) formou-se ainda o B-CPP como fase cristalina secunddria. Apesar da identificacdo do
B-CPP ser dificil devido a sobreposi¢do de picos anteriormente referida, o terceiro pico de
difragdo mais intenso a 26=28,9° € percetivel em todos os pés a exce¢do do B—-D60. O aumento
da razao (Ca+Sr+Zn+Mn)/P leva a um aumento da quantidade de 3-TCP, comprovada por uma
tendéncia de aumento da intensidade do pico principal desta fase a 26=31,03° e,
consequentemente, a uma diminui¢do do teor de B-CPP. Esta fase s6 desapareceu para dar
lugar a formacao de uma pequena quantidade de HA para (Ca+Sr+Zn+Mn)/P=1,6. A formacao
da HA ¢é comprovada pelo aparecimento do pico de difracio mais intenso da fase HA a
26=31,8°, assinalado com a seta a vermelho. Com base nos resultados das analises de fases
cristalinas, verifica-se que a presenga dos i0es dopantes torna a obtengdo de B-TCP como fase
unica mais dificil em compara¢do com os pds ndo dopados. Por exemplo, no pé ndo dopado,
B—P51 (Tabela 4.4) observa-se a presenca da HA como fase secunddria, enquanto no pé
dopado, B-D51 (Tabela 4.5) se formou o B-CPP como fase minoritaria. Esta diferenca pode
ser atribuida aos valores de pH mais baixos usados na sintese dos pés dopados, como
facilmente se depreende das isotérmicas de solubilidade dos diferentes CaPs em &4gua
(Figura 2.4). A solubilidade é maior a menores valores de pH, significando que a quantidade
total de ides de célcio (ou outros catides) na solucdo aumenta, originando um sélido mais
deficiente em cdlcio. Nestas condi¢cdes torna-se mais dificil abolir a fase B-CPP dos pds
dopados do que no caso dos pdés nao dopados para as mesmas razdes molares

(Ca+Sr+Zn+Mn)/P.
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O uso de valores de pH mais baixos na sintese dos pés dopados justifica-se pelo facto de o
manganés ser um dos elementos dopantes e de se querer preservar o seu estado de oxidacdo
(IT), com interesse terapéutico. As condi¢des de pH usadas na sintese dos pés ndo dopados
(pH = 7-8) tendem a aumentar o grau de oxidacio do manganés, tornando-o citotéxico. '>®
Assim, uma maneira de forgar a entrada dos catides na rede cristalina mantendo um valor de
pH compativel com o Mn?** é aumentar a razio molar (Ca+Sr+Zn+Mn)/P, tendo sido essa a
estratégia adotada, mantendo constantes as propor¢cdes molares entre os diferentes catides.
Contudo, a op¢do de manter constantes as propor¢des molares entre os diferentes catides nas
solucdes dos precursores, ndo significa que elas sejam assim transpostas para os soélidos
precipitados. Na verdade, sabe-se que a afinidade dos ides dopantes para ocupar as posi¢des de

16

Ca”" na rede cristalina varia com o raio iénico '® e com a solubilidade dos compostos que

podem formar.

4.3.3 Transformacio térmica dos pos de B-TCP em a-TCP

Como referido na seccdo 4.2.1, os efeitos dos diferentes ciclos térmicos aplicados aos
p6s de B-TCP calcinados a 1000°C, foram avaliados através da andlise qualitativa e
semi-quantitativa pelo método de RIR, de modo a conhecer a composi¢cao de fases cristalinas
obtidas. Consideraram-se as mesmas fichas PDF usadas anteriormente e adicionou-se a ficha
04-010-4348 correspondente ao o-TCP. A discussdo dos resultados serd feita por partes,
iniciando-se com os pos ndo dopados, e depois com os pés dopados, e dentro de cada grupo, a
discussdo serd ainda subdividida por blocos de amostras de acordo com a razdo Ca/P usada

durante a sintese do 3-TCP.

4.3.3.1 Poés a-TCP a partir de pés de p-TCP nao dopados

A Tabela 4.6 apresenta os resultados da andlise semi-quantitativa obtida pelo método de

RIR das fases cristalinas presentes nos pds ndo dopados apds diferentes tratamentos térmicos.
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Tabela 4.6 Andlise semi-quantitativa obtida pelo método de RIR das fases cristalinas presentes nos varios
p6s ndo dopados depois de submetidos a diferentes ciclos de tratamento térmico.

Analise semi-quantitativa (+ 5%)

Nomenclatura
p-TCP p-CPP HA o-TCP
B-P49-10-0,5-1500 53 - - 47
B-P49-10-1-1500 47 - - 53
B-P49-10-5-1500 36 - - 64
B-P49-10-20-1500 36 - - 64
B-P49-2-Q-1500 1 - - 99
B-P49-15-20-1500 48 - - 52
B-P50-10-0,5-1500 3 - - 97
B-P50-10-5-1500 4 - - 96
B-P50-10-20-1500 7 - - 93
B-P50-2-Q-1500 - - - 100
B-P51-10-0,5-1500 8 - - 92
B-P51-10-1-1500 2 - - 98
B-P51-10-5-1500 - - - 100
B-P51-10-20-1500 - - - 100
B-P51-10-20-1250 - - - 100
B-P51-15-20-1500 - - - 100

A partir do p6 de B-TCP com pequena quantidade de CPP (B-P49)

Como reportado na Tabela 4.4, o p6 B—P49 contém um pequeno teor de B-CPP. Os
difractogramas depois dos tratamentos térmicos a alta temperatura estdo apresentados na
Figura 4.4 e os resultados da anélise semi-quantitativa encontram-se resumidos na Tabela 4.6.
Da andlise destes resultados, verifica-se que todas as amostras arrefecidas a velocidades
controladas apresentam proporgdes consideraveis de B-TCP, exceto a que foi arrefecida

bruscamente (quenching) que consiste em ~99% de a-TCP e =1% B-TCP.
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Figura 4.4 Difratogramas do p6 de partida de B-TCP puro e
dos pos sujeitos a diferentes tratamentos térmicos. Para fins
de comparacdo apresentam-se as fichas PDF utilizadas: 04-
006-9376 para o B-TCP (%), 04-010-4348 para o a-TCP (V) e
04-009-3876 para o B-CPP.

Verifica-se também que a taxa de arrefecimento exerce um papel determinante na
composicdo das fases cristalinas resultantes. Por exemplo, o pico de difragdo principal
correspondente a fase B-TCP (26=31°) ¢ mais intenso para a amostra arrefecida lentamente
(0,5°Cmin") quando comparado com o da amostra arrefecida a uma taxa de 5°C min~'. Taxas
de arrefecimento entre 5—20°C min' parecem ndo afetar significativamente a composicdo de
fases no produto final, contrariamente as observacdes anteriores. Estes resultados divergem dos
reportados por Torres et al. ' que mostraram uma tendéncia oposta, ou seja, uma menor
quantidade de o-TCP retida com o aumento da taxa de arrefecimento. ' Algumas
discrepancias entre os dois estudos poderdo estar relacionadas com diferentes quantidades de

pOs utilizadas. Quanto maior for a quantidade de pd mais dificil se torna efetuar um
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arrefecimento uniforme em toda a amostra, especialmente quando se impde uma taxa de
arrefecimento mais rdpida, pois o arrefecimento no interior da amostra ocorre de forma mais
lenta do que na superficie.

Sabe-se que a presenca de B-CPP origina a formacdo de uma fase liquida a
1286,1 £0,3°C que atrasa a transicdo de P—a-TCP, deslocando a transformagdo para
temperaturas superiores. Num estudo efetuado por Ryu ez al. '* verificou-se que a presenca de
3 wt.% de B-CPP aumentou a temperatura de transi¢io em 50°C. Torres et al. '> verificaram
que a maior parte da transformacdo de fase f—a-TCP num p6 com 4 wt.% de B-CPP ocorria
na faixa ente os 1150-1200°C, continuando depois de uma forma progressiva acima dessa
gama de temperaturas. Este estudo mostrou ainda que a presenca de uma pequena quantidade
de B-CPP facilita a reversdao de a—B-TCP devido a presenca de fase liquida acima do eutéctico
a 1286,1 + 0,3°C. Nestas condi¢des, ndo € possivel a obtencao da fase pura de a-TCP através
de taxas de arrefecimento controladas. S6 mesmo um arrefecimento brusco (quenching, taxa de
arrefecimento>> 20°C/min) poderd congelar a composi¢do de fases obtida a alta temperatura.
Segundo o diagrama de fases CaO-P,0s—H,0 (Figura 2.3), a fase cristalina formada a 1500°C
(o’-TCP) € incapaz de permanecer a temperatura ambiente e, quando arrefecida rapidamente,
transforma-se em fase amorfa. Apesar desta ndo ter sido quantificada, é de esperar que o seu
teor seja maior nas amostras arrefecidas bruscamente (quenching) como concluiram
Torres et al. '

Uma observacdo qualitativa dos difratogramas da Figura 4.4 permite retirar algumas
ilagdes complementares a andlise semi-quantitativa de fases. Pode visualizar-se que a
intensidade dos principais picos de difracdo da fase a-TCP (26=30,7°, 26=34,2°) aumenta
quando a taxa de arrefecimento aumenta desde 0,5°Cmin™" até 5°Cmin”’, e depois tende a
diminuir para arrefecimentos mais rdpidos, a excecdo da amostra arrefecida bruscamente. Para
além da composi¢do de fases cristalinas, estas varia¢des na intensidade dos picos com a taxa de
arrefecimento podem ainda estar relacionadas com diferentes graus de cristalinidade de cada
uma das fases. Por exemplo, as amostras arrefecidas a 5°Cmin~' e a 20°Cmin™' possuem
idéntica composicio de fases, mas os picos de difracio da amostra arrefecida a 5°Cmin™" sio

mais intensos do que os da amostra arrefecida a 20°Cmin™"

. As diferencas na intensidade dos
picos podem derivar de um maior grau de amorfizacdo da amostra arrefecida mais

rapidamente.
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A partir do p6 de p-TCP puro (B-P50)

Segundo os resultados de DRX, o p6 B—P50 é constituido por uma unica fase
cristalina, o B-TCP. Em ensaios preliminares verificou-se que o tempo de patamar ndo
influenciava significativamente a obtenc¢do de p6s de a-TCP, pelo que se adotou sempre um
patamar fixo de 10 h. A Tabela 4.6 resume os varios ciclos térmicos a que foi sujeito este po e
os resultados da andlise semi-quantitativa de fases cristalinas. A Figura 4.5 mostra os
difractogramas das amostras apds arrefecimento. Estes indicam que o a-TCP é a fase
maioritariamente formada, com o seu pico de difracdo mais intenso bem visivel a 26=30,7°.
Através da analise de todos estes resultados € possivel concluir que a obtengao da fase a-TCP é
muito mais facil a partir desta composicdo estequiométrica, permitindo atingir graus de
conversdo elevados (= 93%) quando se usa um arrefecimento controlado. Os graus de
conversio sio idénticos (296-97%) quando o arrefecimento é efetuado a 0,5°C min™' e a
5°C min™', decrescendo ligeiramente para 93% com o aumento da taxa de arrefecimento para
20°C min'. Para a amostra submetida ao processo de quenching é evidente que todos os picos
de difracdo sdo coincidentes com os da ficha PDF do padrao relativo a fase a-TCP, indicando
assim que o produto final (B-D50-2—Q—-1500) ¢ constituido por 100% da fase de a-TCP. Isto
significa que a transformacdo f—a-TCP ocorreu na totalidade e que o arrefecimento brusco
(quenching) permitiu reter, na sua totalidade, esta fase no produto final. A utilizacdo de uma
menor quantidade de pd (=10 g) terd ajudado a um congelamento mais efetivo das fases

formadas a alta temperatura.
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Figura 4.5 Difratogramas do p6é de B-TCP puro (B-P50)
calcinado a 1000°C, e depois de ser sujeito a diferentes
tratamentos térmicos. Para fins de comparacio apresentam-
se também as fichas PDF utilizadas: 04-006-9376 para o -
TCP, 04-010-4348 para o a-TCP

A parte os graus de conversdo relativamente mais elevados obtidos com o pé B-P50, o
sentido da varia¢do do teor de fase a-TCP no produto final, com a taxa de arrefecimento, é
aparentemente contraintuitivo, (i.e., uma diminuicao com a acelerag@o do arrefecimento). Este
facto sugere a possibilidade de o p6 B—P50 ndo ser rigorosamente constituido por uma sé fase,
podendo conter também vestigios de B-CPP ndo detetados por DRX. Esta interpretacdo estd em
consondncia com as conclusdes retiradas por Torres et al. ' acerca das transformagdes de
fases em pos de B-TCP com pequenos teores de B-CPP durante ciclos térmicos semelhantes.

A eventual presenca de B-CPP no p6 B—P50 foi investigada por recurso a FTIR. Os

espectros de FTIR dos trés diferentes pos de partida, ndo dopados, estdo apresentados na

Figura 4.6.
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Figura 4.6 Espetros de FTIR dos p6s de B-TCP ndo dopados e calcinados a 1000°C e ampliacdo da zona
da banda de aborgio corrrepondente ao grupo P,O;" da amostra B-P50.

Os modos vibracionais caracteristicos dos tetraedros PO, confirmam a formacao da fase
B-TCP como fase cristalina predominante. Algumas bandas de absor¢do caracteristicas e
visiveis destas ligacdes encontram-se a cerca de 550 cm’l, 607 cm'l, 942 cm’l, 970 cm™ e
1042 cm™. '7 A 1384 cm™ encontra-se assinalado um grupo carbonato COs*". As bandas de
absorcio observadas a 727 cm™ e 1212 cm™ sdo atribuidas a presenca de grupos de
caracteristicos do B-CPP (P,0;%) e em particular as ligagdes P-O-P. Estas bandas sdo bem
percetiveis no p6 B-P49, indicando a presenga de CPP, tal como confirmado pela andlise de
DRX. J4 no p6 B-P50, a banda a 727 cm™' é bem menos notéria do que no pé B—P49, mas
ainda visivel, enquanto a banda a 1212 cm™' é praticamente impercetivel. Estes resultados
confirmam a presenca de vestigios de f-CPP no p6 B—P50, ndo detetavel por DRX (Figura 4.2

e Tabela 4.4). Como referido acima, pequenos teores desta fase conduzem a formacdo da uma
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fase liquida que facilita a reversio parcial do a-TCP formado a alta temperatura em B-CPP, >

limitando assim o grau de pureza do produto final pretendido.

A partir do p6 de B-TCP com pequena quantidade de HA (B-P51)

O p6 B-P51, além de ser constituido maioritariamente pela fase B-TCP, possui uma
pequena quantidade de HA na sua composi¢do. Aplicaram-se diferentes ciclos térmicos para
testar a influéncia da HA na transformacdo P—a-TCP. Os resultados qualitativos
apresentam-se na Figura 4.7 e os resultados semi-quantitativos na Tabela 4.6.

Os picos de difragdo correspondentes a fase o-TCP sdo bem notdérios em todos os
difratogramas da Figura 4.7. Os difratogramas das amostras B-P51-10-0,5-1500 e
B-P51-10-1-1500 apresentam ainda um pico de fraca intensidade a 26=31°, assinalado com a
seta, correspondente a fase B-TCP, e os picos da fase a-TCP s@o de menor intensidade quando
comparados com os das outras amostras. Verifica-se ainda que os picos de difracdo da fase
a-TCP s@o mais intensos na amostra tratada termicamente a 1250°C quando comparados com
os da amostra tratada a 1500°C. A diferenca pode atribuir-se a uma amorfizacdo mais extensiva
na amostra tratada a temperatura mais elevada.

Estes resultados sdo interessantes pois demonstram que o uso da temperatura mais baixa
ndo tem qualquer inconveniente, apresentando obvias vantagens em termos energéticos, de
caracteristicas requeridas para os materiais e equipamentos usados na calcinagdo, bem como na
moagem dos pos calcinados.

Tanto a andlise qualitativa dos difratogramas apresentados na Figura 4.7 como os
resultados da andlise semi-quantitativos de fases cristalinas (Tabela 4.6) demonstram que o
tempo de patamar nao influencia a transformagdo B—a-TCP. J4 a velocidade de arrefecimento
afeta de certo modo esta transformagdo, mas ndo de uma forma tdo significativa como no p6
B-P49. Essa fraca influéncia é exercida especialmente nos arrefecimentos mais lentos. A
auséncia de B-CPP no p6 e, consequente auséncia da fase liquida facilita a obten¢ao do a-TCP,

sendo o processo muito pouco afetado pelo ciclo térmico.

79



CAPITULO IV: Obtengio e caracterizagio dos p6s de a—TCP

B-P51-15-20-1500
. A ..;L k
B-P51-10-20-1250
—-L_l A\ ]M
B-P51-10-20-1500
- . N NL_,,JL
B-P51-10-5-1500
’E -"-—A—\-—k_A__.,L JM ..UJ“ A h i
3 B-P51-10-1-1500 JB-TCP
?: --—-L.,_J A A Au A
<  |B-P51-10-0,5-1500 B-TCP
W
=
[ JAA ¥ “A!{__A
= | B-P51
-—-‘—-——A-__,.J...; A A.A JM A Jl Arn JLM. A A
HA
| L | | h | |
a-TCP J
I L1 |l. k Ll ||
B-TCP ‘
1 | ] 1 | | 1 L. | 11 " 1
g : . : 4
10 20 30 40
20 (graus)

Figura 4.7 Difratogramas do p6 de B-TCP ndo dopado
(B—P51) calcinado a 1000°C, e depois de ser sujeito a
diferentes tratamentos térmicos. Para fins de comparagdo
apresentam-se também as fichas PDF utilizadas: 04-006-9376
para o B-TCP, 04-015-7245, 04-010-4348 para o a-TCP e 04-
015-7245 para HA.

A fase a-TCP ¢ tnica para velocidades de arrefecimento entre 5°Cmin~" e 20°Cmin "},
sendo maioritdria a 1°C min™' (98%) e a 0,5°C min~' (92%). Carrodeguas e Aza + referem que
uma velocidade de arrefecimento muito lenta favorece a reversao a—B-TCP, pois existe tempo
suficiente para que ocorra a recristalizacdo da estrutura cristalina, uma vez que esta
transformacdo € reconstrutiva. Como referido anteriormente, vérios outros autores mostram
que ¢ possivel obter a fase pura de a-TCP a uma velocidade de arrefecimento moderada de
5°C min™!, "853 oy de 10°C min™!, >'515¢ quando um po de P-TCP puro. Assim, os
resultados obtidos neste estudo partindo do p6 B—P51 estdo de acordo com os relatos
anteriores. Ficou também demonstrado que, independentemente da temperatura mdaxima

(1250°C ou 1500°C), e da durag@o do patamar (10h ou 15h) que foram testados neste estudo, é
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possivel obter 100% da fase de o-TCP usando taxas de arrefecimento entre 5°C min' e
20°C min™".

Comparando a andlise qualitativa com a andlise semi-quantitativa € percetivel que ambas
convergem para os mesmos resultados, mostrando que € possivel obter pds puros de a-TCP a
partir de pos de B-TCP com pequenas quantidades de HA quando se aplicam velocidades de

arrefecimento > 5°C min ™.

A partir de B-TCP Dopado

A Tabela 4.7 apresenta os resultados da andlise semi-quantitativa obtida pelo método

de RIR das fases cristalinas presentes nos pos dopados apés diferentes tratamentos térmicos.

Tabela 4.7 Andlise semi-quantitativa em percentagem ponderal das fases presentes nas amostras derivadas
dos p6s de B-TCP dopados sujeitos a diferentes tratamentos térmicos.

Analise semi-quantitativa (£5%)

Nomenclatura
B-TCP p-CPP HA o-TCP
B-D49-3-Q-1500 20 - - 80
B-D60-10-0,5-1500 100 - - -
B-D60-10-5-1500 100 - - -
B-D60-10-20-1500 100 - - -
B-D60-3-Q-1500 - - - 100

Os resultados dos pds ndo dopados acima discutidos deixaram claro o efeito da taxa de
arrefecimento na reten¢@o da fase a-TCP formada a alta temperatura. Assim, de entre todos os
p6s dopados, selecionaram-se as composi¢Oes extremas, B—D49 e B-D60, para testar a
transformagao f—a-TCP, a primeira por conter uma quantidade apreciavel de B-CPP (=13%),
e a segunda por conter cerca de 3% de HA para além da fase B-TCP maioritdria.

A Figura 4.8 apresenta os difratogramas dos pds de partida, calcinados a 1000°C, e
depois de serem sujeitos a diferentes tratamentos térmicos posteriores (ver Tabela 4.3). A
Tabela 4.5 resume os resultados da andlise semi-quantitativa de fases cristalinas. Na
Figura 4.8 (a), a andlise do difratogramas do p6 de B—D49 tratado termicamente a 1500°C
durante 3 h e depois arrefecido bruscamente (quenching), indica que esta amostra € constituida
maioritariamente por o-TCP, podendo os picos caracteristicos da fase B-TCP ser também
identificados, nomeadamente, o pico bem visivel a 26=31°. Da observa¢ao dos difratogramas

apresentados na Figura 4.8 (b) é claro que o B-TCP € a unica fase que se forma a partir do p6
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B-D60 quando o arrefecimento € feito a velocidades controladas. Isto significa que a fase
a-TCP formada a alta temperatura ndo pode ser retida, revertendo para B-TCP devido a maior
estabilidade térmica desta dltima fase quando dopada com outros ides. 1% J4 no
difratograma da amostra B—D60-3-Q—-1500, que foi arrefecida bruscamente (quenching),
todos os picos correspondem aos da fase a-TCP. Todas estas observacdes estdo de acordo com
os resultados da andlise semi-quantitativa de fases cristalinas apresentados na Tabela 4.6. Os
teores de fase a-TCP determinados para as amostras sujeitas a quenching foram de cerca de

80% e de 100%, partindo dos pés B—-D49 e B-D60, respetivamente.

