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Resumo. Os biocimentos de fosfato de cálcio estão sendo objeto de intenso estudo devido à sua utilidade em aplicações biomédicas e também por suas propriedades de biocompatibilidade, bioatividade e osteocondutividade, o que significa que ao serem implantadas no sítio ósseo, não induzem resposta imunológica; são capazes de ligar-se diretamente ao tecido ósseo e permitem o crescimento do osso ao longo de sua superfície. Este estudo tem como objetivo a análise estatística do tempo de pega do biocimento brushita formulado com diferentes concentrações de sulfato de cálcio di-hidratado. Os tempos de pega inicial e final dos biocimentos foram determinados em um aparelho de Vicat modificado, com base na norma NBR 12128 e a análise estatística de experimento fatorial com uso de softwares (Origin®8). As medidas de tempo de pega mostraram que a incorporação do sulfato de cálcio di-hidratado à matriz de fosfato de cálcio influenciou consideravelmente, ou seja, verificou-se uma diminuição significativa no tempo de pega. Houve uma redução de cerca de 22% no tempo de reação de endurecimento.
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1.
INTRODUÇÃO


Em cimentos hidráulicos convencionais, a cura e endurecimento são produtos de um processo químico exotérmico que pode ser de dissociação, precipitação ou hidrólise. A pega é um estágio coloidal durante o desenvolvimento e formação da rede cristalina, inicialmente fraca e tixotrópica, enquanto a reação de endurecimento revela o desenvolvimento de uma estrutura cristalina mais estável e irreversível. Esta teoria geral segue a de Le Chatelier que atribui o endurecimento à cristalização, mas a introdução do conceito de um estágio coloidal inicial tem o mérito de proporcionar explicações de uma variedade de fenômenos associados à medição e pega de cimentos. O tempo durante o qual a pasta de cimento se comporta eminentemente em forma tixotrópica está estritamente relacionado ao tempo disponível para se preparar e fazer a colocação definitiva do cimento. O método utilizado para se medir esse tempo de pega, considerado como o tempo a partir do qual a agulha do aparelho usado não penetra completamente a massa do cimento, é realizado por um aparelho denominado Vicat [Santos, 2002].
Provavelmente, o método mais efetivo e prático para controlar o tempo de cura seja a adição de certos modificadores químicos na mistura. Se o agente químico adicionado diminui o tempo de cura, ele é conhecido como acelerador, e se aumenta este tempo, ele é chamado de retardador. Agentes ácidos são, via de regra, agentes aceleradores da reação de cura de cimento à base de fosfato tricálcico [Ginebra, et al., 1998]. 

A utilização de aceleradores de cura em cimentos de fosfato de cálcio ocorre por meio do favorecimento da solubilização dos cristais de fosfato de cálcio, permitindo a saturação do líquido em Ca e P e a precipitação de compostos mais estáveis. Isso ocorre, pois na faixa de pH de aproximadamente 4,2 e acima, a hidroxiapatita é o composto de fosfato de cálcio mais estável ou seja, menos solúvel [Chow et. al., 1991]. Existe uma diferença entre a solubilidade da fase α-TCP e da fase β-TCP. A fase α-TCP é bastante solúvel no organismo vivo enquanto a fase β-TCP possui um tempo de degradação maior devido a sua maior estabilidade química. No entanto, comparadas com a hidroxiapatita, ambas as fases do fosfato tricálcico apresentam solubilidade muito maior.

As características do pó também são de suma importância e influenciam sobremaneira na reação de cura. Partículas pequenas possuem grandes áreas superficiais e frequentemente aglomeram formando partículas secundárias, a fim de minimizar a superfície total ou a energia interfacial do sistema. A aglomeração refere-se à adesão de partículas que ocorre devido às forças de atração de Van der Waals. Normalmente, uma massa aglomerada pode ser desaglomerada por meio de uma dispersão em meio líquido. Já a agregação, por outro lado, refere-se a partículas que interagem mais fortemente, tornando difícil a quebra da massa agregada em partículas primárias [Toniolo, 2004].

Dada a cura do cimento, tem-se a formação da microestrutura resultante caracterizada pela presença de poros. Existem dois tipos de porosidade em qualquer corpo: a porosidade fechada e a porosidade aberta ou aparente [Alves, 2005].

Poros fechados normalmente não podem ser detectados, a porosidade é geralmente caracterizada com a porosidade aberta ou aparente, que se relaciona aos poros intercomunicáveis que têm acesso à superfície.

A porosidade aparente pode ser definida como a fração entre o volume de espaços vazios e o volume total da amostra (volume ocupado somente pelo sólido acrescido do volume de vazios).

A porosidade aparente não só é mais fácil de ser medida experimentalmente, se comparada com a fechada, como também, em muitos casos, é de significativa relevância para a osseointegração de materiais biocompatíveis, pois afeta diretamente sua osteocondutividade. No entanto, é bem conhecida a dependência da resistência mecânica dos materiais cerâmicos com a porosidade. Assim, existe um compromisso é necessário entre estas duas propriedades.

2.
MATERIAIS E MÉTODOS
Os biocimentos foram obtidos adicionando à fração de aditivo correspondente a formulação a ser ensaiada em um almofariz de ágata contendo pó (β-fosfato tricálcio sintetizado em laboratório). Logo após, realizou-se a homogeneização manual da mistura, com auxilio de uma espátula, para se obter a melhor dispersão e distribuição do CSD no β-TCP, por um período de tempo de 30 segundos. Em seguida, a mistura foi transferida para um becker onde foi adicionado o liquido (solução de ácido fosfórico) com concentração 2,0 M.
Após 3 minutos, a mistura resultante foi transferida para moldes de polímero Teflon® em formato de cilindros (Fig. 1) com 16 mm de altura e 12 mm de diâmetro. Os corpos-de-prova foram desmoldados (Fig. 2) após 24 horas de pega e deixados em temperatura ambiente.
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Figura 1. Molde de Teflon® - Cilindros para análise de compressão diametral.
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Figura 2.  Corpos de prova cilíndricos 12 mm x 6 mm.
Foram preparadas amostras sem aditivo a fim de se verificar os efeitos de cada adição de sulfato de cálcio nos tempos de pega do biocimento, servindo como base para comparação. 
Os tempos de pega inicial e final dos biocimentos foram determinados em um aparelho de Vicat modificado, com base na norma NBR 12128 (Fig. 3). Nesta técnica, a mistura recém-homogeneizada é vertida em um recipiente e colocada com a placa base no aparelho de Vicat modificado, situado sob o tronco cônico. Foi anotado o tempo contado a partir do instante em que o liquido e o pó entra em contato.   O tronco cônico foi descido suavemente até a superfície da pasta no molde. Logo após, foi solto em intervalos de tempo crescentes. No momento em que sua ponta ativa deixava de penetrar totalmente na pasta, foi anotado o tempo. O próximo estágio no processo de cura foi medido vertendo o molde cheio sobre a placa base, de forma que os ensaios para a determinação do fim de pega fossem realizados na face oposta do corpo-de-prova, que estava originalmente em contato com a placa base. Em seguida, o tempo foi anotado. Para a realização das medidas, foi utilizado o procedimento descrito acima. O tempo final do processo foi considerado como aquele em que o tronco cônico deixou somente marcas ligeiramente perceptíveis na superfície da peça cerâmica.
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Figura 3. Aparelho de Vicat Adaptado.
Os dados obtidos foram sujeitos a tratamento estatístico onde foi utilizado o teste ANOVA (Análise de Variância de fator único), que teve como objetivo comparar se as médias aritméticas entre os tratamentos eram estatisticamente significantes e o procedimento de múltiplas comparações de Tukey- Kramer, para determinar quais dentre as médias aritméticas eram significativamente diferentes. Para testar a homogeneidade da variância foi utilizado o teste de Levene [Vieira, 2006], Tabelas 2 e 3.
3.
RESULTADOS E DISCUSSÃO.

Para facilitar a análise dos resultados das diferentes formulações propostas neste trabalho, as mesmas foram nomeadas segundo as iniciais do nome biocimento seguido de dois dígitos numéricos correspondentes à sua respectiva fração em massa de aditivo incorporado (sulfato de cálcio dihidratado).

A Tabela 1 apresenta a planilha de dados para os tempos de pega inicial e final, juntamente com a média aritmética e o desvio padrão dos biocimentos.
Tabela 1. Planilha de dados do tempo inicial e final de pega dos biocimentos
(DCPD/β-TCP).

	Tratamentos (%)
	Média ti

(min)
	Desvio Padrão ti

(min)
	Média tf

(min)
	Desvio Padrão tf

(min)

	0
	5,66667
	0,41633
	19,36667
	1,05987

	10
	3,96667
	0,49329
	5,73333
	0,49329

	30
	3,5
	0,1
	5,36667
	0,11547

	50
	4,93333
	0,64291
	5,96667
	0,61101


De forma a analisar estes resultados, foram construídos, com base na Tabela 1, os gráficos apresentados nas Fig. 4 e 5.
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Figura 4. Tempo inicial de pega dos biocimentos (DCPD/β-TCP).
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Figura 5. Tempo final de pega dos biocimentos (DCPD/β-TCP).
Conforme observado nas Fig. 4 e 5 a conclusão imediata da análise destes resultados preliminares é que, nas condições empregadas, o tempo inicial e final de pega diminui com o aumento da quantidade de aditivo e que existe diferença nas médias aritméticas das amostras para os quatro tratamentos.
Teste de Levene
Tabela 2. Teste de Levene correspondente ao tempo inicial de pega dos bicimentos (DCPD/β-TCP).