B-D49-3-Q-1500 (a) B-D60-3-Q-1500 (b)
-..J..._.L_L A j“ .k A R
* % B-D60-10-20-1500
B-D49 f S — T l
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Figura 4.8 Difractogramas dos p6s de B-TCP dopados calcinados a 1000°C, e depois de sujeitos a
diferentes tratamentos térmicos posteriores: (a) B-D49; (b) B-D60. Para fins de comparagdo apresentam-se
também as fichas PDF utilizadas na identificacdo das fases cristalinas: 04-006-9376 para o 3-TCP(%), 04-
015-7245 para HA, 04-010-4348 para o a-TCP (V)e 04-009-3876 para o B-CPP.

Os resultados da Tabela 4.7 confirmam que a presenca dos ides dopantes tende a
aumentar a estabilidade térmica da fase B-TCP, facilitam reversdo completa a—-TCP durante
o arrefecimento controlado. Por outro lado, tal como observado nos pds ndo dopados, a
presenca de B-CPP no p6 B-D49 deverd atrasar a transformacdo P—oa-TCP durante o

tratamento térmico a alta temperatura e, a concomitante formagao de uma fase liquida também
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contribui para uma reversao a—f-TCP mais facilmente. Isto explica porque € que o teor de
a-TCP € superior (100%) no caso da amostra B-D60-3—-Q—-1500, quando comparado com o da
amostra B-D49-3-Q-1500 (80%).

Uma descri¢do mais detalhada das transicdes de fase que ocorrem ao longo dos ciclos
térmicos s6 pode ser conseguida através de andlises térmicas. Usando pds de B-TCP dopados
com vdrios teores de magnésio (1-5 mol%), e contendo pequenas quantidades de B-CPP,

Torres ef al. >

mostraram através de andlises térmicas e complementadas com outras técnicas
de caracterizacdo, que as temperaturas de transicdo B—a-TCP aumentavam com adicdes
crescentes do dopante, chegando mesmo a confundir-se com as temperaturas de transicao
a—a’-TCP.

Como acima referido, os pés dopados e com razdes (Ca+Sr+Zn+Mn)/P préximas da
estequiométrica (1,5) adquiriam uma cor rosada devida a substituicio parcial do Ca** pelo
Mn** na rede cristalina do B-TCP. Contudo, a necessidade de manter a valéncia (II) do

18 obrigou ao uso de valores de

manganés, a Unica que exerce efeitos biologicos benéficos,
pH < 7 aquando da precipitacdo dos pds, uma vez que condi¢des mais alcalinas tendem a
aumentar o estado de oxidacdo, tornando este metal citotéxico. 158 Também, como foi
justificado anteriormente, o uso de condi¢des de precipitacdo ligeiramente mais acidas faziam
com que concentracdes mais elevadas das espécies catidnicas ficassem em solugdo, originando
assim s6lidos com razdes molares (Ca+Sr+Zn+Mn)/P inferiores as planeadas. O resultado foi a
formacdo de maiores quantidades de B-CPP, uma fase mais acidica do que o B-TCP
(Figura 4.3, Tabela 4.5). A estratégia para evitar a formacdo do B-CPP foi aumentar
gradualmente a razdo molar total (Ca+Sr+Zn+Mn)/P até que esta fase desaparecesse, o que
veio a acontecer para o pé B—D60.

O problema causado pela presenga do B-CPP foi, portanto, resolvido. Contudo, a
tonalidade rosa caracteristica do manganés foi-se desvanecendo gradualmente a medida que se
aumentava a razao molar total (Ca+Sr+Zn+Mn)/P, na qual as propor¢des entre todos os catides
foi mantida constante em todas as preparacdes. Esta observacdo sugere que o manganés nao foi
incorporado na rede cristalina na mesma proporcdo com que se encontrava na solucdo dos
precursores, € que os pés resultantes deverdo possuir teores decrescentes de Mn com o
aumento da razio molar total (Ca+Sr+Zn+Mn)/P. E ainda provavel que algo semelhante ocorra
com os outros dopantes, ndo necessariamente na mesma extensdo. Com efeito, sabe-se que a
facilidade com que o Ca** é parcialmente substituido na rede cristalina do B-TCP por outros

catides depende muito do seu raio iénico.''®> Enquanto o Sr** se instala com facilidade na
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rede cristalina do B-TCP, o mesmo néo acontece com os outros dois ides dopantes. '*'® Estas
hipéteses deveriam ser aqui confirmadas através de andlises quimicas. Infelizmente, as andlises
por ICP néo foram disponibilizadas no ambito deste trabalho, por serem caras e por as propinas

ndo serem usadas para cobrir os custos derivados do trabalho experimental.

4.4 Conclusao

O objetivo principal deste estudo foi a obtencdo de pds a base de a-TCP. Sendo a
disponibilidade desta matéria-prima no mercado muito limitada e os precos incomportaveis, o
plano estabelecido para este estudo incluiu a sintese deste composto. Alguns aspetos relevantes
que influenciam a transformacao dos polimorfos B«»a-TCP ainda ndo sao bem compreendidos,
especialmente no caso de pos de B-TCP dopados com outros elementos de interesse
terapéutico. Assim, um outro objetivo subordinado era contribuir para o esclarecimento do
papel exercido pela presenca de impurezas de B-CPP, de HA e de ides dopantes (Sr, Zn, Mn)
na composicdo de fases cristalinas dos pos iniciais a base de B-TCP antes e depois de
submetidos a diferentes ciclos de tratamento térmico e, especialmente, a interdependéncia entre
a composicdo e a cinética de arrefecimento. As principais conclusdes que podem retirar-se

deste estudo encontram-se a seguir listadas:

1. O ajuste adequado da razio molar Ca/P e do pH durante a precipitagdo permite
obter a composi¢do de fases desejada ap6s calcinagio a 1000°C.

2. Eliminar a fase B-CPP de pés dopados com Sr, Zn e Mn torna-se mais dificil do
que nos pdés ndo dopados. Tal facto deve-se a utilizacdo de valores de pH inferiores
a 7, para evitar estados de oxidacio do manganés superiores ao Mn**, e ao
consequente défice de catides no sélido precipitado que origina razdes molares
(Ca+Sr+Zn+Mn)/P <1,500.

3. A propor¢ido dos catides existente na solucao dos precursores ndo € transposta para
o s6lido precipitado devido a menor afinidade de alguns dopantes para ocuparem os
sitios do Ca®* na rede cristalina.

4. A transformagdo dos polimorfos f«>a-TCP € influenciada por:

a) Presenca de fases secundarias tais como o B-CPP ou a HA. O primeiro
atrasa a transformagdo PB—a-TCP no aquecimento e facilita a reversdao
a—p-TCP no arrefecimento, devida a formagdo de uma fase liquida. Isto

impossibilita a obtencao da fase pura de a-TCP através de arrefecimentos
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controlados. Nestas condi¢des, sé procedendo a arrefecimentos bruscos
(quenching) é que foi possivel obter ~99 wt.% de a-TCP. A presenca de
uma pequena quantidade de HA torna mais fécil a obtencdo de pds puros de
o-TCP para taxas de arrefecimento > 5°Cmin~'. Taxas de arrefecimento
<1°Cmin"' permitem uma reversdo parcial a—f-TCP por permitirem mais
tempo para que esta transformacdo reconstrutiva ocorra, de acordo com o
esperado.

b) A incorporacdo na rede cristalina dos ides dopantes (Sr, Zn e Mn) aumenta
a estabilidade térmica da fase B-TCP, pelo que atrasa a transformacdo
B—a-TCP no aquecimento e facilita a reversio o—p-TCP no
arrefecimento. Isto impossibilita a obtencdo da fase pura de o-TCP através
de arrefecimentos controlados.

c) A taxa de arrefecimento tem um papel determinante na obtengdo da fase
a-TCP, especialmente na presenca de fases minoritarias (B-CPP, HA), ou
de ides dopantes na rede cristalina. O aumento da taxa de arrefecimento
tende a favorecer a formagao de a-TCP no produto final, especialmente na
auséncia de 3-CPP.

d) A duragdo do patamar nao foi um fator muito determinante na obtencdo da
fase de o-TCP. Os resultados experimentais se mostraram que pode
produzir-se cerca de 150 g de a-TCP puro num ciclo térmico total de 15 h.

5. E possivel obter pés de a-TCP com elevada pureza a 1250°C a partir de pés com
uma pequena quantidade de HA. O produto final, assim obtido, fica menos
aglomerado e facilita o pos-processamento dos pds calcinados e torna o processo

mais simples e econdémico.

Dos resultados acima apresentados e discutidos, pode concluir-se que as condigdes de
preparagdo do polimorfo a-TCP ficaram agora melhor clarificadas. Trata-se de um processo
demorado que inclui varias etapas, as quais precisam de ser mantidas sob controlo rigoroso de

modo a garantir a formacao das fases desejadas no produto final.
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Preparacao e caracterizacio de cimentos 6sseos injetaveis

A preparacdo de pastas cimenticias injetdveis € um processo extremamente complexo,
pois, como ja referido no Capitulo II, a injetabilidade € influenciada por diversos fatores. Este
Capitulo reporta acerca da influéncia de alguns dos fatores mais relevantes que determinam a
injetabilidade de uma pasta cimenticia, bem como das suas propriedades, incluindo o IST,
FST, propriedades mecanicas, porosidade total, composicdo de fases cristalina e aspetos
microestruturais. As principais varidveis experimentais estudadas incluiram o tamanho e a
DTP dos p6s de partida na formulagdo do CPC, a RLP e a adi¢@o de aditivos para controlo das
propriedades de fluxo. Utilizaram-se os p6s de o-TCP produzidos e caracterizados de acordo
com o descrito no Capitulo IV. O trabalho exposto neste Capitulo pretende contribuir para uma
melhor compreensdo acerca dos efeitos das varidveis estudadas na injetabilidade das pastas

cimenticias e nas outras propriedades acima mencionadas.

5.1 Introducao

Os CPCs tém vindo a ser cada vez mais utilizados em intervengdes cirtrgicas
minimamente invasivas, pois possuem um elevado nimero de propriedades interessantes para
o tratamento de fraturas frageis, '° associadas a baixa densidade mineral do osso. '*® Este tipo
de técnica cirdrgica oferece muitos beneficios ao doente quando comparada com as técnicas
cirirgicas mais tradicionais, pois, além de provocarem menos lesdes associadas e menos dor, o
doente tem uma recuperagdo mais rdpida e, consequentemente, os custos de saide sdo
reduzidos. ' No entanto, este tipo de técnica requer uma nova geracio de biomateriais
injetaveis, com capacidade de serem implantados através de pequenas incisdes. *

A estrutura e a composi¢cdo semelhante a dos ossos humanos, tornam os CPCs materiais
biocompativeis, osteoindutivos, reabsorviveis, com capacidade de estabelecerem ligagdes com
os tecidos 6sseos, etc. “*% Contudo estes tipos de cimentos possuem alguns inconvenientes,
sendo um deles a fraca capacidade de serem injetados através de uma céanula longa e estreita

ligada a uma seringa, dispositivo utilizado nas cirurgias minimamente invasivas. 5*'%!7% Ag

formulagdes de CPCs disponiveis no mercado nio sio completamente satisfatérias, ">'®
falhando principalmente na insuficiente forca mecénica e na pobre injetabilidade, propriedades
cruciais em procedimentos cirtrgicos para a corre¢do de fraturas de vértebras por compressao,

causadas pela osteoporose.
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Apesar das muitas contribuicdbes dadas ao longo da ultima década,
945107108 129.130.16217L172 5inda existem diversas questdes para resolver no que diz respeito a
compreensdo dos fendmenos subjacentes a injetabilidade dos CPCs. Sdao diversos os fatores
que afetam as propriedades de fluxo das pastas cimenticias e, consequentemente a
injetabilidade: (a) tamanho médio de particula; (b) DTP; (c) propor¢cdo e natureza das fases
cristalinas dos pds de partida; (d) presenga de particulas fortemente agregadas; (e) forma das
particulas; (f) RLP; (g) presenca de modificadores reoldgicos e/ou aditivos com fungdes
especificas. '10484991067108 1o qog estes fatores contribuem para o complexo sistema reoldgico.
Além disso, a evolucdo das propriedades reoldgicas durante a reacdo de cura (setting) aumenta
ainda mais essa complexidade. '’ Alguns investigadores **'%!? focaram os seus estudos em
pastas cimenticias com menor reatividade com vista a poderem identificar melhor os
parametros que controlam a injetabilidade. Para tal utilizaram pds de B-TCP uma vez que estes
possuem bastante similaridade com pds a base de a-TCP e, para além disso possuiu uma baixa
solubilidade em 4gua (-log K=28.9 a 25°C) '” quando comparado com o o-TCP
(-log K= 25.5 a 25°C), '™ prevenindo, assim, a reacio de serting. Além de explicarem alguns
mecanismos por detrds da injetabilidade, identificam também as varidveis mais relevantes,
nomeadamente, a RLP, o tamanho médio e morfologia das particulas, e a viscosidade da fase
liquida.

Uma estreita distribuicdo de tamanhos de particula, e/ou a presenca de agregados
(particulas fortemente ligadas) sdo aspetos relevantes que influenciam a injetabilidade de uma
pasta cimenticia, pois tendem a conferir um comportamento reoespessante aumentando a
tendéncia de segregacio das particulas durante a extrusio. Torres ef al. ° e Montufar ez al. '’
estudaram alguns dos fatores que influenciam a injetabilidade de pastas cimenticias de f-TCP e
a-TCP/B-TCP, respetivamente. Com o objetivo de contribuir para uma clarificagdo sobre os
efeitos do tamanho, distribui¢do e agregacdo das particulas na injetabilidade e no efeito de
“filter pressing”, Torres et al. ° concluiram que tais aspetos sdo a chave que determinam a boa

injetabilidade de uma pasta. Montufar er al. '’

testaram o efeito da reacdo de setting na
injetabilidade em p6s com diferentes tamanhos e distribui¢des de particulas (finos e grossos), e
concluiram que a reacdo de sefting nao influenciava a injetabilidade (uma conclusdo simplista
que ndo pode ser generalizada nem se aplica quando reacdo de setting for muito rdpida).
Verificaram, ainda, que as pastas cimenticias de a-TCP injetavam pior do que as pastas de
B-TCP.

O grande objetivo deste estudo € produzir pastas cimenticias injetaveis a base de a-TCP

tendo em conta os fatores anteriormente referidos. Para tal, foram preparadas pastas
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cimenticias com pds de a-TCP obtidos a 1250°C e 1500°C, com diferentes distribuicdes de
tamanhos de particulas, efetuando, também, misturas de pds com diferentes tempos de
moagem, com vista a obter um leque mais alargado de distribui¢des. Para além disso, foram
adicionados diferentes aditivos comummente utilizados para acelerar a reacio de setting, uma
solucdo aquosa de Na,HPO, que, devido ao efeito do iao comum modifica o equilibrio da
Equacdo 3 (Capitulo II, seccdo 2.2.3), promovendo a precipitagio da CDHA. De forma a
melhorar a coesdo das pastas foram ainda adicionados modificadores das propriedades

reologicas (PEG 600 e Aristoflex®TAC).

5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Preparacao e caracterizacao dos po6s de partida
Para a elaboracdo deste estudo foram utilizados os p6és puros de a-TCP produzidos de
acordo com o descrito no Capitulo IV. Utilizaram-se os p0s tratados termicamente a 1250°C
(A—1250) e a 1500°C (A—-1500). Cada um dos pds foi submetido separadamente a diferentes
tempos de moagem de 6, 24, e 45 min (A—1250) e de 6, 24 e 300 min (A-1500). A
desaglomeracdo/moagem dos pds foi feita num moinho de bolas usando uma proporcdo em
peso de bolas/pé de 3:1. Os cddigos utilizados para cada p6é t€ém por base a temperatura de
calcinacdo e a duragdo do tempo de moagem a que foram submetidos. Por exemplo,
A-1250-24 refere-se ao pd calcinado a 1250°C e moido durante 24 min; enquanto
A-1500-300 refere-se ao pé calcinado a 1500°C e moido durante 300 min. Foram ainda
preparadas misturas de pds encontrando-se estas apresentadas na Tabela 5.1, bem como a
nomenclatura aplicada a cada mistura. Apés moagem os pds foram passados através de uma
malha de 40 um, utilizando um peneiro automdtico (Retsch AS200), de modo a evitar que
particulas maiores prejudicassem a extrusao.
ApOs o tratamento anteriormente explicado, os pds foram caracterizados de forma:
1. Qualitativa e quantitativa: determinacdo das fases cristalinas, através do método
de DRX e dos grupos funcionais através de FTIR;
2. Fisica: medi¢do da distribuicdo granulométrica, através do equipamento Coulter
LS 230 que opera segundo o modelo 6tico Fraunhofer;

3. Morfoldgica: visualizacdo da forma das particulas através do SEM.
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5.2.2 Desenho do estudo experimental

O principal objetivo deste estudo € produzir pastas cimenticias injetdveis. Como ja tem
vindo a ser referido ao longo deste trabalho, a injetabilidade das pastas cimenticias, bem como
as propriedades dos cimentos endurecidos, sdo afetadas por diversos fatores, sendo necessario
compreender a influéncia de cada um deles. No presente estudo estudaram-se os efeitos da
distribuicdo dos tamanhos de particula, da RLP, e da adicdo de coadjuvantes poliméricos no
IST, FST, na injetabilidade das pastas cimenticias, na resisténcia mecanica a compressao e na

porosidade total dos cimentos endurecidos.

5.2.3 Preparacio e caracterizacao das pastas cimenticias

No Capitulo III encontra-se descrito o procedimento aplicado na preparacdo das pastas
cimenticias utilizadas neste estudo. Prepararam-se diversas formulacdes a partir dos pds de
a-TCP e de diversas fases liquidas expressas na Tabela 3.1 (Capitulo III, seccdo 3.2). A
nomenclatura adotada para cada CPC, apresentada na Tabela 5.1, teve em conta os pds
utilizados, atribuido a cada um, um cédigo especifico, a composicao do liquido e a RLP. Por
exemplo, o CPC denominado por T2—300.L0-0,28, indica que foi utilizado o p6 A—1500-300
(T2-300), com o liquido LO (constituido apenas por dgua desionizada) utilizando uma RLP de

0,28 ml g .
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Tabela 5.1 Nomenclatura utilizada para denominar os CPCs produzidos, tendo em conta o p6 de partida, a fase liquida e a RLP utilizada.

RLP
P6 de partida N° do pé de partida Liquido
0,28 0,32 0,34 0,36
LO T2-300. L0-0,28 — - -
A-1500-300 T2-300 L2,5 T2-300.L2,5-0,28 — T2-300.L2,5-0,34 -
L3 T2-300.L3-0,28 - - —
L2,5 - - T1-45.L.2,5-0,34 -
A-1250-45 T1-45
L2,5-15PG — — T1-45.L.2,5-15PG-0,34 -
Mistura 85:15
M85 L2,5 - - M85.1.2,5-0,34 -
(85T1-45 + 15T1-24)
L2,5 - M90.L2,5-0,32 M90.1L2,5-0,34 M90.L2,5-0,36
Mistura 90:10 L2,5-15PG - - M90.L2,5-15PG-0,34 —
MO90
(90T1-45 +10T1-24) 1.2,5-0,25TAC - - M90.1.2,5-0,25TAC—0,34 -
L2,5-0,5TAC - - M90.L.2,5-0,5TAC-0,34 —
Mistura 95:5
MO95 L2,5 — — M95.L.2,5-0,34 -

(95T1-45 + 5T1-24)
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5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Pos de partida
Na Figura 5.1 (a) sdo apresentados os difratogramas dos pés iniciais e dos pds moidos
bem como a ficha PDF 04-010-4348 que identifica a fase o-TCP. Ja na Figura 5.1 (b)

apresentam-se os espetros de FTIR dos pds moidos que foram utilizados para a producgo das

pastas cimenticias.

A-1500_300 (a) A-1500_300 (b)

resa M ‘\LJ\

A-1500

A-1250_45

ST W

A-1250

A-1250_45

Intensidade (u.a)
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a~-TCP

T O

el | |.|H.|.ll.4..u|1|||
20 30

T T T T .
10 40 500 1000 1500 2000

20 (graus) Niamero de Onda (em™!)

Figura 5.1 (a) Difratogramas dos pés de partida de a-TCP (antes e apds o processo de moagem) para a
producdo dos CPCs. A ficha PDF utilizada para fins de comparagdo foi 04-010-4348 (b) Espetros de FTIR
dos pos de a-TCP ap6s moagem.

Verifica-se que todos os picos de difracdo de ambos os p6s utilizados na preparagdo das
pastas cimenticias correspondem as linhas de difragdo do padrdo da fase a-TCP, nio tendo sido
detetada qualquer outra fase cristalina. A intensidade dos picos relaciona-se com o grau de
cristalinidade do material, ou seja, quanto mais intensos forem os picos maior é o grau de
cristalinidade do material. Um facto notério e bastante visivel é a diminuicdo da intensidade
dos picos de difracdo com a moagem. Assim, facilmente se infere a o processo de moagem

causa uma diminui¢do significativa na intensidade dos picos de difracio devida a uma
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amorfizac¢do gradual da estrutura cristalina formada durante o tratamento dos pés. Bohner et al.
150 referem a observacio 6bvia que a amorfizacio tende a aumentar a reatividade dos pos.

Os espetros de FTIR confirmam os resultados obtidos pelo DRX, indicando que a fase
presente ¢ a-TCP. As linhas a tracejado, a 595 cm! e 1063 cm™!, indicam modos vibracionais
PO, caracteristicos da fase a-TCP. Existem ainda bandas de absor¢ao que representam modos
vibracionais do mesmo composto, tais como, 551 cm?, 563 cm™, 584 ¢cm’!, 613 cm’,
1025 cm™ e 1055 cm™. ' A banda de absorgio presente por volta dos 1630 cm™ indica a
presenca de dgua que pode ficar adsorvida nas particulas do pé. A banda presente a 1384 cm™
mais visivel para o pé A-1500300 corresponde 2 presenca do grupo de carbonato (CO;™)
devido ao contacto dos pés com a atmosfera. '

As curvas de DTP dos diferentes p6és individuais e das suas misturas encontram-se
representadas na Figura 5.2. A caracteristica mais evidente destas curvas € a sua forma
tendencialmente unimodal e um tanto assimétrica. Outra caracteristica notéria nas curvas ¢é a
presenca de pequenos “ombros” especialmente na zona de maiores tamanhos para o pd
A-1500, os quais se devem a presenca de particulas/aglomerados de maiores dimensdes.
Verifica-se ainda que a diferenca entre as curvas obtidas ao fim de 6 min e ao fim de 24 min
sd0 mais evidentes para o p6 A—1250 do que para o p6 A—-1500, e que o mesmo tempo de
moagem causa maior efeito no po calcinado a 1250°C do que o p6 calcinado a 1500°C. Tal
facto seria de esperar, pois os pés tratados a temperaturas mais elevadas causam ligacdes mais
fortes entre as particulas, tornando-se mais dificil a sua desaglomeracdo. Para os primeiros
tempos de moagem, as curvas sdo mais alargadas quando comparadas as obtidas para tempos
de moagem mais longos. As curvas de distribui¢do relativas as misturas do p6 A—1250-24 e
A-1250-45 ndo apresentam diferencas significativas, o que ndo ¢ muito surpreendente
considerando que a proporcdo do componente mais grosso variou apenas entre 5—15%.

Alguns autores referem que um tamanho reduzido de particula favorece a
injetabilidade. ' Embora esta afirmacio seja muito simplista, a presenca de particulas finas é
essencial para melhorar o comportamento reolégico. Mas na verdade, as propriedades de fluxo
das pastas/suspensdes sdo melhoradas com uma distribuicio granulométrica alargada. '"® O
processo de moagem foi conduzido com vista & obteng¢do de um p6é com um tamanho médio de
particula o mais reduzido possivel, o qual deveria ser depois misturado com outro mais grosso

de forma a obter uma distribuicdo mais conveniente.
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Figura 5.2 Curvas de distribuicio dos
tamanhos de particulas dos pés de partida dos
CPCs

No entanto, a obtencdo da tal distribuicdo ideal implica a elaboracdo de testes
sistemdticos que consomem mais tempo do disponivel no dmbito de uma tese de mestrado.
Esse estudo de otimizacdo devera ser continuado em trabalhos futuros. Outra dificuldade
encontrada foi a fraca capacidade do granulémetro para dar uma boa descrigdo da DTP real da
amostra. Nem sempre as medidas feitas com a mesma amostra davam curvas reprodutiveis. A

presenca de alguns aglomerados mais grossos que passaram a malha de 40 pum, tendiam a
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depositar no fundo do coletor da amostra aquando a sua introdugdo, falseando de certa forma
os resultados.

A Tabela 5.2 resume os didmetros equivalentes de particulas (Do, D5, Dgg) abaixo dos
quais existem determinadas percentagens volumétricas do pd (10%, 50% e 90%),

respetivamente (curva cumulativa inferior).

Tabela 5.2 Distribui¢ao dos tamanhos de particulas dos p6s de a-TCP apés diferentes tempos de moagem

Temp. Calcinaciio (°C) Tempo de Moagem (min) Dy¢* (um) Ds” (um) Doy (um)  Dyeqic® (nm)

6 4.6 38,7 139,9 59.9
1500 24 0.8 11,5 49,3 18,8
300 0,3 1.3 3,6 1.6
6 1,6 22,7 92,4 35,9

24 0,6 4,9 214 8,1

45 0,4 1,5 3.8 1,8

1250 M85 (85T1-45 + 15T1-24) 0.4 1.8 5.4 2.4
MO0 (90T1-45 + 10T1-24) 0.4 1.8 5.3 2.3

MO5 (95T1-45 + 5T1-24) 0.4 1,7 5.4 2.3

*Dyo: Tamanho das particulas para o qual 10% do volume é mais fino
°Ds,: Tamanho das particulas para o qual 50% do volume é mais fino
“Dyg: Tamanho das particulas para o qual 90% do volume é mais fino
dDmédio: Tamanho médio das particulas

Verifica-se que tempos de moagem bastantes distintos, 300 min (A—1500-300) e 45 min
(A—1250-45) geram tamanhos médios de particula muito préximos, nomeadamente de 1,6 pm
e 1,8 um, respetivamente. Relativamente as misturas, verifica-se que a adicdo do p6 com
Duédio= 8,1 um (A—1250-24) ao p6 com Dypghio = 1,8 um resulta num Dyeq, intermédio
(2,3-2,4 um), como seria de esperar, embora ndo se tenham notado diferencas entre as
misturas M90 e M95, o que atesta a fraca reprodutibilidade das medidas de distribuicdo
granulométrica.

A morfologia dos pds foi analisada por SEM. A Figura 5.3 apresenta algumas
micrografias dos pds individuais A-1500-300, A-1250-24, A-1250-45 e da mistura M90,
com amplia¢des diferentes (x1000 e x10000). No caso das misturas, optou-se por apresentar
apenas as imagens relativas a amostra M90, pois as outras apresentam caracteristicas

morfolégicas muito idénticas.
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A-1250-24

Figura 5.3 Micrografias obtidas através de SEM com amplia¢cdes de x100 e x10000 dos pés de a-TCP
utilizados nas formulag¢des dos CPCs.

Através da observacgdo destas micrografias verifica-se que os tamanhos das particulas sdo
consistentes com as curvas de DTP apresentadas na Figura 5.3. A morfologia é tipica de um
material que sofreu uma agdo de cominui¢do. Observa-se também a presenca de aglomerados
resultes do tratamento térmico dos pds a altas temperaturas e que ndo foram eficazmente
destruidos no processo de moagem a seco. Nas micrografias do p6 A—1500-300 observam-se
particulas de pequenos tamanhos a mistura com outras de tamanhos maiores. O p6 A—1250-24
apresenta particulas com tamanhos extremamente elevados e outras com um tamanho bastante
reduzido. Esta disparidade deve-se ao facto deste pé calcinado a temperatura mais baixa ser
mais fécil de desaglomerar e de o tempo de moagem ter sido insuficiente para se obter uma
distribui¢do mais uniforme.

No p6 A—1250—-45 observam-se particulas que, de uma forma geral, sdo maiores do que
as particulas que constituem o p6é A—1500-300. Na mistura M90 observam-se aspetos
morfolégicos e de tamanhos caracteristicos de ambos os componentes na mistura. Os

resultados obtidos através da andlise granulométrica estdo de acordo com o que se encontra
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presente nas micrografias. No entanto, nem sempre € facil distinguir bem entre particulas de

grandes dimensdes e aglomerados de particulas.

5.3.2 Pastas cimenticias
5.3.2.1 ISTeFST

No primeiro conjunto de experiéncias preliminares para avaliar os tempos de presa,
testou-se 0 pé A—1500-300 e a mistura M90 e estudaram-se os efeitos da propor¢do do liquido
de reacdo (RLP = 0,28 ml g_1 e RLP =0,34 ml g_l) e da sua composi¢ao (LO, L2, L2,5, L3) no
IST e no FST das pastas cimenticias. Os resultados obtidos para o IST e o FST encontram-se
representados na Figura 5.4 para os vdérios liquidos, a excecdo da dgua, por serem bastante
distintos. Neste ultimo caso, os valores de IST e FST foram superiores a 1 h (2 h 14 min

e >>2 h 40 min, respetivamente). A Figura 5.4 mostra os resultados para cinco formulagdes de

CPC:s distintas.
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Figura 5.4 IST e FST das pastas cimenticias produzidas

A Figura 5.4 mostra que o uso dos outros liquidos resultou numa aceleragdo acentuada
da reacio de endurecimento e em reducdes drasticas do IST e do FST. Para RLP= 0,28 ml g',
verifica-se um decréscimo gradual do IST com o aumento da concentracdio de Na,HPO,4 no

liquido. Estes resultados confirmam o papel de acelerador do Na,HPO, na reacdo de setting,
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devido ao efeito do ido comum que modifica o equilibrio da equagdo e promove a precipitacao
de CDHA. ¥

Por outro lado, para RLP = 0,34 ml gfl e uma concentracao fixa de Na,HPO, no liquido,
observa-se que o p6 A—1500-300 € mais reativo como se infere pelos menores valores de IST
e FST, em comparagdo com os da mistura M90. Esta diferenca € consistente com o menor
tamanho médio de particula e um grau de amorfizacio superior do p6 A—1500-300 promovido
pela moagem mais severa a que foi sujeito. > Um menor tamanho de particula (maior drea
especifica) significa uma maior area de contacto entre o s6lido e o liquido, originando uma
reacdo de sefting mais rdpida. Para além disso, verifica-se ainda que o IST e o FST se
aproximam mais um do outro a RLP = 0,28 ml g ' aparecendo mais separados a
RLP=0,34 ml g”'. Os resultados obtidos confirmam que a reacdo de setting dos CPCs é
acelerada por um menor tamanho de particula, uma RLP mais baixa, e pelo aumento da

concentracdo do Na,HPO, na solu¢do aquosa reativa.

5.3.2.2 Avaliacao dos testes de injetabilidade

No primeiro conjunto de experiéncias preliminares de injectabilidade fixou-se o pé
(A—1500-300) e estudaram os efeitos da composi¢ao do liquido de reagdo (L0, L2,5, L3) para
um valor fixo de RLP = 0,28 ml g™'. Para avaliar o efeito da RLP, fixou-se a composi¢io do
liquido de reacdo (L2,5) e prepararam-se também pastas com RLP = 0,34 ml g”'. A Figura 5.5
mostra as curvas de for¢a de extrusdo vs deslocamento (a) e as percentagens de injetabilidade
correspondentes (b). As curvas exibem perfis tipicos de pastas pouco extrudiveis, 5*'7162
especialmente no caso de menor RLP e da concentracdo mais elevada de acelerador.

Estes resultados ndo sdo surpreendentes uma vez que a quantidade de liquido é baixa e a
reatividade do sistema é maior nestas condi¢des. As curvas de extrusdo das pastas cimenticias
com elevada percentagem de injetabilidade exibem normalmente trés fases distintas. Numa
primeira fase ocorre um regime transitorio inicial, em que se dd um ligeiro aumento rapido da
carga inicial aplicada necessdria para se iniciar a extrusdo (ponto de cedéncia da pasta). A
segunda consiste num patamar ao longo do qual a extrusdo ocorre a uma carga
aproximadamente constante. Na terceira e dltima fase, a forca aplicada aumenta de forma
acentuada indiciando o fim do processo de extrusdo. >’

Nas pastas com reduzida injetabilidade, como as usadas nestes testes preliminares, a

segunda fase desaparece ou torna-se menos evidente, e o declive das curvas aumenta devido a

segregacio de fases sélida/liquida causada pelo fraco escoamento da pasta como um todo. **
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Figura 5.5 Influéncia da composi¢do do liquido de reagdo e
da RLP na injetabilidade dos CPCs: (a) curvas de for¢a de
extrusdo vs deslocamento do émbolo da seringa; (b)
percentagem de injetabilidade.

Esta segregacdo, denominada de “filter pressing effect” é claramente mais acentuada na
pasta T2—300.L3—-0,28 (Figura 5.5 (a)) e decresce pela seguinte ordem: T2—300.L2,5-0,28
<T2-300.L0-0,28 <T2-300.L2,5-0,34. O processo de extrusdo foi interrompido quando a
forca maxima pré-estabelecida de 300 N foi atingida. Nas curvas T2-300.L2,5-0,28,
T2-300.L2,5-0,34 e T2-300.L0—0,28 sdo visiveis picos de alivio momentaneo da forca
aplicada coincidentes com a cessacdo do processo de extrusdo, seguidos da retoma do

andamento da curva de forca vs deslocamento.'”’
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Analisando a percentagem de pasta cimenticia extrudida (Figura 5.5 (b)) verifica-se que
nenhuma das formulacdes das pastas cimenticias extrudiu bem. O melhor valor de
injetabilidade (61%) foi obtido para a pasta T2—300.L2,5-0,34. Sabe-se que a adicdo de
Na,HPO, a fase liquida do cimento causa uma diminui¢do no IST, pelo que o processo de
extrusdo termina mais cedo. Esta situacdo agrava-se especialmente quando a quantidade de
liquido é escassa (RLP = 0,28 ml g”'). Com o aumento da RLP para 0,34 ml g~' verificou-se
um aumento pouco significativo do IST, mas a injetabilidade aumentou para aproximadamente
o dobro, passando de cerca de 34% para 61%. Desta forma e como ja relatado por Montufar et
al.'” pode dizer-se que ndo se verifica uma correlaco direta entre a injetabilidade e o IST,
nomeadamente quando outros fatores mais determinantes para a injetabilidade (ex.: DTP) estdo
em jogo.

A avaliacdo do “filter pressing effect” ajuda a perceber se a homogeneidade inicial das
pastas cimenticias se mantém ou nao durante o processo de extrusio. Esta avaliacdo € efetuada
através das variacdes da RLP determinadas em amostras recolhidas durante o processo de

extrusdo. Os resultados encontram-se expressos na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 Avaliacdo da ocorréncia do “filter pressing effect” durante a extrusdo das pastas cimenticias.

RLP (ml g™
Pastas Cimenticias Pasta ndo
Al* A2* A3*

extrudida
T2-300.L0-0,28 0,30 0,30 - 0,22
T2-300.L2,5-0,28 0,27 0,31 - 0,21
T2-300.L2,5-0,34 0,34 0,31 - 0,18
T2-300.L3-0,28 0,39 - - 0,23

*A1,A2 e A3: amostras das pastas injetadas durante a extrusdo

Analisando os resultados da Tabela 5.3 verifica-se que a homogeneidade inicial das
pastas ndo se manteve ao longo do processo de extrusdo. Os valores de RLP das primeiras
amostras recolhidas (A1, A2) sdo mais elevados; o processo parou antes da terceira amostra
(A3) poder ser recolhida; os valores de RLP das porcdes de pastas retidas na seringa sdo
significativamente mais baixos do que os da pasta inicial. Estes resultados evidenciam que o
“filter pressing effect” ocorreu de forma extensiva nestas pastas cimenticias. Este fenomeno
deve-se a uma DTP inadequada. Sob a a¢do da forca aplicada que origina a deformagdo da

pasta, as particulas e os aglomerados de maiores dimensdes colidem uns com os outros e o

102



CAPITULO V: Preparacio e caracteriza¢do dos cimentos dsseos injetdveis

sistema vai perdendo gradualmente a capacidade de escoar de forma homogénea. As particulas
e os aglomerados de maiores dimensdes tendem a formar uma estrutura permedvel que vai
deixando passar o liquido e particulas mais finas. Isso explica o porqué da primeira parte a ser
extrudida € mais himida (maior RLP). A exaustdo gradual do liquido que permitia o fluxo faz
com que o processo de extrusdo pare explicando porque € que a pasta retida na seringa fica
com uma RLP mas baixa.

A segunda série de testes preliminares consistiu no estudo da influéncia da DTP na
injetabilidade das pastas cimenticias. Para tal fixaram-se a fase liquida (L.2,5) e a RLP
(0,34 ml g"). Testaram-se quatro pés diferentes os seguintes pés (T1-45, M85, M90, M95). A
Figura 5.6 (a) apresenta curvas de forca aplicada vs deslocamento do €émbolo da seringa.
Contrariamente as curvas anteriormente mostradas, estas apresentam um patamar longo
durante a maior parte do processo de extrusdo. Esta caracteristica revela que a injetabilidade
foi significativamente melhorada, como se confirma pelo grafico da Figura 5.6 (b) que mostra
a percentagem de pasta extrudida. O tamanho médio (Dsy) dos pds utilizados nestas
formulacdes de pastas variou de acordo com a seguinte ordem crescente: T1-45 < M90 = M95
< M8S5. Confirma-se, assim, que a injetabilidade é muito sensivel a variagdes da distribui¢io
granulométrica dos pds de partida, tal como tem vindo a ser referenciado ao longo deste
trabalho. No entanto, estes resultados nao suportam algumas opinides simplistas publicadas na
literatura, segundo as quais, quanto mais finas as particulas melhor é a injetabilidade. ' Com
efeito, a injetabilidade da pasta cimenticia preparada com o p6 mais fino foi de 83%, portanto
inferior aos 86% de M85 e 90% de M90, decrescendo depois para 82% no caso da pasta M95.
Os dados da Tabela 5.2, a Figura 5.2 e a Figura 5.3 mostram que as distribuicdes
granulométricas usadas aqui ndo s@o muito distintas entre si, no entanto, as pequenas
diferencas existentes entre os pos, alteram a capacidade de extrusdo das pastas, como se

conclui ao observar os resultados apresentados na Figura 5.6 (a) e (b).
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Figura 5.6 Influéncia da distribui¢do granulométrica na injetabilidade dos

CPCs: (a) curvas de forca de extrusdo em funcéo do deslocamento do émbolo

da seringa; (b) percentagem de injetabilidade.

Estes resultados provam que o tamanho e a distribui¢do granulométrica das particulas

fatores cruciais na determinacdo da injetabilidade de uma pasta. No entanto, ndo

sao

confirmam as tendéncias relatadas na literatura de melhoria da injetabilidade com a reducio

dos tamanhos das particulas. A melhoria desta propriedade passa por um ajuste adequado do

tamanho e da DTP.
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Tal como no anterior conjunto de testes preliminares, também neste caso se avaliou a
homogeneidade das pastas durante o processo de extrusdo das mesmas. Os resultados de RLP
obtidos para as amostras sucessivamente recolhidas ao longo do processo de extrusido estdo

apresentados na Tabela 5.4.

Tabela 5.4 Avaliacdo da homogeneidade das pastas cimenticias com diferentes tamanhos e distribuicdes de
particula, durante e apds a extrusdo.

RLP (ml g™
Pastas Cimenticias Pasta nao
Al* A2%* A3*

extrudida
T1-45.1L.2,5-0,34 0,31 0,28 0,30 0,15
M85.1.2,5-0,34 0,30 0,32 0,32 0,26
M90.1L.2,5-0,34 0,33 0,29 0,30 0,22
M85.1L.2,5-0,34 0,32 0,31 0,29 0,23

*A1,A2 e A3: amostras das pastas injetadas durante a extrusdo

Pela observacdo dos resultados presentes na Tabela 5.4, verifica-se que o “filter
pressing effect” também ocorreu nestas pastas mas ndo de forma tdo extensiva como nas pastas
estudadas anteriormente. Consequentemente, estas pastas mantiveram um grau de
homogeneidade superior nas trés amostras recolhidas ao longo do processo de extrusdo,
baixando drasticamente a RLP na pasta remanescente no interior da seringa.

O terceiro conjunto de experiéncias consistiu no estudo da influéncia de aditivos na
fase liquida na injetabilidade de pastas cimenticias preparadas com a mistura de p6s M90 que
no segundo conjunto de testes extrudiu cerca de 90%. Sabendo que a homogeneidade de uma
pasta cimenticia € melhor preservada quando a viscosidade intrinseca da fase liquida é

superior, 84

testaram-se os efeitos da adicdo separada de dois polimeros modificadores da
reologia das pastas, nomeadamente o PEG 600 (15%) e o Aristoflex® TAC (0,25% e 0,5%).

A Figura 5.7 (a) apresenta as curvas de extrusdo das vdrias formulacdes e a
Figura 5.7 (b) mostra as respetivas percentagens de injetabilidade. Os resultados revelam que
os modificadores reoldgicos adicionados ao liquido para aumentarem a sua viscosidade
intrinseca pioraram a injetabilidade das pastas. E ainda notdvel que causam perturbacdes nos
perfis das curvas ao longo da segunda fase de extrusdo. Verifica-se ainda que o aumento da

quantidade de Aristoflex® TAC favorece a injetabilidade quando comparado com uma menor

quantidade do mesmo aditivo.
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Figura 5.7 Influéncia dos aditivos na fase liquida na injetabilidade dos CPCs:
(a) curvas de forga de extrusdo em fun¢do do deslocamento do émbolo da
seringa; (b) percentagem de injetabilidade.

Segundo Pina et al. ® a adi¢io de PEG aumenta o tempo de presa, pois sendo um
agente hidrofilico atrai para si as moléculas de dgua que se tornam menos livres para reagirem
com a fase sélida. No entanto, no presente estudo, a sua adicao ndo teve o intuito de alterar o

IST mas sim alterar a viscosidade das pastas, uma vez que este agente favorece o fluxo e
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impede a aglomeragio de particulas durante o processo de extrusdo. **'”7 Assim sendo, o efeito
esperado seria o melhoramento da injetabilidade das pastas através da adicdo quer de PEG 600
quer de Aristoflex® TAC. Todavia, tal facto, ndo se verificou.

As perturbagdes observadas nas curvas de extrusio, e os patamares mais curtos durante
a segunda fase do processo sugerem que os aditivos testados exacerbaram a tendéncia das
pastas cimenticias para a segregacdo, um facto que é confirmado pelos resultados de avaliacdo

do “filter pressing effect” apresentados na Tabela 5.5.

Tabela 5.5 Avaliacdo da homogeneidade das pastas cimenticias com diferentes fases liquidas, durante e apds
a extrusao.

RLP (ml g™)
Pastas Cimenticias Pasta nao
Al* A2%* A3*
extrudida
M90.L2,5-15PG—-0,34 0,33 0,35 0,31 0,20
M90.L2,5-0,25TAC—-0,34 0,33 0,34 - 0,25
M90.L.2,5-0,5TAC-0,34 0,33 0,35 - 0,24

*A1,A2 e A3: amostras das pastas injetadas durante a extrusao

Os resultados da Tabela 5.5 mostram que nas formulacdes com Aristoflex®TAC, a
primeira amostra recolhida tem uma RLP semelhante a da pasta inicial, seguindo-se um
aumento da RLP na segunda amostra e, finalmente, a cessacdo do processo de extrusdo. O
enriquecimento da segunda amostra em liquido é consistente com a tendéncia de bloqueio
gradual do fluxo devido a segregacdo e com o decréscimo da RLP na pasta remanescente na
seringa. Em contrapartida, a pasta M90.L.2,5-15PG-0,34, parece nio ser tdo homogénea, pois
os valores de RLP ao longo do processo de extrusio variam consideravelmente. E de realcar
que as formulacdes com os aditivos aparentavam possuir uma viscosidade adequada para as
pastas de CPCs injetdveis, tanto durante o processo de mistura como durante o processo de
extrusdo. Mas os resultados apresentados na Figura 5.7 e na Tabela 5.5 ndo suportam quaisquer
beneficios derivados da adi¢c@o destes polimeros.

Convém realgar aqui que estes resultados contraintuitivos ndo pdem necessariamente
em causa a razoabilidade do principio que norteou a adi¢do dos modificadores reoldgicos, isto
¢, a procura de beneficios esperados, em termos de injetabilidade e de homogeneidade de uma
pasta cimenticia, quando a viscosidade intrinseca da fase liquida é aumentada. ®* Serdo
necessdrios estudos adicionais para compreender melhor as razdes que estdo por detrds deste

comportamento aparentemente andmalo. Com base nos resultados obtidos admite-se que estes
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aditivos interajam de algum modo com a superficie das particulas do p6 e/ou com as espécies
i6nicas em solucdo derivadas da dissolucdo do Na,HPO,, conferindo ao sistema uma certa
estruturacdo interna que altera negativamente o comportamento reoldgico.

A coesdo das pastas cimenticias € uma outra caracteristica essencial, como referido no
Capitulo II, sec¢do 2.2.4.3, embora ndo exista ainda um consenso entre investigadores acerca
de como esta propriedade deve ser medida. " Devido a escassez de tempo disponivel para
executar o trabalho experimental no ambito desta tese, esta caracteristica nao pode ser avaliada
de uma forma sistematica. Contudo, verificou-se que um dos beneficios dos aditivos foi a
melhoria significativa da coesdo das pastas cimenticias como se infere das fotografias das
amostras extrudidas apresentadas na Figura 5.8. A forma cilindrica do extrudido era retida nas
pastas com os aditivos, enquanto na auséncia destes a pasta se amontoava em formas menos

definidas.

Figura 5.8 Porcdes de pastas cimenticias injetadas apés secagem durante 48 h a 100°C.
(a) M90.L.2,5-0,34 ¢ (b) M90.1.2,5-0,25TAC—0,34.

No dltimo conjunto de experiéncias estudou-se o efeito da RLP na injetabilidade das
pastas cimenticias. Para este estudo selecionou-se a mistura de pés M90 e o liquido L2,5. Os
novos valores da RLP testados foram: 0,32 ml g_l, 0,36 ml g_1 e 0,38 ml g_l, 0s quais seriao
comparados com os obtidos a RLP = 0,34 ml g’l, acima discutidos.

Estranhamente, verificou-se que a percentagem de injetabilidade era mdxima para
RLP = 0,34 ml g’l, diminuindo, portanto com o aumento da RLP. Quando a RLP foi
aumentada para 0,38 ml g”', a injetabilidade da pasta foi praticamente nula. Por isso, s6 os

resultados de injetabilidade das outras pastas estdo apresentados na Figura 5.9.
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Figura 5.9 Influéncia da RLP na injetabilidade dos CPCs (a) curvas de forca de
extrusdo em funcio do deslocamento do émbolo da seringa; (b) percentagem de
injetabilidade.
As curvas de extrusdo em fun¢do do deslocamento do émbolo da seringa
(Figura 5.9 (a)) e a percentagem de injetabilidade (Figura 5.9 (b)) sio muito consistentes,

sendo afetadas do mesmo modo pela RLP. Esta dependéncia atipica e contraintuitiva das

curvas de extrusdo contraria tudo o que até agora tem sido relatado acerca dos efeitos desta
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varidvel experimental. ***19"1 Contudo, uma reflexdo mais aprofundada pode trazer uma
melhor compreensdo para a tendéncia observada. Foi demostrado que o fluxo promovido pela
suc¢do de moldes de gesso aquando do enchimento por barbotina usando suspensdes de
misturas bimodais de particulas de SiC dispersas em solu¢des aquosas de dispersantes
promovia a segregagio por tamanhos, fenémeno conhecido por “Clogging Effect”. '™ A parte
interna de amostras macicas consolidadas por esta técnica ficava enriquecida em particulas
grossas, enquanto as particulas finas formavam uma camada periférica, visiveis a olho nu
devido a coloracdo diferente dos pds fino e grosso, sendo a razdo de tamanhos médios
grosso/fino de cerca de 10. Esta segregacdo era mais acentuada em condi¢des de maxima
desfloculacao (0,15 wt.%) e para o teor mais baixo de s6lidos em suspensao (62,5 wt.%). O
afastamento destas condi¢Ges (teor insuficiente ou excessivo de desfloculante, ou aumento da
concentracdo de s6lidos) tendiam a reduzir a segregacdo. A mixima extensdo do fenémeno de
segregacdo foi atribuida a maior liberdade das particulas dispersas para se moverem
individualmente sob a acdo da sucg¢do capilar dos moldes de gesso, e para se depositarem nas
paredes do molde de modo a formarem um empacotamento denso e pouco permedvel. Note-se
que a razdo entre a massa de uma particula com, por exemplo, 10 pm e 1 um é de 1000. Nao
admira, pois que as particulas finas sejam muito mais lestas a depositarem-se. Os resultados
apresentados na Figura 5.9 podem ser igualmente explicados com base neste conceito do
“Clogging Effect”. Com efeito, a forca motriz do processo de segregacdo em pastas cimenticias
¢ a deformagdo provocada pela forca aplicada. Quando a forca motriz do processo é
suficientemente elevada, tal como no enchimento sob pressao, a segregacdo ndo tem tempo de
ocorrer. '’ Isso foi também confirmado por Bohner er al. '* em pastas cimenticias a base de
CaP. Estes autores referem que a tendéncia para a segrega¢do era mitigada com uma elevada
velocidade de extrusdo (254 mm min ).

Nas condi¢Oes de extrusdo usadas neste trabalho (velocidade do €émbolo da seringa de
15 mm min™") as particulas finas tém tempo suficiente para se movimentarem através do bolo
de particulas/aglomerados mais grossos que se vai formando gradualmente devido as suas
colisdes durante o fluxo e que atua como uma espécie de filtro. A liberdade das particulas finas
aumenta com a diminui¢@o da viscosidade da pasta, a qual, por sua vez diminui com o aumento
da RLP. Por outras palavras, os resultados obtidos no ambito deste trabalho sdo perfeitamente
enquadraveis no conceito do “Clogging Effect” acima referido, sendo uma “nova”
interpretacdo nesta drea das pastas cimenticias. Estes resultados atestam também que a
distribuicao granulométrica do p6 ainda estd afastada das condi¢des ideais para ser extrudida

na auséncia de aditivos ou na presenca dos aditivos testados no ambito deste trabalho.
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Admite-se que a escolha de aditivos poliméricos mais adequados, nomeadamente, de cadeia
mais longa possa trazer beneficios em termos de injetabilidade partindo do mesmo pé.

Em resumo, os resultados obtidos no ambito deste trabalho confirmam que as pastas
cimenticias sdo sistemas muito complexos e que as suas propriedades de fluxo dependem de
numerosos fatores com papéis interdependentes, tornando a destringa entre cada um deles por
vezes muito dificil. No entanto, a distribui¢do dos tamanhos de particula € um dos fatores mais
cruciais e deve ser objeto de um estudo futuro sistemdtico e prioritirio. S6 depois desta
abordagem é que faz sentido fazerem-se outros refinamentos das propriedades das pastas
cimenticias através da variac@o de outros fatores relevantes tais como a viscosidade intrinseca

do liquido, a RLP e a presenca de aditivos.

5.3.2.3 Avaliacao das propriedades mecanicas e porosidade

A dependéncia das propriedades mecanicas e da porosidade dos CPCs foi estudada em
funcdo da RLP em trés composi¢des distintas de cimentos: T2-300.L2,5-0,28,
T2-300.L2,5-0,34 ¢ M90.1.2,5—-0,34. Pretendeu-se, com esta escolha, averiguar também, de
forma indireta, os efeitos da temperatura de calcinagdo (1250°C e 1500°C). Os valores da RC
foram medidos apds o endurecimento das pastas cimenticias imersas durante 24 h em PBS a
37°C. Estes valores sdo mostrados na Figura 5.10 (a). A Figura 5.10 (b) apresenta os valores da
porosidade dos CPCs. Os valores médios de RC dos CPCs situam-se entre 22—26 MPa, sendo a
formulacdo T2-300.L2,5-0,28 aquela que demonstrou melhor desempenho. A mesma
formulagdo com uma RLP superior (RLP=0,34 ml g™') resultou em valores de RC inferiores
como seria de esperar da maior quantidade de fase liquida usada. No entanto, para a mesma
RLP=0,34 ml g’l, 0 uso da mistura de po6s M90.L2,5-0,34 resultou em valores de RC
superiores. Esta diferenca pode ser atribuida a uma melhoria do empacotamento das particulas.
Esta hipétese é pelo menos em parte confirmada por uma ligeira redu¢do concomitante da
porosidade dos CPCs. Assim, confirma-se que a distribuicdo granulométrica das particulas

também influencia a RC e a porosidade dos CPCs para além da RLP.
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Figura 5.10 (a) Resisténcia dos CPCs a compressao; (b) porosidade total dos CPCs

Nos gréficos da Figura 5.10 mostram uma boa correlacdo entre si, isto €, os valores de
RC e porosidade sdo inversamente proporcionais. E de realcar que os valores de RC medidos
para a formulagdo T2-300.L2,5-0,28 apresentam um desvio padrdao relativamente elevado,
pois os valores obtidos encontram-se num intervalo amplo, sendo que o valor maximo
registado foi de 38 MPa e o valor minimo foi de 19 MPa. Tais discrepancias podem estar
relacionadas com diferencas de tamanho dos defeitos estruturais derivados da oclusdo de
bolhas de ar aquando da preparagdo dos provetes. Este facto foi mais notério especialmente no
caso da menor RPL, cuja pasta mais viscosa era mais propicia a retencdo de bolhas de ar. A
reten¢do de bolhas de ar era menos evidente nas outras duas formulacOes, resultando num
menor desvio padrdo. Desvios de paralelismo entre as faces dos provetes (retificadas
manualmente) usados nos testes mecanicos sdo outras causas possiveis das discrepancias
observadas. Para a formulagdo T2—300.L2,5—0,34 obteve-se o valor maximo de 22 MPa ¢
minimo de 15 MPa. J4 para M90.L2,5-0,34 o valor maximo de RC foi de 26 MPa e o minimo
de foi de 17 MPa. Observa-se assim que as RC medidas em provetes himidos se encontram
dentro da gama de valores reportados para o 0sso esponjoso (10—-30 MPa).*!

E conhecido que a RC dos CPCs se encontra relacionada com o desenvolvimento e o
crescimento do um emaranhado de agulhas dos cristais precipitados, ** sendo que a presenca de
Na,HPOy, acelera a formagdo da CDHA devido ao efeito do ido comum, 80 proporcionando ao
CPC boas resisténcias a compressdo, apos 24 h. O aumento continuo das propriedades
mecanicas de CPCs de apatite foi reportado num estudo in vivo. '™ Estudos adicionais seriam
necessdrios para verificar a evolugdo da RC dos CPCs produzidos neste estudo ao longo do

tempo.
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5.3.2.4 Fases cristalinas e microestrutura

De acordo com a Equacdo 3 (Capitulo II, sec¢do 2.2.3) € espetdvel a ocorréncia da
formacdo de Cag(HPO4)(PO,)s(OH) (CDHA) nos CPCs. De forma a verificar quais as fases
cristalinas formadas, os CPCs imersos em PBS durante 24 h a 37°C e a 100% de humidade,
foram caracterizados através de DRX e FTIR. Os difratogramas de DRX dos diferentes CPCs
estdo apresentados na Figura 5.11 (a), conjuntamente com as fichas padrdo da CDHA (PDF
01-071-6794) e do o-TCP (PDF 04-010-4348) usadas na identificacdo das fases cristalinas. A
andlise qualitativa destes difratogramas permite identificar a presenga de duas fases distintas, o
a-TCP com picos de difracdo notdrios a 260=30.7° e na zona entre 22°-23°, e a CDHA com
picos de difragdo bem visiveis a 26=32° e a 33°, tornando-se dificil avaliar qual delas € a fase
maioritaria. A presenga do a-TCP nos CPCs indica que esta fase ndo foi totalmente hidrolisada

para CDHA durante o periodo de 24 h de imersdo em PBS.
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Figura 5.11 (a) Difratogramas dos CPCs (b) espectros de FTIR. Ambos foram obtidos apds imersdo em
PBS durante 24h a 100% de humidade. Para identificacdo das fases cristalinas no DRX utilizaram-se as
fichas PDF 01-071-6794 para CDHA e 04-010-4348 para o a-TCP.
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Os resultados obtidos através de DRX foram complementados com a andlise por FTIR.
Nos espectros de FTIR apresentados na Figura 5.11 (b) sdo visiveis bandas de absorc¢do a
563 cm e a 603 cm™! correspondentes aos modos vibracionais do tetraedro PO,4. Podem ainda
observar-se outras bandas devidas a este grupo, nomeadamente a 961 cm™' e a 1037 cm ™. Tais
bandas confirmam a presenca de a-TCP. '’ A 875 cm™' encontra-se assinalada uma banda de
absorcao que é¢ comum aos trés CPCs produzidos. Esta banda corresponde a uma ligacao que é
caracteristica de CDHA. '® Os modos vibracionais presentes nos espetros de FTIR confirmam
a presenca das duas fases identificadas pelo método de DRX.
De modo a perceber qual a fase cristalina maioritdria nos CPCs, procedeu-se a uma
andlise semi-quantitativa que tem associado a um erro de £5 wt.%. Através da observacio da
Figura 5.12 verifica-se que o a-TCP € a fase cristalina maioritaria (60-63%) nos CPCs apés

24 h de imersdo em PBS, a 37°C e 100% de humidade.

I cpHA o-TCP

Composi¢do das fases (wt.%)

T2-300.L2,5-0,28 T2-300.L2,5-0,34 M90.L2,5-0,34

Figura 5.12 Composi¢do dos CPCs (wt.%) obtida por andlise
semi-quantitativa efetuada através do método RIR.

As caracteristicas morfolégicas das fases presentes nos CPCs visualizadas por SEM
estdo apresentadas na Figura 5.13. Foram obtidas imagens da superficie exterior bem como de

superficies de fratura dos CPCs imersos em PBS durante 24 h a 37°C a 100% de humidade.
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Superficie Externa Superficie a Fratura

X3000/x10000

T2-300.L.2,5-0,28

T2-300.L2,5-0,34

M90-1.2,5-0,34

Figura 5.13 Micrografias dos CPCs imersos em PBS durante 24 h, a 37°C e humidade 100%.
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As caracteristicas mais visiveis numa primeira andlise as micrografias sio a existéncia de
dois tipos distintos de microestruturas e também os diferentes niveis de porosidade existentes
nos CPCs. Analisando a superficie externa dos CPCs verifica-se a existéncia de apenas um tipo
de microestrutura correspondente ao a-TCP. Quando se analisam as micrografias obtidas numa
superficie fraturada conseguem observar-se dois tipos distintos de microestruturas,
nomeadamente na zona de fractura e no interior dos poros. Para além disso verifica-se que os
CPCs produzidos com uma RLP mais elevada sdo mais porosos, como seria de esperar. A
formacdo de cristais d¢ CDHA emaranhados € particularmente visivel no interior dos poros
que foram impregnados com a solucdo de PBS durante o periodo de imersdo, promovendo a
hidrolise do a-TCP. Na micrografia (i) sdo bem visiveis os cristais que se formaram no interior
dos poros abertos. Nas formulagdes com maior RLP o crescimento desses cristais € mais

percetivel. Estas micrografias confirmam o que anteriormente foi observado e relatado, ou seja,

a formacao de duas fases cristalinas distintas nos CPCs ap6s endurecimento.

5.3.3 Possiveis estratégias para melhorar a injetabilidade de CPCs

O objetivo primordial deste trabalho consistiu na producdo de pastas cimenticias
injetaveis a base de a-TCP. Como tem vindo a ser relatado ao longo do estudo, sdo diversos os
fatores envolvidos que determinam as propriedades de fluxo de uma pasta cimenticia. Os
varios conjuntos de testes realizados confirmaram que esses fatores ndo exercem efeitos
separados, mas interdependentes, os quais importam harmonizar de modo a que o fluxo se faca
de uma forma homogénea e sem a ocorréncia do “filter pressing effect”. Os numerosos estudos
que incidem a sua pesquisa na injetabilidade das pastas cimenticias dd conta da relevancia
deste tépico, >4 107108129.130162.17L172 44 0ye ym bom comportamento no fluxo é um requisito
essencial para a utilizagdo dos CPCs em cirurgias minimamente invasivas. Assim o esfor¢o
actual vai no sentido de encontrar estratégias para o melhoramento da injetabilidade, incluindo
a utilizagdo de particulas de forma esférica, * a adicdo de ides dopantes a fase sélida e de
aditivos poliméricos modificadores de reologia. '®*

Os testes preliminares permitiram alguns progressos na compreensdo do papel de alguns
desses fatores e o ajuste gradual das formulacdes que conduziram a percentagens de
injetabilidade relativamente elevadas (cerca de 90% do volume total), superior, portanto aos
cerca de 66% reportados para de pastas cimenticias & base de a-TCP, tais como o Norian®SRS.
10" Apesar de alguns progressos feitos, ficou claro que a otimizacio de todos os fatores

relevantes requere ainda esfor¢os continuados.
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A DTP joga um papel mais importante do que o tamanho médio de particula. Assim, a
primeira estratégia a adotar consiste na busca da distribui¢do granulométrica ideal para um
dado conjunto de outras condi¢des experimentais fixas. Melhorias adicionais sdo possiveis
através do aumento da viscosidade intrinseca do liquido, o que pode conseguir-se usando
aditivos de elevado peso molecular. As outras variaveis incluem a composi¢ao da fase liquida
que determina a reatividade e os tempos de presa (IST, FST) e a sua fracdo nas pastas
cimenticias (RLP), pelo que devem ser exploradas como fatores subordinados aos primeiros.

Algumas distribuicdes granulométricas ideais foram encontradas em determinados
contextos, nomeadamente em pastas cimenticias CPCs a base de B-TCP+MCPM que
extrudiram na sua totalidade. ° No entanto, a transposicdo dessas condi¢des para pastas
cimenticias a base de a-TCP nao ¢ trivial porque o a-TCP é formado a temperaturas mais
elevadas, fica fortemente aglomerado, e a sua moagem gera distribui¢des granulométricas nao
completamente previsiveis. Por outro lado, nos CPCs a base de B-TCP+MCPM a tamanho das
particulas do MCPM (mais solivel) ndo costuma ser considerado. Além disso, a composicao
da fase liquida é também diferente. Portanto, torna-se relevante efetuar um estudo sistematico
de forma a conhecer e a controlar a DTP ideal para extrudir.

A medic¢ao e controlo da viscosidade das propriedades de fluxo das pastas cimenticias é
de elevada importincia. Pastas com um comportamento reoespessante ndo devem ser
submetidas a testes de injetabilidade, ja que este comportamento deixa antever a ocorréncia do
“filter pressing effect”. Por outro lado, testes reoldogicos em modo oscilatoério podem ser de
grande utilidade na descricdo da consisténcia interna das pastas, do modo como a sua estrutura
¢ destruida durante a extrusdo, e como volta a ser recuperada apds a extrusdo. Este tipo de

informacao pode ser de grande utilidade para ajudar a prever a coesdo das pastas.

5.4 Conclusao

Os resultados apresentados e discutidos ao longo deste Capitulo demonstraram que o
objetivo inicialmente proposto para pastas cimenticia injetaveis a base de a-TPC foi atingido
num grau satisfatério com percentagens de injetabilidade de cerca de 90%. Para além disso,
este estudo contribuiu para uma melhor compreensdo acerca dos fatores que influenciam a
injetabilidade de uma pasta. Relativamente as propriedades dos CPCs estudadas neste trabalho

pode concluir-se que:
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O IST e FST das pastas produzidas encontram-se acima dos valores de referéncia
considerados ideais para aplica¢des clinicas. No entanto, os valores obtidos podem
ser considerados razodveis para aplicacdes clinicas. Estes parametros podem ser
alterados através de um melhor ajuste da distribuicdo granulométrica e com a adi¢cdo
de acelerador a fase liquida, tal como o Na,HPO,.

As pastas cimenticias exibiram diferentes graus de injetabilidade, sendo que a
formulagdo M90.L2,5-0,34 foi a que melhor se comportou, injetando cerca de
90 wt.%. Este valor é superior aos relatados na literatura e também superior as
formulagdes a base de a-TCP disponiveis no mercado.

Apesar de ndo serem feitos testes de coesdo, a visualizacdo da forma da pasta
injectada permite concluir que esta nao apresenta grande coesao.

A resisténcia a compressdo medida a himido e a porosidade total dos CPCs
apresentam valores satisfatérios, idénticos aos valores de resisténcia a compressao
do osso trabecular. Estes valores sdo dificeis de comparar com as formulagdes que
existem no mercado, pois ndo € conhecido o método utilizado para a medicdo desta
propriedade, uma vez que, quando medida a seco, o valor aumenta
significativamente.

Verificou-se a hidrdlise gradual do a-TCP para CDHA, tal como esperado. Ao fim
de 24 h de imersdo em PBS, o grau de transformacgdo variou entre 37-40% tendo

sido ligeiramente mais extensivo no caso de particulas mais finas de a-TCP.
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Clinical evaluation report (CER)

No ambito deste projeto em parceria com a Regdlife, foi efetuado o relatério da
avaliacdo clinica que permite efetuar a avaliacdo e a andlise de dados clinicos relativos a um
determinado dispositivo médico, neste caso, do InjectOs, apresentado neste Capitulo. Esta
avaliacdo tem como objetivo principal verificar o desempenho do InjectOs por equivaléncia
com CPCs comercializados e também a sua seguranga aquando a utilizagdo em doentes. Com o
intuito de colocar um produto no mercado ha a necessidade de efetuar um CER que tem por
base a MEDDEV 2.7.1, garantindo assim que o dispositivo atende a todos os requisitos
essenciais. A avaliacdo clinica foi efetuada através de comparacdo por outros CPCs idénticos
j4 disponiveis no mercado. Para tal, foi efetuada uma pesquisa com o intuito de conhecer quais
os produtos disponiveis no mercado que apresentam semelhangas a formulagdo desenvolvida
em laboratério, sendo os que mais parecencas apresentam o Norian®SRS, Cementek®,
Calcibon® e Biopex®. E de realcar que este Capitulo se encontra escrito na lingua inglesa,
lingua universal e obrigatdria, uma vez que se trata de legislacdo a nivel europeu e, também
porque ndo existe nenhum Organismo Notificado em Portugal. Para além disso € ainda
importante frisar que o CER foi elaborado para uma formulacdo que serd produzida
posteriormente em laboratdrio e que nio se encontra descrita no Capitulo anterior.

A Regdlife € uma empresa de Servicos Médicos Especializados, focada em I&D de
materiais e dispositivos biomédicos especialmente para regeneracdo 6ssea em odontologia,
ortopedia e aplicacdes em engenharia de tecido. Tém como principal missdo ser uma referencia
na investigacdo e na prestacdo das melhores solu¢des de sadde nas dreas da medicina

regenerativa.
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6.1 About this document

Structure of this document is supported on document “MEDDEV. 2.7.1 Rev.3:

CLINICAL EVALUATION: A GUIDE FOR MANUFACTURERS AND NOTIFIED
BODIES” and Reg4life procedure WP 15 - Clinical Evaluation.
6.1.1 Revision History
Edition n° Reason for this revision Date
1 First publish 2016/05/24
6.1.1 Team Identification
Relevant Training
Name Function Responsibility and Experience please Signature
see CV attached
José Administration Assien team member
Fefrseei:ra RDI C]sisri 01¢:ta aj r:'e)vale ’ B.Sc. in Ceramic and
Representative P PP Glass Engineering.
Technical characteristics expertise PhD on Materials
Provides to all team members, all the Science and
José MD RDI design characteristics, specifications, Engineering.
. physiochemical properties including 29 years of experience
Ferreira Researcher . . .
energy intensity, deployment methods, in research and
critical performance requirements, teaching.
principles of operation
Coordinates activities of clinical
evaluation R .
Keep Clinical Evaluation Report and plan MSe 1n.B10medlcal
Engineering.
updated PhD in Biomedical
Ana Brito Coordinator Receive information from PMS, .
s . Sciences.
Vigilance, Risk Management and 7 vears of experience in
determine the need for CER review y reseafch
Identifies standards and other relevant ’
documents and determine CE procedures
Determine and specify device application,
including foreseeable misuse
Identifies Clinical Data and applies CE
procedures, including
. Ider}tlfy and ar.1a1y51s of Pre- Biomedical
Clinical Studies Eni ine D
Daniela Clinical Identify Clinical Data ;f;‘;zrgg del‘ﬁfe
Brazete Researcher e Appraisal of Clinical Data "

Analysis of relevant Clinical
Data
Coordinates with Clinical Expertise the
Clinical Trials Studies
Elaborates CE report

materials and
biomedical devices
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6.1.2 Product

Product Reference 02

Product name InjectOs

Generic Medical Device Name Synthetic bone graft

MDD 93/42/EEC Ann. IX classification rule RS8

Risk classification acc. to Directive 93/42/EEC 111

Yes. The product is sterilized using

Is the device placed on the market in sterile condition? o
gamma radiation

Single use device? Yes

6.2 General details

Device name: InjectOs

Device manufacturer: Regdlife — Regeneration Technology, S.A.

6.3 Description of the device and its intended application

InjectOs is a material designed to fill bone defects. It is an injectable bone cement. It’s a
synthetic, biodegradable, biocompatible and bioactive calcium phosphate that sets at body
temperature into carbonated apatite. InjectOs closely resembles the mineral phase of bone and
gradually remodels to bone via osteoclastic resorption and osteoblastic new bone formation.

InjectOs consists of a powder phase and a liquid phase. InjectOs powder is synthesised
from calcium and phosphate salts. It consists of a-tricalcium phosphate and B-tricalcium
phosphate. InjectOs liquid is an aqueous di-sodium hydrogen phosphate anhydrous solution.
The two parts of material are mixed during the operation from a liquid and a powder part
which can be injected using a syringe. The resulting paste is applied directly and hardens at
body temperature. The chemical composition and crystalline structure of the hardened material
mimic the mineral part of natural bone.

This medical device (MD) can be clinically applied for the regeneration of hard tissues.
The device is implantable, slowly resorbed and replaced by new bone tissue during the healing
process. InjectOs is indicated to be packed into bone voids or gaps to fill and/or augment

orthopaedics.
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For more information, please see Product Description (PD 02_01) (Anexo 2), Datasheet

(DS 02_01) (Anexo 3), and Instructions for Use (IFU 02_01) (Anexo 4).

6.4 Intended therapeutic indications and claims

InjectOs is intended for use in orthopaedics defects. Should be used in bony voids, which have
been stabilized using standard AO ASIF orthopaedic techniques and implants, i.e. K-wires,
external fixation, screws and plates. These bony voids may be created surgically, result from
traumatic injury or other genesis. InjectOs is a single use medical device which stay in place
until it will be biodegraded.
This can be applied for:

e Repairing bone defects;

e Repairing and strengthening/supporting broken bones;

e Reinforcing orthopaedic screws and implants;

e Filling of cystic lesions;

e Filling gaps between cement-less artificial joints and bones.

Instruction For Use (IFU 02_01) describe the correct use and application.

6.5 Context of the evaluation and choice of clinical data types

InjectOs is a calcium phosphate cement (CPC) with a solid phase and a liquid phase. The
solid phase of InjectOs is a calcium phosphate powder and consists only of elements naturally
existing in the body, namely Ca** and PO4’ “as main elements and Sr**, Zn** and Mn®* as
doping trace elements. The liquid phase of InjectOS consists of an aqueous solution of sodium
hydrogen phosphate (Na,HPO,). CPCs are a family of materials that has great potential in bone
regeneration due to their unique properties of bioactivity, injectability and in vivo setting
ability. " Because of their biocompatibility and osteoconductivity, various calcium phosphate
biomaterials are used as bone substitutes in orthopaedic, reconstructive, and maxillofacial
surgery. '*!

At the beginning of the 1980s, Brown and Chow, ** discovered CPCs, which are
produced by a chemical reaction between two phases, a solid and a liquid , which, when
mixed, form a paste which progressively sets ®' as a result of a dissolution and precipitation

process " and hardens into a solid mass. ® After mixing of the solid and liquid phases, CPCs
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form a viscous paste, which can be easily manipulated and shaped, and can be injected into a
defect area, not only avoiding invasive surgical procedures but also providing intimate
adaptation to the surrounding bone even for irregularly shaped cavities, representing a unique
advantage over bioceramics, which are difficult to machine and shape '*'.

There are reports in literature based on characterization of the in vivo behaviour of CPCs
revealing biocompatibility and osteoconductive nature of the CPCs that can stimulate tissue
regeneration. CPCs have shown rapid bone formation after implantation without any
inflammatory tissue response. '* These materials act as osteoconductive scaffolds when
implanted, however get degrade with time and are replaced by bone during the re-modelling
process. %1% In case of apatitic cements studied in present work, the material resorbed via cell
mediated processes where osteoclastic cells degrade the materials layer by layer starting from
bone—cement interphase to its inner core. ° The resorption of implanted calcium phosphates
might possibly be by two mechanisms as: (i) an active resorption, mediated by the cellular

185,186,187

activity of macrophages, osteoclasts and phagocytosis; and (ii) passive resorption,

mediated either due to chemical dissolution *!

in the body fluids. However, the studies based
on factors affecting the biodegradation of calcium phosphate biomaterials are scarce and yet to
completely elucidated in literature. Biodegradation can be influenced by the certain conditions
including implantation sites, animal species and experimental models. '®® The chemical
composition, physical characteristics and crystal structures play an important role in the
biological behavior of calcium phosphates.

It is worthy to note that calcium phosphate cements provide short-term biodegradable
bone substitute that been replaced by a new bone with time. '*® However, the growth rate of a
newly forming bone depends on age, sex and general metabolic health of the recipient. In
addition, as the growth rate also depend on the anatomic site, porosity, bulk site, crystallinity,
chemical composition, particle sizes and P/L ratio of the implanted cements. In general, it takes
up to 3 to 36 months for calcium phosphate cements to be completely resorbed and replaced by
bones. '¥

Due to its composition, mechanism of action and intended use, InjectOs is equivalent to
the calcium phosphate bone cements mentioned in the Table 6.1. Table 6.1 describes the solid
phase compositions (in wt%) and Table 6.2 describes the liquid phase composition of InjectOs
and commercial equivalent calcium phosphate bone cements. Therefore, the clinical data used

in this Clinical Evaluation Report are for these equivalent devices.
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Table 6.1 Comparison of the various solid phase compositions (in wt%) of as-prepared calcium phosphate
bone cements (CPC) named InjectOs with commercial available CPCs.

Solid phase composition (wt%)

Brand Name o-TCP _ B-TCP TTCP CaCO; CaHPO4 DSP HaP  Glicerophosphate MCPM
Biopex® 75 0 18-20 0 0 5 2 0 0
Calcibon ™ 61 0 0 10 26 0 3 0 0
Norian SRS® 85 0 0 12 0 0 0 0 3
Cementek LV® 38 0 49 0 0 0 0 13 0
InjectOs 80 20 0 0 0 0 0 0 0

Table 6.2 Comparison of the various liquid phase compositions (in wt%) of as-prepared calcium phosphate
bone cements (CPC) named InjectOs with commercial available CPCs.

Liquid phase composition (wt%)

Brand Name Na,HPO, H,0 Sodium Succinate Sodium Chondroitin Sulfate Ca(OH), H;PO,
Biopex® 0 n.d 12-13 5-5.4 0 0
Calcibon™ n.d n.d 0 0 0 0
Norian SRS ® n.d n.d 0 0 0 0
Cementek LV® 0 n.d 0 0 nd nd
InjectOs 2.5 97.5 0 0 0 0

Table 6.1 and 6.2 illustrate the various solid and liquid phase compositions of as-
prepared calcium phosphate bone cements (CPC) named InjectOs with other commercial
available CPCs, respectively. When compared with commercial CPCs, InjectOs was found to
contain almost same components as that of commercialized ones. The major difference in
compositions component observed in case of InjectOs when compared to commercial ones is
that it includes a certain content of B-TCP phase, whereas no -TCP phase content has been
observed in case of commercial available CPCs material compositions. In addition, the B-TCP
composition used in synthesis of InjcetOs include other doping elements, namely, strontium
(Sr), zinc (Zn) and manganese (Mn). The presence of these ions in calcium phosphate powder
would further change significantly the structural, physico-chemical and biological properties. *’

Sr has a beneficial effect on bone, it is a trace element present in the human body that
permits radiographic visualization without need of the introduction of traditional radio pacifier
particles such as barium sulphate or zirconia. * The incorporation of Sr results in an increase
in solubility of calcium phosphate *° which further promotes the osseointegration of the bone
cement. There are studies in literature that shows that Sr incorporation improves osteoporosis
by reducing bone resorption and increasing bone formation, thereby reducing the risk of
fracture. °' In vitro studies have shown that Sr enhances the replication of preosteoblastic cells,

and stimulates bone formation in cell cultures derived from foetal rat cranial tissue. '°

128

Written by: Daniela Brazete Approved by: All team
(Clinical Researcher) Digital copy. When printed or copied no updating is guaranteed



(
,\&eg life CAPITULO VI: Clinical Evaluation Report 02_01 InjectOs

Regarding Zinc (Zn), it is another important element in the growth and normal
development of skeletal system. The lack of Zn in human body may harm the development of
bone mass. It has been shown that Zn influences the behaviour of osteoblasts and osteoclasts,
thus indicating its importance in bone metabolism. ** Considering the benefits of Zn, this
element has been chosen to introduce into the calcium phosphate materials with the
expectation to promote new bone formation. **

Manganese (Mn) is another element that has been used as doping element in B-TCP used
in InjectOs. Although the studies based on Mn doped calcium phosphate for biomedical
applications are scarce, this element is important cofactor for many enzymes involved in
remodelling of extracellular matrix  in human bone. * A deficiency of Mn in human body
impairs the synthesis of matrix and also the cartilage, resulting in slowing of endochondral
ossification. It also has a great importance in regards to the affinity of the connections of
integrins, receptors that mediate cellular interactions and activate cell adhesion. ***° Recently,
Torres et al. (2014) *° has reported that doping B-TCP with Mn resulted in the positive effects
on proliferation and differentiation of a pre-osteoblasts cell line. The results show the potential
use of Mn doped B-TCP bone cements as osteoregenerative materials.

The incorporation of doping elements in the structure of the starting CaP powders
enhances the thermal stability of B-TCP phase and hinders its transformation into the high
temperature polymorph (a-TCP). Moreover, doping elements hamper the preservation of the
desired phase in the final product used in the formulation of InjectOs (a-TCP) upon cooling
from high temperature. Therefore, the doping elements are incorporated in the B-TCP phase in
a suitable concentration to allow the required levels in the InjectOs to be achieved upon adding
up to about 20% of doped B-TCP as a non-reactive setting component. This also allows better
tailoring the overall particle size distribution of the starting powders for enhancing the flow

properties of InjectOs pastes.

6.6 Summary of the clinical data and appraisal

A bibliographic research was conducted by clinical researcher in PubMed in order to
identify clinical studies performed using injectable a-TCP cements in different situations. The
following strategy was used in the research: calcium phosphate cements, or injectable cements,
or Biopex®, or Calcibon®, or Norian® SRS and Cementek®.

Pubmed database was chosen because provides quality control in scientific publishing. Is

a free search engine accessing primarily the MEDLINE database of references and abstracts on
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life sciences and biomedical topics. PubMed comprises more than 26 million citations for
biomedical literature from MEDLINE, life science journals, and online books. PubMed
citations and abstracts include the fields of biomedicine and health care, covering portions of
the life sciences, behavioural sciences, chemical sciences, bioengineering, medicine,
pharmacy, nursing, dentistry and veterinary medicine.

On the other hand, these medical devices (Biopex®, Calcibon®, Norian® SRS® and
Cementek®) were chosen because they are substantially equivalent to InjectOs since all the
products are intended to be used as bone cavity filling materials and consist of calcium
phosphate cements with only minor compositional differences (Tables 6.1 and 6.2).

The clinical studies performed feature the following aspects:
e Medical specialties in which the devices were applied and clinical conditions for
their use;
e Methodological features of the studies;
e Evaluated products.
The selection process of clinical studies, as well as the number of publications included

and excluded from this review are presented in Figure 6.1.

PubMed database up to 05/2016
Publications identified: n=2352

!

Filter: “Clinical Trials”
Publications identified: n=132

!

Inclusion Criteria: Clinical investigations on

the use of equivalent injectable a-TCP
cements

Publications included in the review: n=22 Publications excluded for not complying the
inclusion criteria: n=110

Figure 6.1 Identification of publications relating to clinical investigations on the use of
injectable a-TCP Cements using the search strategy: Biopex®, or Calcibon®, or Norian® SRS
and Cementek®. These are calcium phosphate bone cements that are currently on the market.

The 22 articles selected from PubMed were subsequently subjected to a criteria analysis

for suitability according to Table D1, present in the annex. (Anexo 5)
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Taking into account the internal criteria, all clinical studies evaluated the items "other

device" (D3), with "major deviation" in the device application (A3), to consider "different

people" group (P3) or "insufficient information "(R3) were considered inadequate. This

analysis is present in Table 6.3.

Table 6.3 Publication suitability evaluation.

Article

Appropriate
device

Appropriate
device
application

Appropriate
patient group

Acceptable
report / data
collation

Suitability

Three-year Outcomes after Kyphoplasty in
Patients with Osteoporosis with Painful
Vertebral Fractures '

D2

Al

P2

R2

YES

Norian SRS versus functional treatment in
redisplaced distal radial fractures: a
randomized study in 20 patients '

D2

Al

P2

R2

YES

Norian SRS Cement Compared with
Conventional Fixation in Distal Radial
Fractures '

D2

Al

P1

Injectable Calcium-Phosphate Bone Cement
(Norian) for Reconstruction of a Large
Mandibular Defect: A Case Report '**

D2

Al

P2

Degradable injectable bone cement in
maxillofacial surgery: indications and clinical
experience in 27 patients '*

D2

Al

P1

R1

R2

YES

YES

Resorbable cement for the augmentation of
internally-fixed unstable trochanteric fractures
196

D2

Al

P1

R2

YES

Treatment of Painful Vertebral Fractures by
Kyphoplasty in Patients With Primary
Osteoporosis: A Prospective Nonrandomized
Controlled Study "’

D2

Al

P1

R2

YES

Treatment of fractures of the distal radius with
a remodellable bone cement '

D2

Al

P1

R1

YES

Cement pinning of osteoporotic distal radius
fractures with an injectable calcium phosphate
bone substitute: report of 6 cases '

D2

Al

P2

R2

YES

Reduction of pain and fracture incidence after
kyphoplasty: 1-year outcomes of a prospective
controlled trial of patients with primary
osteoporosis 2

D2

Al

P1

R2

YES

Vertebroplasty Using Calcium Phosphate
Cement for Osteoporotic Vertebral Fractures:
Study of Outcomes at a Minimum Follow-up

of Two Years *!

D2

Al

P1

R2

YES

Comparison of kyphoplasty with use of a
calcium phosphate cement and non-operative
therapy in patients with traumatic non-
osteoporotic vertebral fractures >

D2

Al

P1

R1

YES

Radiostereometric analysis of distal radial
fracture displacement during treatment. A
randomized study comparing Norian SRS and
external fixation in 23 patients ***

D2

Al

P1

R2

YES

Clinical Applications of Norian SRS (Calcium
Phosphate Cement) in Craniofacial
Reconstruction in Children: Our Experience at
Hospital La Paz Since 2001 ***

D2

A2

P2

R2

YES

Repair of Five Distal Radius Fractures with an
Investigational Cancellous Bone Cement: A
Preliminary Report 2

D2

Al

P2

R2

YES

A prospective study of percutaneous balloon
kyphoplasty with calcium phosphate cement in
traumatic vertebral fractures: 10-year results
206

D2

Al

P1

R2

YES
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Prospective study of standalone balloon
kyphoplasty with calcium phosphate cement
augmentation in traumatic fractures *”’

D2

Al

P1

R2

YES

Calcium phosphate cement for augmentation
did not improve results after internal fixation
of displaced femoral neck fractures: A
randomized study of 118 patients ***

D2

A2

P1

R2

YES

Use of an Injectable Calcium Phosphate Bone
Cement in the Treatment of Tibial Plateau
Fractures: A Prospective Study of Twenty-Six
Cases With Twenty—l\;{gnth Mean Follow-Up

D2

A2

P1

R1

YES

Treatment of bone defect with calcium
phosphate cement subsequent to tumor
curettage in pediatric patients *'°

D2

A2

P1

R2

YES

Calcium phosphate cement augmentation in
the treatment of depressed tibial plateau
fractures with open reduction and internal
fixation *''

D2

Al

P1

R1

Painful soft-tissue reaction to injectable
Norian SRS calcium phosphate cement after
curettage of enchondromas *'*

D2

A2

P2

YES

After analysis of 22 articles and taking into account Table 4, were considered unsuitable

2 articles. Thereafter, 20 articles were selected for further data contribution analysis to be

performed through the Table D2, which is attached (Anexo 6) This analysis is present | find in

Table 6.4.

Given the inclusion criteria defined in table D2, an article is considered inappropriate

when it is classified as of the following items: when the design of the study was considered

inappropriate (T2), the outcome measures reported did not reflect the intended performance of

de device (02), the follow-up was considered inappropriate (F2), when it was not provided

statistical analysis or the same was inadequate (S2) or the magnitude of the treatment effect

observed was clinically insignificant (C2).

Table 6.4 Data contribution analysis.

. Data Outcome Follow Statistical Clinical Data
Article source - . .
type measures up significance significance Contribution
Three-year Outcomes after Kyphoplasty
in Patients with Osteoporosis with T1 F1 S1 Cl
Painful Vertebral Fractures '*!
Norian SRS versus functional treatment
in redisplaced distal radial fractures: a T1 o1 F1 S1 Cl1 YES
randomized study in 20 patients '*2
Norian SRS Cement Compared with
Conventional Fixation in Distal Radial T1 01 Fl1 S1 C1 YES
Fractures '
Degradable injectable bone cement in
maxillofacial surgery: indications and T1 01 F1 Cl1
clinical experience in 27 patients '’
Resorbable cement for the augmentation
of internally-fixed unstable trochanteric T1 01 F1 S1 Cl1 YES
fractures '
Treatment of Painful Vertebral Fractures
by Kyphoplasty in Patients Wlt]'.l T1 o1 Fl St c1 YES
Primary Osteoporosis: A Prospective
Nonrandomized Controlled Study '’
132
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Treatment of fractures of the distal
radius with a remodellable bone cement
198

Cement pinning of osteoporotic distal
radius fractures with an injectable
calcium phosphate bone substitute:
report of 6 cases '’

Reduction of pain and fracture incidence
after kyphoplasty: 1-year outcomes of a
prospective controlled trial of patients
with primary osteoporosis **

T1

T1

01

Fl1

01

Fl1

Cl

01

F1

Vertebroplasty Using Calcium
Phosphate Cement for Osteoporotic
Vertebral Fractures: Study of Outcomes
at a Minimum Follg})v—up of Two Years

T1

01

Fl1

Comparison of kyphoplasty with use of
a calcium phosphate cement and non-
operative therapy in patients with
traumatic non-osteoporotic vertebral
fractures >

T1

01

F1

Radiostereometric analysis of distal
radial fracture displacement during
treatment. A randomized study
comparing Norian SRS and external
fixation in 23 patients **

T1

01

Fl1

Clinical Applications of Norian SRS
(Calcium Phosphate Cement) in
Craniofacial Reconstruction in Children:
Our Experience at Hospital La Paz Since
2001 **

T1

01

Fl1

Repair of Five Distal Radius Fractures
with an Investigational Cancellous Bone
Cement: A Preliminary Report **

T1

01

Fl1

A prospective study of percutaneous
balloon kyphoplasty with calcium
phosphate cement in traumatic vertebral
fractures: 10-year results 2*°

T1

01

Fl1

Prospective study of standalone balloon
kyphoplasty with calcium phosphate
cement augmentation in traumatic
fractures 2’

T1

01

Fl1

Calcium phosphate cement for
augmentation did not improve results
after internal fixation of displaced
femoral neck fractures: A randomized
study of 118 patients **®

T1

01

Fl1

Use of an Injectable Calcium Phosphate
Bone Cement in the Treatment of Tibial
Plateau Fractures: A Prospective Study
of Twenty-Six Cases With Twenty-
Month Mean Follow-Up **

T1

01

Fl1

Cl1

Treatment of bone defect with calcium
phosphate cement subsequent to tumor
curettage in pediatric patients *'°

T1

01

Fl1

Calcium phosphate cement
augmentation in the treatment of
depressed tibial plateau fractures with
open reduction and internal fixation *''

T1

01

Fl1

S2 C1 YES

According to the analysis performed were selected 13 clinical studies with significant

contribution to this study.
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6.7 Data analysis

The 13 studies '0%!19%196-198.200-203.206208211 yoqylting from previous analysis will be

described below with respect to performance (6.7.1) and safety (6.7.2). According to the
reported studies, the main applications of injectable bone cements are in orthopaedics, namely,

in vertebroplasty and kyphoplasty.

6.7.1 Performance

A clinical research study to the treatment of fractures of distal radius with a remodellable
bone cement (Norian®skeletal repair system (SRS)) was published in 2000. 1% This clinical
trial aimed to compare the outcome of conservative treatment using remodellable bone cement
and immobilisation in a cast for two weeks, on patients with fractures of the distal radius. The
results at one year after the fracture were satisfactory in 81.54% of patients treated with SRS
and 55.55% of the control group. The rates of malunion were 18.2% and 41.8%, respectively.
There was a significant relationship between the functional and radiological results. Soft-tissue
extrusion was present initially in 69.1% of the SRS patients; most deposits disappeared
progressively, but persisted in 32.73% at one year. Patients treated with SRS had less pain and
earlier restoration of movement and grip strength. This clinical study concludes that the
injection of a remodellable bone cement into the trabecular defect of fractures of the distal
radius provides a better clinical and radiological results than conventional treatment.

In 2001, Kopylov et al., ** published a clinical randomized study which performs a
radiostereometric analysis (RSA) of distal radial fracture displacement comparing the use of
Norian® SRS and external fixation. During the operation, the fracture fragments were marked
with tantalum markers, so that loss of reduction during the immobilization and after
mobilization could be studied with RSA. From the first to the last investigation, 7/12 patients
with Norian®SRS and 4/11 with external fixation lost more than 2 mm of the reduction along
the longitudinal axis. The mean loss of reduction measured on the conventional radiographs in
the Norian® SRS group was 4 degrees of the radial angle, 7 degrees of the dorsal angle and
2.8 mm of ulnar variance. The mean loss of reduction measured on the conventional
radiographs in the Norian® SRS group was 4 degrees of the radial angle, 7 degrees of the
dorsal angle and 2.8 mm of ulnar variance. The corresponding figures for external fixation
were 4 degrees, 2 degrees and 1.1 mm respectively. In extra articular fractures, there was a
clear correlation (12 = 0.5, p = 0.04) between the longitudinal RSA displacement from the first
to the last investigation and axial compression measured on the conventional radiographs

(ulnar variance). The same correlation was found for radial compression (12 = 0.5, p = 0.04).
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No correlation was found for intraarticular fractures. In all fractures there was a good
correlation (r2 = 0.93, p = 0.0001) between the longitudinal RSA displacement from the first to
the last investigation and MTPM. The authors concluded that the results were positive because
the use of Norian®SRS induced a decrease in immobilization time to 2 weeks but additional
hardware may have to be used to ensure stability of the fracture system.

A year later, Kopylov and co-workers published a clinical study using Norian® SRS in
patients who had a distal radial fracture. '°* The aim of this randomized study is compare
Norian® SRS treatment with functional treatment in patients with redisplaced distal radial
fractures. The redisplaced fractures were either re-reduced and stabilized by Norian® SRS, or
the displaced position was accepted and was not re-reduced. The clinical results at 6 months in
both groups were similar. At the 7 weeks follow-up the functionally treated group had 54%
(95% CI, 38—69) and the Norian SRS group 45% (95% CI, 35-54) of the grip strength of the
contralateral side. In relation to the mean pain visual analogue scale (VAS) scores at 7 weeks
were 27mm (95% CI, 7-47) and 11 mm (95% CI, 5-17) in the functional and Norian® SRS
groups respectively and improved with time. The initial redisplacement of the fractures in both
groups was similar and the re-reduction of the fractures, only performed in the Norian SRS
group, was successful in all instances. The authors did not found differences between the two
treatment groups concluding that aggressive treatment of redisplaced fractures of the distal
radius may be unnecessary in most women aged 50 years or more. Authors concluded that
patients in the Norian ®SRS group had better fracture alignment, but some loss of the
re-reduction occurred during the treatment.

In 2003 Cassidy ez al. '* published a prospective, randomized multicentre study that was
made a comparison between Norian® SRS cement and conventional fixation in distal radial
fractures. The aim of this clinical trial was to determine the safety and effectiveness of
Norian® SRS cement compared with conventional treatment in patients with unstable and/or
displaced fractures of the distal end of the radius. Were made two groups randomly treated
with or without Norian® SRS cement. Supplemental Kirschner wires were used in specific
instances in both groups. Patients were followed clinically and radiographically and the
average change in ulnar variance was greater in the patients treated with Norian SRS
(+2.0 mm) than in the control group (+1.4 mm) (p<0.02). The authors concluded that fixation
of a distal radial fracture with Norian® SRS cement may allow for accelerated rehabilitation.
A limited open approach and supplemental fixation with Kirschner wires are recommended.

Additional or alternate fixation is necessary for complex articular fractures.
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In 2005, Kasperk et al., '*® published a prospective nonrandomized controlled study.
This study investigates the effects of kyphoplasty on pain and mobility in patients with
osteoporosis and painful vertebral fractures compared with conventional medical management.
In this study, the reconstructive material used was Calcibon®. Kyphoplasty increased midline
vertebral height of the treated vertebral bodies by 12.1%, whereas in the control group,
vertebral height decreased by 8.2% (p=0.001). Augmentation and internal stabilization by
kyphoplasty resulted in a reduction of back pain. VAS pain scores improved in the kyphoplasty
group from 26.2 £+ 2 to 44.2 + 3.3 (SD; p=0.007) and in the control group from 33.6 £ 4.1 to
35.6 £ 4.1 (not significant), whereas the EVOS score increased in the kyphoplasty group from
43.8 £2.4to 54.5 = 2.7 (p=0.031) and in the control group from 39.8 + 4.5 to 43.8 + 4.6 (not
significant). The number of back pain-related doctor visits within the 6-month follow-up
period decreased significantly after kyphoplasty compared with controls: mean of 3.3
visits/patient in the kyphoplasty group and a mean of 8.6 visits/patient in the control group
(p=0.0147). In this prospective nonrandomized controlled study, they observed a positive
effect of kyphoplasty on vertebral morphology and patient’s pain, level of activity, and health
care use after 6 months.

In the same year, Grafe er al., ** following the previous study, published a clinical
research study that aimed evaluating the reduction of pain and fracture incidence after
kyphoplasty in patients with primary osteoporosis. In this study, the authors extended their
previous work to assess occurrence of new vertebral fractures and clinical parameters 1 year
after kyphoplasty compared with a conservatively treated control group. The reconstructive
material used in this study was Calcibon®. They verified which there were significantly fewer
patients with new vertebral fractures of the thoracic and lumbar spine, after 12 months, in the
kyphoplasty group than in the control group (P=0.0084). Pain scores improved from 26.2 to
444 in the kyphoplasty group and changed from 33.6 to 34.3 in the control group (P=0.008).
Kyphoplasty treated patients required a mean of 5.3 back-pain-related doctors’ visits per
patient compared with 11.6 in the control group during 12 months follow-up (p=0.006). The
midline vertebral body height was significantly increased in the kyphoplasty group compared
with that at baseline (p<0.0001). At 6 months and 12 months the midline vertebral body height
was significantly greater in the kyphoplasty group than in controls (p<0.0001 for both).

Also in 2005, was published a prospective, randomised multicentre study performed by
Mattsson et al. '*® This study evaluated if internal fixation with a sliding screw device
combined with augmentation using a calcium phosphate degradable cement (Norian®SRS)

could improve the clinical, functional and radiological outcome when compared with fractures
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treated with sliding screw device alone. Two groups were made and there was no statistical
difference between them in terms of age, gender, affected hip and walking-aid requirements at
the time of fracture. Six weeks after surgery, the patients in the augmented group had
significantly lower global and functional pain scores (p < 0.003), less pain after walking 50
feet (p < 0.01), and a better return to the activities of daily living (p < 0.05). At follow-up at six
weeks and six months, those in the augmented group showed a significant improvement
compared with the control group in the SF-36 score The authors concluded that augmentation
with CPC in unstable trochanteric fractures provides a modest reduction in pain and a slight
improvement in the quality of life during the course of healing when compared with
conventional fixation with a sliding screw device alone.

One year later, in 2006, Maestretti et al. **’ conducting a prospective consecutive series
cases study to investigate the clinical and radiological results of standalone balloon
kyphoplasty and cement augmentation with calcium phosphate (Calcibon®) in traumatic
fractures. Regarding the obtained results, the mean cement resorption after 1 year was 20.3%
(0.3-35.3%) and 1is related to the individual biological resorption process and is not
predictable. At the CT-scan control, the authors found partial cement resorption without visible
bone formation and in the biopsy they found a new bone formation without signs of
inflammation or necrosis. Standalone balloon kyphoplasty is a potential alternative mini-
invasive technique to reduce the fractures. However, due to the intrinsic characteristic of CPC
(Calcibon®) they recommend the application of this biological cement for standalone
reduction and stabilisation only in fractures type Al and A3.1 in young patient. This study
having regard to the pointed out indications, their preliminary results demonstrate a new
possibility to treat this kind of fractures, allowing a rapid handling of pain, early discharge and
return to normal activities. The obtained results indicate that kyphoplasty and cementation with
Calcibon® can be used as a potential alternative therapy to acute thoracolumbar fractures.

In the same year, Mattsson and Larsson 208

published a clinical study using
Norian® SRS. They wanted to evaluate whether augmentation with calcium phosphate cement
can improve clinical and functional outcome following internal fixation of displaced femoral
neck fractures. There was no difference in pain or muscle strength between groups. Some
activities of daily living (ADLs) were slightly better in the augmented patients during the first
weeks, while there were no differences between groups later on. The obtained results show that
due to a trend towards more reoperations in the augmented group, and only a temporary

clinical improvement during the early rehabilitation, augmentation as they used it cannot be

recommended.
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Schmelzer-Schmied et al., **

in the year of 2009, published a clinical study for
comparison of kyphoplasty using a calcium phosphate cement (Calcibon®) and non-operative
therapy in patients with traumatic non-osteoporotic vertebral fractures. The purpose of this
prospective study was to clarify whether patients with acute traumatic vertebral fractures
benefit more from kyphoplasty or from conservative treatment with a brace. Outcome was
measured using several functional, clinical and morphological tests. Have made two groups,
one group was treated non-operatively with a brace and the other group was treated with
ballon-kyphoplasty within 7 days after the fracture occurred. Pain was evaluated using the
VAS. Functional criteria and patient satisfaction were evaluated using the Hannover
VAS-Spine score that has been validated for patients with spinal injuries. Midline vertebral
height and kyphosis angle were measured on lateral X-rays of the spine according to standard
morphological analysis. Patients of the kyphoplasty group showed an immediate beneficial
effect postoperatively, and better outcomes 1 month and 3 months after operation compared to
the conservatively treated group. This study supports the use of kyphoplasty with use of a
CPC, in addition to non-operative an algetic therapy as an effective method to improve and
stabilize vertebral deformities due to acute trauma. Kyphoplasty provides early and lasting
reduction of pain and improvement of daily activity. However, there were clinically
asymptomatic cement leakages in up to 45% of which they do not know the consequences in
the long term but which may as well be absorbed.

In 2010, Oztiirkmen ef al. >

published a study that aimed to evaluate the clinical and
radiological outcomes of open reduction and internal fixation augmented with CPC in the
treatment of depressed tibial plateau fractures. The CPC used in this study was Cementek®.
Union was achieved in all patients with a mean follow-up of 22.2 months (range 6-36 months).
There were no intraoperative complications. At the latest follow-up radiographs, resorption of
the graft was observed in 25 knees (89%). Rasmussen's radiologic score was excellent in 17
patients (61%), good in 9 patients (32%), and fair in 2 patients (7%). Rasmussen’s clinical
score was excellent in 9 patients (32%), good in 18 patients (64%), and fair in 1 patient (4%).
According to the Lysholm knee score, functional results were excellent in 16 patients (57%),
good in 8 patients (29%), and fair in 4 patients (14%). Twenty-two patients (78%) achieved the
preoperative activity level after surgery, and there was no significant difference between the
mean preoperative and postoperative Tegner scores (4.11+£0.68 and 4.04+0.64, respectively,
p=0.161). The authors concluded that CPC is a biomaterial with many advantages in

augmenting the open reduction and internal fixation of depressed tibial plateau fractures,

including elimination of morbidity associated with bone graft harvesting, the unlimited supply
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of bone substitute, the optimum filling of irregular bone defects, and shortening of the
postoperative full weight-bearing time.

Latter, in 2012 Nakano and colleagues *°' published a clinical study whose purpose was
to assess the long-term clinical and radiographic outcomes after vertebroplasty using a CPC to
the treatment of osteoporotic vertebral fractures (OVF). Biopex® was the CPC used in this
study. All patients reported decreased pain according to the VAS immediately after
vertebroplasty, and pain relief was maintained at the last follow-up in all patients without new
OVFs. Complete bone union was observed in all cases at six months after surgery. The mean
recovery rate of deformity index was 5.9% in procedure A (vertebroplasty using CPC was
performed in patients with osteoporotic burst fracture and pseudoarthrosis) and 0.02% in
procedure B (vertebroplasty was also performed in patients with osteoporotic compression
fractures) at the final follow-up visit. Satisfactory bone union was demonstrated on CT or
sagittal tomographic images in all cases until 6 months after surgery. The injected CPC
gradually tended to disappear and be replaced by newly developed bone as demonstrated on
CT images. The conclusions drawn from the study were that vertebroplasty using CPC gave a
satisfactory outcome in elderly patients with osteoporotic vertebral fractures at follow-up times
of at least two years.

More recently, in 2014, Maestretti er al., **® published a prospective study which
investigate the clinical and radiological results 10 years after percutaneous balloon kyphoplasty
and cement augmentation with CPC in traumatic vertebral fractures type A. The main
objective of this study was to evaluate a 10-year follow-up with radiological and computed
tomography results, calculated by 2 independent radiologists, as well as VAS, Roland Morris
score, Oswestry Disability Index (ODI) score, Denis work scale and clinical examination in
patients with traumatic compression fractures type A, who were treated with a balloon
kyphoplasty with CPC Calcibon®. The VAS score demonstrated an increase over time from a
mean of 1 (0-5) at the 2-year follow-up to 2.3 (0-8) at the 10-year follow-up. The Roland
Morris disability score also increased over time from 2 (0-8) 2 years postoperative to a mean
of 3.6 (0-18) at the 10 years follow- up. The authors recognized an increase of the median
value for the vertebral kyphosis angle about 1° (0°-4°) (p<0.0001). The median value of the
disc height diminution over the 10 years was 0.7 mm (0-3.9) (p<0.0001). For the anterior wall
of the fractured VB the decrease of the median value was about 1 mm (0-3) (p<0.0001) and for
the posterior wall it was 0 mm (0-2) (p<0.0039). So the beck index decreased from 0.80
(0.65-0.97) to 0.77 (0.62-0.97) at the 10-year follow-up, which means a decrease of the median
value of 0.03 (0-0.07) (p<0.0039). The authors noticed a median value for the cement volume
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of 4.2 cc (2.0-8.6) postoperative and at the 10-year follow-up of 3.2 cc (1.3-7.8), which means
a resorption of the cement volume about 22.9 % (0.8-55.5 %) (p<0.0001). With this study, the
authors concluded that there was a partial resorption of the cement but not as much as they
expected with variable bone formation. The long follow-up about 10 years of kyphoplasty
show very good clinical and radiological results and the authors consider this treatment an

option for traumatic selected vertebral type A fractures also in young patients.

6.7.2 Safety

In their 2000 study, Sanchez-Sotelo and colleagues '*® included 110 patients, 97 females
and 13 males with 50-85 years old. They consider for the study all patients received at their
institution between January and May 1998 with a fracture of distal radius. The 110 patients
were randomly selected for either closed reduction, stabilisation by Norian® SRS and a cast
for two weeks (SRS group, 55 patients) or closed reduction and a cast for six weeks (control
group, 55 patients). In the SRS group the fracture was reduced in traction and after this an
elevator was introduced into the site of the fracture through a dorsal, longitudinal, incision of
1 cm to remove haematoma, debris and loose fragments both towards the subchondral area and
proximally to provide a regular cavity which was flushed with saline. A 5 cm® Norian® SRS
pack was then mixed and injected, filling the defect. The time of injection was always less than
two minutes and the limb was then kept immobile for a further ten minutes to avoid disruption
of the cement. Anteroposterior and lateral radiographs of the fractured wrist were taken
immediately after treatment and at one, two and six weeks and at three, six and 12 months after
the fracture. Authors refers the main complication of treatment with SRS was an extraosseous
extrusion but the infection did not occur in any patient. Safety characteristics and intended
purpose of the device does not require specific training in addition to surgical training.

In a 2001 clinical study, *** 23 osteoporotic patients with a distal radial fracture and loss
of reduction after 1 week were recruited for the present RSA study, 12 in the Norian® SRS
group with a mean age of 68 years (5 extra- and 7 intra-articular fractures) and 11 in the
external fixation group with a mean age of 65 years (5 extra- and 6 intra-articular fractures).
The fracture was re-reduced. In one group, a self-setting hydroxyapatite, Norian® SRS, was
injected into the fracture and the wrist was immobilized for 2 weeks with a dorsal splint. In the
other group, the fracture was immobilized for 5 weeks with an external fixator. The fractures
were re-reduced by traction with finger traps and the arm in 60 degrees of abduction, using an

extension table. This position ensured stability during the Norian®SRS setting time. The entire
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procedure was controlled with image intensification. Stereoradiographs were obtained after the
operation, before mobilization and at 3 months, with the wrist in a calibration cage. At the
same time, conventional radiographs were taken and axial, dorsal and radial compression loads
were measured. The stereo-radiographs were digitized using a high-precision tablet and the x
and y coordinates fed into IBM AT clone micro-computer. Using the RSA software package,
the 3-D coordinates of the patient markers were obtained. Then the migration of the fracture
fragments relative to the radius diaphysis was obtained by Euler rigid-body kinematics. No
clinical complications during the clinical follow-up period occurred in any patient. In addition
to surgical training, no special training by the user doctor was necessary.

In 2002, Kopylov et al.'* included in their randomized study 20 patients, 9 in the
Norian® SRS group and 11 in the functional treatment group, with the mean ages of 65 and 67
years, respectively. All of them agreed to participate in the study after written and verbal
information. They were enrolled in the study during a period of 2 years (1997-1998). The
patients included in the study suffered from fractures distal radial fractures treated by closed
reduction and cast immobilization. All wrists were immobilized in a short-arm dorsal splint for
1 week, followed by a removable splint for another 3 weeks. The chosen primary effect
variable was grip strength at 7 weeks, and this did not differ between the two treatment groups.
Two patients, one in each group, refused to attend follow-up appointments after 4 weeks and 3
months respectively. 7.5% of all the planned follow-up visits were missed and more than 90%
of the required data was collected. All the follow-up visits occurred within 2 weeks of the
scheduled time. The patients in the Norian® SRS group underwent surgery under general or
regional anaesthesia. The fractures were partially exposed through a dorsal incision (less than
5 cm long) and, if necessary, further reduced through the wound. Hematoma, callus and debris
were scraped out from the fracture defect, which was cleaned with saline. Norian® SRS was
then injected into the defect, filling it from palmar to dorsal. In this group three patients
reported post- operative pain, which we think was due to Norian® SRS extrusion into the
dorsal soft tissues. Two of these patients had transient difficulty extending their thumbs but
rupture of the extensor pollicis longus did not occur. In addition to surgical training, no special
training by the user doctor was necessary.

In the randomized, prospective, active concurrently controlled clinical trial of Cassidy et
al.'"” included a total of 323 patients with a distal radial fracture, 272 females and 51 males
and the average age was 64 years. The patients were assigned to one of the treatment groups
(Norian ®SRS or conventional therapy) randomly. The randomization was based on four

parameters: fracture type, bone mineral density, side of injury and the type of designated
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conventional immobilization. Follow-up evaluations were specified at 1, 2, 4, and between 6
and 8 weeks, and at 3, 6, and 12 months after treatment for all patients. Standard
posteroanterior and lateral radiographs were made at each follow-up visit. No differences were
seen in the total number of complications, including loss of reduction. The infection rate was
significantly higher (p<0.001) in the control group (16.7%) than in the group treated with
Norian® SRS (2.5%) and the infections were always related to external fixator pins or
Kirschner wires. Four patients with intra-articular extravasation of cement were identified and
no sequelae were observed at twenty-four months. Cement was seen in extraosseous locations
in 112 (70%) of the SRS-treated patients. The extraosseous material had disappeared in
eighty-three of the 112 patients by twelve months. In addition to surgical training, no special
training by the user doctor was necessary.

In the nonrandomized controlled study performed by Kasperk and colleagues "7 were
included 60 patients with primary osteoporosis and painful vertebral fractures presenting for
>12 months. 24 hours before performing kyphoplasty with Calcibon®, the patients
self-determined their inclusion into the kyphoplasty or control group. Thus, 40 patients were
treated with kyphoplasty, whereas 20 served as controls. This study assessed changes in
radiomorphology, pain VAS score, daily activities (European Vertebral Osteoporosis Study
[EVOS] score), number of new vertebral fractures, and health care use. Outcomes were
assessed before treatment and at 3 and 6 months of follow-up. All patients received standard
medical treatment (1 g calcium, 1000 IE vitamin D3, standard dose of oral
aminobisphosphonate, pain medication, and physical therapy). Two adverse events occurred
among the first nine cases but it was not related with bone cement. Safety characteristics and
intended purpose of the device does not require specific training in addition to surgical
training.

For the study of Grafe et al. * were recruited sixty patients with osteoporotic vertebral
fractures due to primary osteoporosis, 40 patients treated with kyphoplasty and 20 served as
controls. All patients received standard medical treatment. Morphological characteristics, new
vertebral fractures, pain (visual analog scale), physical function (EVOS score) (range 0—100
each) and back-painrelated doctors’ visits were re-assessed 12 months after kyphoplasty. All
patients were examined postoperatively and at 6 months and 12 months. No neurological,
embolic or cardiovascular complications were observed in any patient under the study group
during or following kyphoplasty. No device-related adverse events occurred. No cement

dislocation was seen during the follow-up period. There were clinically asymptomatic cement
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leaks in 12 treated vertebral bodies (9.0%; five ventral leaks, seven lateral leaks, no posterior
leaks).

In the study published in 2005 by Mattsson et al. '*°

, were included 112 patients (21
males and 91 females) with a mean age of 81.6 years old. The study design includes two
groups, cement (Norian ®SRS) augmented group with 55 patients and the group treated with a
sliding screw device alone (controls) with 57 patients. Pain, activities of daily living, health
status, the strength of the hip abductor muscles and radiological outcome were analysed. The
radiological outcome included assessment of reduction of the fracture, the adequacy of
fixation, failure of the implant, sliding of the lag screw and healing of the fracture. Seven
patients in each group were lost to follow-up because of concurrent illness or weakness which
made it impossible for them to attend for review. Five patients died, three in the augmented
group and two in the control group. None of the deaths was related to the surgical procedure.
The remaining 93 patients were followed up according to the study protocol. The follow-up
was 1 week, 6 weeks and 6 months after the procedure. There was no breakage or pull-out of
screws or other complications of hardware in the control group. There were no cut-outs or
screw penetrations in either group. In addition to surgical training, no special training by the
user doctor was necessary.

In their 2006 study, Maestretti et al. 27 included 28 patients (10 females and 18 males)
with 33 acute traumatic vertebral type A fractures without neurology under the mean age of 38
(range 17-64). The follow-up with a mean of 30 months was 100%. Six patients had additional
fractures. It was performed an independent observer evaluation of radiological and computer
tomography results, VAS, Roland—Morris score and complications with acute traumatic
compression fractures type A, treated with a standalone balloon kyphoplasty and cement
augmentation with Calcibon®. All patients were evaluated with plain supine X-rays pre- and
post-operatively and a CT-scan was performed pre-operatively. The kyphoplasty procedure is
performed in the operating room under general anaesthesia and antibiotic prophylaxis to enable
conversion to an open procedure in the event of cement extravasation in the spinal canal or
insufficient correction. Kyphon 1.5 cc bone filler are pre-filled quickly, and the distal end
obtruded with bone wax to protect the cement from early contact with blood, as blood also
increase crystallisation. The surgical procedure is difficult to perform and necessities a large
experience with the conventional poly(methyl methacrylate) (PMMA) cement to prevent
complications. No long-term clinical complications were detected at the last follow-up. In
majority of the cases the cement was not completely substituted at the last follow-up. In

addition to surgical training, no special training by the user doctor was necessary.
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In the Mattsson and Larsson 2006 2%

study were included 118 patients (aged 60-98
years, 95 women and 23 men) with a displaced femoral neck fracture. 58 patients were
randomized to augmentation with Norian® SRS (augmented group) and 60 to fixation with
screws alone (control group). All patients were allowed free weight bearing. Clinical and
radiographic examinations were done by a physiotherapist directly after surgery, at 1 and 6
weeks, and at 6, 12 and 24 months. There was 1 deep infection (augmented group). Another 34
patients were reoperated with a total arthroplasty (20 in augmented group and 14 in control
group) due to loss of reduction, nonunion or avascular necrosis (p=0,1). In addition to surgical
training, no special training by the user doctor was necessary.

For the study of Schmelzer-Schmied er al. ***, were included 40 patients with painful
traumatic vertebral body fractures and without osteoporosis, from October 2003 to February
2007. Of all patients, 27 were male and 13 female aged between 18 and 63 years (median of 38
years). 20 patients were treated non-operatively with a brace and the others 20 patients were
treated with ballon-kyphoplasty. Kyphoplasty was performed bitranspedicularly according to
standard procedure protocol and a resorbable osteoconductive calcium phosphate cement
(Calcibon®) was used. The amount of cement injected into one vertebral body was 3—8 ml
(median of 5,3 ml). The follow-up period was 12 months. Patients were examined before and
1, 3, 6 and 12 months after the beginning of treatment. Midline vertebral height and kyphosis
angle were measured on lateral X-rays of the spine according to standard morphological
analysis. There were no complications in the group treated with braces. Patients with
kyphoplasty showed clinically asymptomatic cement leakages in 9 of 20 cases (45%), only
diagnosed in routine postoperative CT scans. There were no neurological, embolic or
cardiovascular problems during or after operation. During the time of follow-up, no new
adjacent or non-adjacent vertebral fractures were detected in either group. In addition to
surgical training, no special training by the user doctor was necessary to manipulate the
medical device.

For the 2010 study performed by Oztiirkmen *'! and collaborators were included twenty-
eight knees of 28 patients (19 males and 9 females, mean age 41.2 years, range 22-72 years)
who had open reduction and internal fixation combined with CPC augmentation. All patients
were controlled in their outpatient clinics at 1, 3, 6, and 12 months after surgery. Cementek®
was used to fill the subchondral bone defects in all knees. Fixation of the fragments was done
with screws in 3 knees (10%). Standard proximal tibial plates or buttress plates were used in 25
knees (90%) with an additional split fragment extending distally to achieve internal fixation.

Full weight-bearing was allowed in 6.4 weeks (range 6-12 weeks) after surgery. Resorption of
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CPC granules was defined as the decrease in the size and density of grafting material on
radiographs. Rasmussen's radiological and clinical scores were determined postoperatively.
Functionality was assessed with Lysholm knee scoring system. Activity was graded with
Tegner's activity scale. No adverse effects secondary to the cement itself were registered
during this study and the authors concluded that CPC is a safe biomaterial. In addition to
surgical training, no special training by the user doctor was necessary.

The 2012 study published by Nakano et al. **' was performed in 106 consecutive
patients undergoing 123 vertebroplasty procedures using Biopex®. The mean age at time of
surgery was 77 years old (range, 60 to 95 years). Following repositioning and curettage of the
pathological soft tissue of the vertebral body (VB), vertebroplasty using CPC was performed in
patients with osteoporotic burst fracture and pseudoarthrosis (procedure A). Vertebroplasty
was also performed in patients with osteoporotic compression fractures (procedure B). Back
pain and lower back pain were evaluated using VAS score. The VB deformity index was
measured in a lateral radiograph as the ratio of the VB’s height to its longitudinal diameter.
Each outcome was obtained before surgery and daily up to two weeks (with VAS score), at 1,
2, 3, 6, 12 and 24 months postoperatively, and at the final follow-up visit. Eight patients
(9.3%) died after less than two years follow-up as a result of causes that were unrelated to the
vertebroplasty, and twelve patients (11,3%) were lost to follow-up. Thus, eighty-six patients
(22 men and 64 women) had a minimum of two years of follow-up. One patient suffered from
temporary respiratory insufficiency during the CPC injection in procedure B (0.9%). In this
patient, there was no evidence of a pulmonary embolism induced by CPC on postoperative
lung CT image and radiograph. There was a small amount of CPC leakage into the spinal canal
in seven cases (6.6%), into the intervertebral disc in seven cases (6.6%), and into the
paravertebral muscle in one (0.9%); however, no patients presented with neurological
abnormalities or infection or required revision surgery. In addition to surgical training, no
special training by the user doctor was necessary.

In Maestretti and colleagues 2014 study 2%

were included 21 patients, 8 females and 13
males, aged between 26 and 76 years. Patients were evaluated clinically and radiologically 10
years postoperative and compared them with the same group of 28 patients they operated
between 2002 and 2003 for traumatic vertebral fractures type A with balloon kyphoplasty and
Calcibon®. Over the 10 years, 7 patients were lost of follow-up. 3 of them were not clinically
impaired but did not want to participate in the study and 4 patients were untraceable. All 21
patients underwent standard X-ray (standing) and a CT. They measured the volume of the

cement, the resorption the last 10 years and the disc height in the CT and the segmental and
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vertebral kyphosis angle in the X-ray and compared them with the X-ray (standing) and CT

done directly postoperatively. The authors recognized no complications and no reoperations

were necessary. Safety characteristics and intended purpose of the device does not require

specific training in addition to surgical training.

Table 6.5 Summary of selected and articles performance and safety.

InjectOs Article information
intended use Intended Article Equivalent MD | Performance Summary Safety Summary
use
Treatment of fractures of Norian®SRS The material provides a The main complication of
the distal radius with a better clinical and treatment with CPC was an
remodellable bone radiological results than extraosseous extrusion but
cement ' conventional treatment. the infection did not occur in
any patient. Safety
characteristics and intended
purpose of the device does
not require specific training
in addition to surgical
training that the doctor
should have.
Radiostereometric Norian® SRS Norian®SRS induced a No clinical complications
analysis of distal radial decrease in during the clinical follow-up
fracture displacement immobilization time to 2 period occurred in any
during treatment™” weeks. patient. Safety characteristics
and intended purpose of the
device does not require
Treatment specific training in addition
of distal to surgical training that the
radius doctor should have.
fractures Norian®SRS versus Norian®SRS Norian® SRS group had 3 patients reported post-
functional treatment in better fracture alignment. | operative pain. 2 patients had
redisplaced distal radial transient difficulty extending
fractures: a randomized their thumbs. Safety
study in 20 patients'® characteristics and intended
purpose of the device does
Orthopaedics not require specific training
in addition to surgical
Bone cavity training that the doctor
filling should have.
Norian SRS cement Norian®SRS The fixation of a distal The infection rate was to
compared with radial fracture with 2.5% due to external fixator
conventional fixation in Norian SRS cement may pins or Kirschner wires.
distal radial fractures'® allow for accelerated Safety characteristics and
rehabilitation. intended purpose of the
device does not require
specific training in addition
to surgical training that the
doctor should have.
Reduction of pain and Calcibon® Pain scores improved. Safe.
fracture incidence after The midline vertebral Safety characteristics and
kyphoplasty:1-year body height was intended purpose of the
outcomes of a significantly increased. device does not require
prospective controlled specific training in addition
trial of patients with to surgical training that the
primary osteoporosis>" doctor should have.
Treatment Treatment of painful Calcibon® Significantly increased Safe.
of vertebral vertebral fractures by vertebral height, reduce Safety characteristics and
fractures kyphoplasty in patients pain and improved intended purpose of the
with primary mobility in patients after device does not require
osteoporosis: a kyphoplasty specific training in addition
prospective to surgical training that the
nonrandomized doctor should have.
controlled study. '’
Comparison of Calcibon® The use of kyphoplasty Safe.
kyphoplasty with use of with use of a CPC in Safety characteristics and
146
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a calcium phosphate
cement and non-
operative therapy in
patients with traumatic
non-osteoporotic
vertebral fractures. >

addition to non-operative
an algetic therapy as an
effective method to
improve and stabilize
vertebral deformities due
to acute trauma

intended purpose of the
device does not require
specific training in addition
to surgical training that the
doctor should have.

fixation®"!

filling of irregular bone

defects, and shortening

of the postoperative full
weight-bearing time

Vertebroplasty using Biopex® The material gave a Safe.
calcium phosphate satisfactory outcome in Safety characteristics and
cement for osteoporotic elderly patients with intended purpose of the
vertebral fractures: study osteoporotic vertebral device does not require
of outcomes at a fractures at follow-up specific training in addition
minimum follow-u of times of at least two to surgical training that the
two years. ! years. doctor should have.
A prospective study of Calcibon® The long follow-up Safe.
percutaneous ballon about 10 years of Safety characteristics and
kyphoplasty with kyphoplasty show very intended purpose of the
calcium phosphate good clinical and device does not require
cement in traumatic radiological results and specific training in addition
vertebral fractures: 10- the authors consider this to surgical training that the
year results. 2% treatment an option for doctor should have.
traumatic selected
vertebral type A
fractures also in young
patients.
Treatment Resorbable cement for Norian®SRS The material provides a Safe.
of the augmentation of modest reduction in pain Safety characteristics and
trochanteric | internally-fixed unstable and a slight intended purpose of the
fractures trochanteric fractures. ' improvement in the device does not require
quality of life. specific training in addition
to surgical training that the
doctor should have.
Treatment Calcium phosphate Norian® SRS The obtained results There was 1 deep infection.
of femoral cement for augmentation show that due to a trend 34 patients were re-operated
neck did not improve results towards more with a total arthroplasty.
fractures after fixation of reoperations in the Safety characteristics and
displaced femoral neck augmented group, and intended purpose of the
fractures. 2% only a temporary clinical device does not require
improvement during the specific training in addition
early rehabilitation, to surgical training that the
augmentation as they doctor should have.
used it cannot be
recommended
Prospective study of Calcibon® The material allowing a Safe.
Treatment standalone ballon rapid handling of pain, Safety characteristics and
of kyphoplasty with early discharge and intended purpose of the
thoracolum calcium phosphate return to normal device does not require
bar cement augmentation in activities. specific training in addition
fractures traumatic fractures. 2’ to surgical training that the
doctor should have.
Treatment Calcium phosphate Cementek® The material eliminated Safe.
of cement augmentation in morbidity associated Safety characteristics and
depressed the treatment of with bone graft intended purpose of the
tibial depressed tibial plateau harvesting, the unlimited device does not require
plateau fractures with open supply of bone specific training in addition
fractures reduction and internal substitute, the optimum to surgical training that the

doctor should have.

6.7.2.1

Surveillance safety survey

On September 7, 2016, a survey was carried out on alerts published during the last 16

years on the FDA MAUD website. A search was performed using Biopex®, Calcibon®,

Norian®SRS, Cementek® terms.
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On the FDA site were reported 11 occurrences concerning Norian®SRS:

http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi  1d=340
4590 2"

http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cEMAUDE/detail.cfm?mdrfoi _id=340
4587 >4

http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi  1d=300
3429 21

http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cEMAUDE/detail.cfm?mdrfoi  id=301
47121

http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cEMAUDE/detail.cfm?mdrfoi  1d=298
5774 2"

http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi  1d=214
2471 '8

http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cEMAUDE/detail.cfm?mdrfoi _1d=201
0662 >

http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi _ id=165
1380 **°

http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cEMAUDE/detail.cfm?mdrfoi  id=722
303 221

http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi  1d=684
817 222

http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cEMAUDE/detail.cfm?mdrfoi _id=681
210 221

213,214,219-222 215217

The main reported occurrences are relate to injury, malfunction and

one death was registered. 2'®

In 4 of the cases of injury, 2'?2'4220:221

the patients have experienced pain, swelling,
inflammatory reaction and difficulty walking. Was reported cracks in the bone cement.
However, the cement could not remove because of the proximity to the cochlea. *° One
patient ' was operated on to remove the cement. In this case the surgeons found the bone had
leaked over the endolymphatic sac and the patient lost hearing in high frequencies. Was

220,221

registered the removed of the cement in 2 cases and in one case, the Norian®SRS was

replaced because the cement did not set after 50 minutes for a lateral proximal tibia
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http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi__id=3404590
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi__id=3404587
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi__id=3404587
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi__id=3003429
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi__id=3003429
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi__id=3014712
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi__id=3014712
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi__id=2985774
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi__id=2985774
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi__id=2142471
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi__id=2142471
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi__id=2010662
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi__id=2010662
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi__id=1651380
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi__id=1651380
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi__id=722803
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi__id=722803
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfMAUDE/detail.cfm?mdrfoi__id=684817
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procedure. 220 1 other case, 222 Norian®SRS was used in a calcaneal fracture, however fracture
was revealed to have gone non-union and the revision surgery was performed and Norian®SRS
was found not harden. Finally, during a journal review, it was noted that 5 patients were treated
for craniofacial malformations using Norian®SRS. At 5 months’ post-operative, one patient
presented with an infection caused of the cement. Infection was treated with clindamicin and
gentamicin. The patient then underwent surgical wound cleansing, including partial calcium
phosphate removal. Infection was successfully eradicated 10 days after surgery. >

In relation to malfunction occurrences, two cases were related with the expired date of
the product. *">?'® In the other case, it was reported *'’ that during surgery the Norian®SRS
rotary mix would not mix and go into the syringe. There was no patient injury but surgery was
extended approximately 20 minutes.

The most serious case reported was the death of a patient. *'® In this case, the patient had
proximal tibia lateral plateau fracture. Surgery took 4-5 hours to complete. First surgeon
performed dissection and was unable to achieve fracture reduction. Second surgeon reduced
fracture, implanted plate with screws and injected Norian®SRS into the lateral proximal tibia.
No abnormal bleeding was noted. Three hours’ post-operative patient expired.

On the FDA site no records were found with Biopex®, Calcibon® and Cementek®.

On the same date was also carried out a survey on the MHRA

(http://www.mbhra.gov.uk/Safetyinformation/Safetywarningsalertsandrecalls/MedicalDevice Al

erts/index.htm) and Infarmed

(http://www.infarmed.pt/portal/page/porta/ INFARMED/MONITORIZACAO DO MERCAD

O) websites. Did not match any occurrence reports.

6.7.3 Product Literature and Instructions for Use

In addition to this report are available:
e Product Description (PD 02_01)
e DataSheet (DS 02_01)
e Instructions For Use (IFU 02_01)

These documents are consistent with the clinical data and cover all the hazards and other

clinically relevant information that may impact on the use of the medical device.
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6.8 Equivalence statement

InjectOs, Norian®SRS, Calcibon®, Biopex® and Cementek® are used as biocompatible
materials for filling bone voids and provide an environment for bone regeneration. InjectOs is
a CPC equivalent to those on the market with minor differences in the composition, as stated
before. For all these MDs the mechanism of action is the same, i.e. the host bone resorption
process occurring via cell mediated processes where osteoclastic cells degrade the materials
layer by layer starting from bone—cement interphase to its inner core. The graft materials are
slowly resorbed and replaced by the host bone. InjectOs, Norian®SRS, Calcibon®, Biopex® and
Cementek® have the same mode of action; therefore, no new issues of safety or performance
are presented.

The following table (Table 6.6) makes a comparison between InjectOs and equivalent

MDs.

Table 6.6 Comparison of InjectOs with the marketed predicate devices.

Substantial
equivalence InjectOs Norias®SRS | Calcibon® | Cementek® Biopex®
comparison

Bioactive and osteoconductive bone void filler Same as new Same as Same as Same as
Intended use . . . . . . .
device for the regeneration of hard tissues. device new device new device new device
s Is indicated to be packed into bone voids or gaps to Same as new Same as Same as Same as
Indications . . . . . .
fill and/or augment orthopaedics. device new device new device new device

This is a bioactive calcium phosphate that consists
Material only of elements naturally existing in the body (Ca**, Cca*, PO, Ca*, PO, ca*, PO, Ca™, PO,
PO}, Zn** ,Sr**, M)

The resorption process occurring via cell mediated
processes where osteoclastic cells degrade the Same as new Same as Same as Same as
materials layer by layer starting from bone—cement device new device new device new device

interphase to its inner core.

Device action

Bone infiltration occurs throughout the graft site via

. Lo - Same as new Same as Same as Same as
Performance osteoconduction, resulting in increased graft site . . . .
. . device new device new device new device
mechanical stiffness and strength.
New bone grows into the graft area via
Bone . - Same as new Same as Same as Same as
. osteoconduction. The material is slowly resorbed and . . . .
remodelling device new device new device new device
replaced by the host bone.
Written by: Daniela Brazete 150 Approved by: All team

(Clinical Researcher) Digital copy. When printed or copied no updating is guaranteed




(
,\&eg life CAPITULO VI: Clinical Evaluation Report 02_01 InjectOs

6.9 Conclusions

There are several CPCs available in the market, with Norian®SRS being the most used
one in numerous studies. None of the CPC compositions existing in the market contain both a-
TCP and B-TCP phases. The same applies concerning doping ions capable of promoting bone
regeneration more rapidly. Therefore, a CPC with these new compositional features was
created.

The doping elements are carried by the B-TCP phase for do not disturbing the

B-TCP— o-TCP phase transformation upon heating and preventing the reverse transformation
upon cooling.
In addition to the already known effects of calcium phosphates, the presence of small amounts
of dopant ions brings benefits at a biological level, promoting bone regeneration (Zn),
osseointegration of the CPC to the bone and radiographic visualization minimizing the
placement errors of the CPC (Sr) and osteoregeneration by the presence of Mn.

Based on the performance data and specifications presented, it can be concluded that the
intended use, material composition and scientific technology, degradation properties, bioactive,
osteoconductive and osteostimulative properties of InjectOS is substantially equivalent with
the CPCs marketed, when used in the indications for use described above and do not raise new
questions of safety and performance. So injectOs and the referred marketed CPCs are

equivalent MDs.
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Conclusoes gerais e trabalhos futuros

7.1 Conclusoes gerais

O grande objetivo deste estudo foi a producdo de CPCs injetaveis a base de a-TCP com
vista no tratamento de fraturas Osseas vertebrais de forma minimamente invasiva
(vertebroplastia). Para este tipo de cirurgias surge a necessidade da producdo de materiais com
capacidade de serem injetados para o interior do corpo vertebral, de forma homogénea. Os
cirurgides reconhecem que as formulagdes disponiveis no mercado ainda carecem de melhorias
em alguns aspetos, dai o continuo esforco por parte dos investigadores na procura de uma
formulacdo com as caracteristicas ideias. Essas caracteristicas passam, principalmente, pela
producdo de pastas cimenticias com uma boa capacidade de extrusao através de uma seringa e
de uma canula fina e comprida e, consequentemente, a produ¢do de CPCs com um bom
comportamento mecanico e bioldgico. Esta problemética foi encarada como um grande desafio
e motivacdo na procura de resultados satisfatorios, sendo que foram diversas as etapas
percorridas até a obtencdo final do cimento. Tido como um estudo preliminar, pode
considerar-se que os objetivos inicialmente propostos foram alcancados de forma satisfatdria.

Para além da producdo de CPCs, um dos objetivos deste trabalho foi perceber qual a
forma mais apropriada de obtencdo de pds puros de a-TCP. Estes pds foram produzidos pelo
processo de precipitacdo quimica por via himida a 30°C e calcinados a uma temperatura de
1000°C, originando pos de B-TCP com pequenas quantidades de B-CPP (Ca/P = 1,490) ou de
HA (Ca/P = 1,510), dependendo da razdo molar Ca/P utilizada. Estes pds foram depois sujeitos
a tratamentos térmicos distintos para transformacdo da fase P—o-TCP (fase de alta
temperatura). Os resultados obtidos mostraram que esta transformacdo ¢é fortemente
influenciada pelas diversas varidveis estudadas, nomeadamente a presenca de impurezas € a
taxa de arrefecimento imposta. Verificou-se que na presenca de pequenas quantidades de
B-CPP nao existe possibilidade de obter a fase pura de a-TCP. Por outro lado, na presenga de
pequenas quantidades de HA ¢ possivel a producdo de pds puros de o-TCP. Para além do
estudo efetuado com estas impurezas, testou-se a possibilidade de obter pds de a-TCP dopados
com ides de Sr, Zn e Mn. Os resultados obtidos para este caso indicam que a presenga destes
ides, e a necessidade do uso de valores de pH neutrais ou ligeiramente dcidos tornara mais
dificil a elimina¢do da fase B-CPP, prejudicial a transformac¢do B—a-TCP. Isso obrigou a
utilizacao de razdes molares (Ca+Sr+Zn+Mn)/P significativamente superiores a estequiometria

do TCP. No caso da transformagdo B-TCP dopado—a-TCP verificou-se que os ides dopantes
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estabilizam a fase B, deslocando a transformacdo f—a-TCP para temperaturas superiores, €
tende a reverter a transformagao de fase (a—p-TCP) durante o arrefecimento.

Na produ¢do dos CPCs foram utilizados pds de a-TCP obtidos a 1500°C e a 1250°C.
Estes p6s sofreram um longo processo de moagem, principalmente o pé calcinado a 1500°C,
para reduzir adequadamente o tamanho das particulas. Esta etapa é uma das mais morosas
devido a necessidade de destruir os fortes aglomerados de particulas formados durante a
calcinagdo a elevadas temperaturas. Esta etapa precisa ainda de ser mais explorada de modo a
otimizar todo o processo.

De entre todas as formulagdes de pastas cimenticias testadas, a M90.L.2,5-0,34 foi a que
melhor se comportou aquando o teste de injetabilidade. Esta formulacao resultou num cimento
apatitico com propriedades interessantes do ponto de vista da injetabilidade, microestrutura,
porosidade, e resisténcia mecinica, e fases cristalinas formadas. Os valores dos tempos de
presa (IST =19 min, e FST =70 min) para esta formulacdo sdo ainda demasiado longos. A
injetabilidade desta pasta foi cerca de 90%, apresentando alguma separacdo de fases. A
resisténcia a compressdo de amostras em himido apds imersdao numa solu¢do de PBS durante
24 h foi de 22 MPa. A porosidade total foi de =39%, e as fases cristalinas formadas foram o
a-TCP e a CDHA, tal como era esperado. Para além desta A formulagao T2—-300.L2,5-0,28
apresentou um elevado desempenho mecanico e tempos de presa mais curtos, mas
injetabilidade muito fraca. A formula¢do T2—300.L2,5-0,34 injetou melhor comparada com a
T2-300.L2,5-0,28, mas teve um desempenho mecanico mais fraco. Os resultados obtidos para
estas formulacdes permitem confirmar que uma RLP menor proporciona maior resisténcia
mecanica e menor porosidade. De uma forma geral conclui-se que a obten¢do de uma pasta
cimenticia com as caracteristicas ideias para ser injetdvel é um processo longo e que requer o
estudo e a otimizac@o de diversos fatores, principalmente a distribui¢do granulométrica dos pds
que revelou ser o fator mais determinante na injetabilidade das pastas.

Com vista ao pedido de marca CE, foi dado um contributo para a preparacdo do dossier
técnico. Um dos documentos necessdrios para a elaboracido deste dossier é um relatério de
avaliacdo clinica. Este foi efetuado por equivaléncia a CPCs ja comercializados, para uma
formulagdo com composi¢do o-TCP/B-TCP dopado com Sr, Zn e Mn, denominada de
InjectOS. Este relatério que compara o InjectOs com outros CPCs jd disponiveis no mercado
relata estudos clinicos efetuados com os mesmos, permitindo concluir que este dispositivo

médico € substancialmente equivalente aos CPCs comercializados.
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7.2 Trabalhos Futuros

Apesar de os resultados obtidos ao longo desta tese serem promissores, existem ainda
aspetos que precisam de ser melhor estudados em trabalhos futuros. Encontradas as condig¢des
ideais conducentes a formagdo de a-TCP puro durante o tratamento térmico, serd ainda
necessdrio levar a cabo um estudo detalhado e sistemdtico acerca do processamento do pd
calcinado com vista a obtencdo da distribuicdo granulométrica ideal. Deste modo, sugerem-se

um conjunto de a¢des:

e Melhorar e otimizar o processo de moagem dos pds de a-TCP;

e Efetuar um estudo sistemético acerca da DTP dos p6s de partida para identificar
qual a DTP ideal e otimizar o processo para que seja reprodutivel;

e [Estudar o comportamento reoldgico das pastas cimenticias ao longo do tempo e
compara-lo com o comportamento de sistemas ndo reativos;

e Implementar condicdes de mistura que garantam graus de homogeneidade
superiores e reducdo da quantidade de bolhas de ar formadas, como por exemplo,
efetuar uma mistura mecénica e sob vacuo;

e Melhorar o método de preparacdo dos provetes para os ensaios mecanicos e
realizar ensaios a diferentes tempos de modo a perceber a evolugdo do
comportamento do CPC a RC;

e Criar um método eficaz e coerente para a avaliacdo da coesdo das pastas
cimenticias preparadas;

e Formular novas composi¢des de CPCs, nomeadamente, CPCs que contenham na
sua composi¢do ides dopantes como o Sr, Zn e Mn, avaliando a radiopacidade
destes, pois, esta propriedade permite acompanhar a evolu¢do do CPC durante e
depois da implantacgao;

e Efetuar estudos in vitro em células indiferenciadas mesenquimais de forma a
avaliar a biocompatibilidade, a taxa de reabsor¢cdo do CPC e da formacgdo de
Novo 0SS0;

e Efetuar estudos in vivo de modo a avaliar a toxicidade do CPC, avaliar a
osteocondutividade e verificar a eficacia do CPC como substituto 9sseo;

e Dar continuidade a elaboragdo do dossier técnico de modo a reunir toda a

informacao acerca do InjectOs para futuramente ser colocado no mercado.
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Anexos

Anexo 1: Tabela do peso e didmetro da ponta para as agulhas de Gilmore

IST FST
Peso (g) 113,4+0,5 453,6+0,5
Diametro da ponta (mm) 2,12+0,05 1,06+0,05
Equivalente a uma carga de (MPa) 0,31 5,04
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a. Raw materials used
Calcium nitrate 4-hydrate pure, (Ca(NOs),"4H,0)

Di-ammonium hydrogen phosphate pure, (NH4);HPO,)
Di-sodium hydrogen phosphate anhydrous (Na;HPQ,)
Zinc Nitrate hexahydrate (N;OsZn)

Strontium Nitrate (N,OeSr)

Manganese (Il) Nitrate Hydrate (MnN,0¢'H,0)

b. Delivery method
The raw materials are delivered by carrier.

c. Packaging

Raw materialsare packed in plastic bottles or in poly drums, depending on the purchased amounts.

d. Storage conditions
Raw materials are stored under normal temperature and humidity conditions.

e. Preparation before use
No special preparation procedures are required before use.

a. Chemical Composition
InjectOs is constituted by calcium phosphate powder and aqueous solution of Na;HPO4

b. Storage conditions
It is recommended to be store InjectOs under normal temperature and humidity conditions.

c. Distribution conditions
The medical device is delivered by carrier.

d. Potential users
Doctors, namely orthopaedists.

e. Potential consumers
Patients needing bone system intervention.

f. Especially vulnerable consumers
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This type of medical devices should not be used in patients who have a systemic metabolic
disorder known to adversely affect bone healing and mineralization, other than primary
osteoporosis.
No studies have been conducted on pregnant women or on breastfeeding-women. For
safety reasons, the implantation of InjectOs is inadvisable during pregnancy and
breastfeeding.

g. Theintended use

InjectOs is intended for use in orthopaedics.

This can be applied for:
e Repairing bone defects;
e Repairing and strengthening/supporting broken bones;
e Reinforcing orthopedic screws and implants;
e Filling of cystic lesions;
o Filling gaps between cement-less artificial joints and bones.

h. Foreseeable misuse
There are no foreseeable misuses outside those resulting from surgical technique.

i. Preparation
Mix the InjectOs powder phase with the liquid phase using a spatula in a sterile mixing cup.
Mix with flat end of spatula for 1-minute at temperature 182-232C. After mixing, introduce
the paste into the delivery syringe and use within 2-3 minutes. Attach the delivery needle to
the syringe and insert the needle into the surgical site.

j- Labelling

InjectOs G, T

|REF Catalogue number
- TYYY-MBA-DO Y- MM-DO

Serial numbser

DF A S

“ Mranulacioares

KiegdLite Regoneration Technalogy, S.a .~
pinieiapae? ro:{mk:ﬂm_“ v II Immll I|IIIII“IIIIII ;
Cartanhede Micleo 4, Lote 3 T ’ . T E

A060- 19 Cantanhedo, Partugal

k. Specific requirements
Specific requirements do not exist other than those requires for a surgical intervention.

I.  Product shelf-life
Product shelf-life is determined by ageing tests.
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m. Sterilization
Product is sterilized by gamma irradiation. Sterilization process was validated.

Mod 01_02 Written by: Approved by: Page 1 of 3
Daniela Brazete (Quality Department) José Ferreira (Administration) Digital copy. When printed no updating is guaranteed.






ANEXOS

Anexo 3: Data Sheet

179






(-
/\éeg life

Name: InjectOs

Regdlife Regeneration Technology, S.A.

Biocant - Parque Tecnoldgico de Cantanhede Nucleo 4, Lote 14
3060-197 Cantanhede

Portugal

Medical device — class Ill.

InjectOs is a calcium phosphate bone cement (CPCs), biocompatible, bioactive and
osteoconductive, presented on the form of powder and consists only of elements naturally existing
in the body (Ca®*, PO,>", Zn**, Sr**, Mn%"). It is supplied sterile and is for single use.

This medical device can be clinically applied for the regeneration of hard tissues. The device is
implantable, slowly absorbed and replaced by new bone tissue during the healing process. InjectOs
is intended for use in orthopaedics. It’s indicated to be injected into bony voids or gaps to fill and/or
repairing bone defects.

InjectOs is sterilized by gamma irradiation and is available in different volumes.

The resorption process of InjectOs occurring via cell mediated processes where osteoclastic cells
degrade the materials layer by layer starting from bone—cement interphase to its inner core. The
resorption of implanted calcium phosphates might possibly be by two mechanisms: (i) an active
resorption, mediated by the cellular activity of macrophages, osteoclasts and phagocytosis; (ii)
passive resorption, mediated due to chemical dissolution in the body fluid. The following scheme
shows the postulated process of bone regeneration in a InjectOs-grafted bone defect area. When
InjectOs is injected into a bone defect. After few minutes the material hardens and the binding
initially occurs between the hardened body and the bone tissue. InjectOs have intrinsically a
nano/micron sized porosity which enables fluid flow inside the materials (Fig 1 a)) The hardened
body and the bone are bound to each other with few gaps at the interface between them. Various
growth factors and cells binds to the cement surface (Fig 1 b)). The active and/or passive resorption
of the calcium deficient hydroxyapatite (CDHA) and bone formation then proceed. In approximately
2 weeks after the surgery, woven bones form, and the filled site is then gradually converted to bone
while maintaining the shape (Fig 1 c)). The surgical site is converted to bone almost completely
within a few months (Fig 1 d)).
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Crystals of CDHA  Colonization by cells Formation of new bone Conversion of natural bone

£ o) P 5 o 9

Nano/micrapores Resorption of CDHA

Fig.1.How to work InjectOS. Adapted from Dorozhkin, S. V. Self-Setting Calcium Orthophosphate Formulations. J.
Funct. Biomater. 2013, 4,209-311 DOI: 10.3390/ifb4040209

InjectOs is intended for use in orthopaedics. This can be applied for:

e Repairing bone defects;

e Repairing and strengthening/supporting broken bones;

e Reinforcing orthopedic screws and implants;

e Filling of cystic lesions;

¢ Filling gaps between cement-less artificial joints and bones.

Prepare surgical site following standard procedures. Thorough debridement of osseous defect is
important.

Mix the InjectOs solid phase with the InjectOs liquid phase with a spatula in a mixing cup. Mix with
flat end of spatula for 1-minute at temperature 18°-23°C. After mixing, introduce the paste into the
delivery syringe and use within 2-3 minutes. Attach the delivery needle to the syringe and insert the
needle into the surgical site. Inject the total amount of material into the void and manipulate as
necessary. Remove any excess material and close as per standard practice.

InjectOs should not be applied in patients:

e With traumatic open injuries that are predisposed to infection

e Who are skeletally immature

e Who are receiving chemotherapy or radiation therapy

e When have had or are undergoing bone irritation

e With compromised health or metabolic disease known to adversely affect bone healing and
mineralization (abnormal calcium metabolism, metabolic bone disease, vascular or severe
neurological disease, immunologic deficiencies or systemic disorders)

e With severe hepatic and renal dysfunction
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No special precautions necessary. It is recommended that material be stored at room temperature
and controlled humidity. Do not use the product if the sterile package is damaged. Do not use after
the expiration date. The product is a sterile medical device for single use. Do not re-sterilize or re-

use material.
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InjectOs

Instruction for Use

Inside the package there are two flasks, one containing
the InjectOs powder component and the other containing
the InjectOs liquid component. All components inside the
package are sterile.

InjectOs is a calcium phosphate cement (CPC) with a solid
phase and a liquid phase. The solid phase of InjectOs is a
calcium phosphate powder and consists only of elements
naturally existing in the body, namely Ca2+ and PO43 [las
main elements and Sr2+, Zn2+ and Mn2+ as doping trace
elements. The liquid phase of InjectOS consists of a
aqueous solution of sodium hydrogen phosphate
(Na2HPOA4)It is supplied sterile and is for single use.

This medical device can be clinically applied for the
regeneration of hard tissues. The device is implantable,
slowly rebsorbed and replaced by new bone tissue during
the healing process. InjectOs is intended for use in
orthopaedics. It’s indicated to be injected into bony voids
or gaps to fill and/or repairing bone defects.

InjectOs is sterilized by gamma irradiation and is available
in different volumes.

Orthopaedics

* Repairing bone defects;

* Repairing and strengthening/supporting broken bones;
¢ Reinforcing orthopedic screws and implants;

e Filling of cystic lesions;

e Filling gaps between cement-less artificial joints and
bones.

InjectOs should not be applied in patients:

e With traumatic open injuries that are predisposed to
infection;

* Who are skeletally immature-,

¢ Who are receiving chemotherapy or radiation therapy-,
¢ When have had or are undergoing bone irritation;

e With compromised health or metabolic disease known
to adversely affect bone healing and mineralization
(abnormal calcium metabolism, metabolic bone disease,
vascular or severe neurological disease, immunologic
deficiencies or systemic disorders);

¢ With severe hepatic and renal dysfunction.

None known.

¢ InjectOs is intended for use only by medically qualified
professionals, the professionals must be familiar with
bone grafting and internal/external fixation techniques.

¢ InjectOs is not intended for use with defects other than
those listed in the indications for use.

¢ No studies have been conducted on pregnant women
or on breastfeeding-women. For safety reasons, the
implantation of InjectOs is inadvisable during pregnancy
and breastfeeding.

Prepare surgical site following standard procedures.
Thorough debridement of osseous defect is important.
Mix de InjectOs powder with the InjectOs liquid with a
spatula in a mixing cup. Mix with flat end of spatula for 1-
minute at temperature 18°-23°C. After mixing, introduce
the paste into the delivery syringe and use within 2-3
minutes. Attach the delivery needle to the syringe and
insert the needle into the surgical site. Inject the total
amount of material into the void and manipulate as
necessary. Remove any excess material and close as per
standard practice.

Complications may include normal post-surgical related
symptoms like oedema, redness, tenderness, pain,
inflammatory reaction, swelling and fluid collection in the
operation area.

In case of any adverse effects occur, report to the doctor
and / or manufacturer.

e Do not use the product if the sterile package is
damaged.

¢ Do not use after the shelf-life.

e The product must be promptly used after opening the
package.

* The product is a sterile medical device for single use. Do
not re-sterilize, re-use material or use leftover material.

It is recommended that material be stored at room
temperature and controlled humidity.

Reg4life Regeneration Technology, S.A. | IFU 02_01 |2016/09/05

www.regdlife.com | geral@ reg4life.com | +351 231419 041
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ANEXOS

Anexo 5: Table D1 Sample Appraisal Criteria for Suitability

Suitability Description Grading System
Criteria
Appropriate device | Were the data generated from the device | D1 ~ Actual device

in question? D2  Equivalent device
D3 Other device
Appropriate device | Was the device used for the same | Al  Same use
application intended use (e.g., methods of | A2 Minor deviation
deployment, application, etc.)? A3 Major deviation
Appropriate patient | Where the data generated from a patient | PI ~ Applicable
group group that is representative of the | P2  Limited
intended treatment population e.g., age, | P3  Different population
sex, etc.) and clinical condition (i.e.,
disease, including state and severity)?
Acceptable Do the reports or collations of data | R1  High quality
report/data contain sufficient information to be able | R2  Minor deficiencies
collation to undertake a rational and objective | R3 Insufficient
assessment? information
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Anexo 6: Table D2 Sample Appraisal Criteria for Data Contribution

Data Contribution | Description Grading System

Criteria

Data source type Was the design of the study appropriate? Tl  Yes

T2 No

Outcome measures Do the outcome measures reported reflect the | O1  Yes
intended performance of the device? 02 No

Follow up Is the duration of follow-up long enough to | Fl Yes
assess whether duration of treatment effectsand | F2 ~ No
identify complications?

Statistical significance | Has a statistical analysis of the data been | S1 Yes
provided and is it appropriate? S2  No

Clinical significance Was the magnitude of the treatment effect | C1  Yes
observed clinically significant? C2 No
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