	Fonte de Variação
	SQ
	GL
	MQ
	F
	p-valor

	Aditivo
	3,57387E-4
	3
	0,0958
	3,31624
	0,07779

	Resíduo
	0,23111
	8
	0,02889
	
	


Tabela 3. Teste de Levene correspondente ao tempo final de pega dos biocimentos (DCPD/β-TCP).

	Fonte de Variação
	SQ
	GL
	MQ
	F
	p-valor

	Aditivo
	0,6737
	3
	0,22457
	2,39657
	0,14366

	Resíduo
	0,74963
	8
	0,0937
	
	


Verificamos que o p-valor do teste é maior que o nível de significância escolhido de 5% para o tempo de pega inicial e final, portanto não rejeitamos a hipótese de igualdade das variâncias.
Teste de ANOVA
A análise de variância (ANOVA de fator único) com nível de significância (α) de 5% foi utilizada com objetivo de verificar se a variação dos resultados das médias aritméticas dos tempos de pega inicial e final não são todos iguais, como mostram as Tabelas 4 e 5. Para esta analise foi utilizado o programa Origin® 8. Os testes são realizados com estatística F.

Tabela 4. Análise de Variância do tempo inicial de pega dos biocimentos (DCPD/β-TCP).

	Fonte de Variação
	SQ
	GL
	MQ
	F
	p-valor

	Aditivo
	13,44667
	3
	4,48222
	21,34392
	3,57387E-4

	Resíduo
	1,68
	8
	0,21
	
	

	Total
	15,12667
	11
	
	
	


Tabela 5. Análise de Variância do tempo final de pega dos biocimentos (DCPD/β-TCP).

	Fonte de Variação
	SQ
	GL
	MQ
	F
	p-valor

	Aditivo
	421,4825
	3
	140,494167
	320,51901
	1,136917E-8

	Resíduo
	3,506667
	8
	0,438333
	
	

	Total
	424,989167
	11
	
	
	


A análise de variância permite comparar as médias aritméticas dos tratamentos com base no valor p-valor. A probabilidade de obter uma estatística F igual ou superior a 21,34392 para o tempo mínimo de pega e 320,51901 para o tempo máximo de pega, quando a hipótese nula é verdadeira, corresponde a 3,57387E-4 para o tempo inicial e 1,13692E-8 para o tempo final de pega. Uma vez que esses p-valores é menor do que o nível de significância especificado (α = 5%) a hipótese nula foi rejeitada, ou seja, as médias não são estatisticamente iguais. Os valores-p de 3,57387E-4 e 1,13692E-8 indicam que só existe uma chance de 0,04% e 0,000001% de serem observadas diferença desses valores se as médias aritméticas dos quatro tratamentos forem iguais.
Teste de Tukey- Kramer
Depois de realizado o teste analise de variância e ter encontrado uma diferença significativa entre os tempos de pega foi executado o procedimento de múltiplas comparações de Tukey-Kramer para determinar quais dentre as médias aritméticas são significativamente diferentes (Tabelas 6 e 7). 
Tabela 6. Teste de Tukey-Kramer correspondente ao tempo inicial de pega dos biocimentos (DCPD/β-TCP).

	Comparação

Tratamentos
	Diferença Absoluta
	Erro-Padrão da Diferença
	Intervalo Crítico

	0 - 10
	2,3
	0,37417
	1,19821

	0 - 30
	2,76667
	0,37417
	1,19821

	0 - 50
	1,33333
	0,37417
	1,19821

	10 - 30
	0,46667
	0,37417
	1,19821

	10 - 50
	0,96667
	0,37417
	1,19821

	30 - 50
	1,43333
	0,37417
	1,19821


Tabela 7. Teste de Tukey-Kramer correspondente ao tempo final de pega dos biocimentos (DCPD/β-TCP).

	Comparação

Tratamentos
	Diferença Absoluta
	Erro-Padrão da Diferença
	Intervalo Crítico

	0 -10
	13,63333
	0,54057
	1,73111

	0 - 30
	14
	0,54057
	1,73111

	0 - 50
	13,4
	0,54057
	1,73111

	10 - 30
	0,366667
	0,54057
	1,73111

	10 - 50
	0,233333
	0,54057
	1,73111

	30 - 50
	0,6
	0,54057
	1,73111


O teste de Tukey avalia a igualdade entre os tratamentos, então é um teste de hipóteses. Nestes resultados vemos que a hipótese de igualdade é rejeitada para tempo inicial de pega entre os níveis: 0 - 10, 0 – 30, 0 – 50, 30 - 50 e para tempo final entre os níveis 0 - 10, 0 – 30 e 0 – 50. Os demais tratamentos não apresentaram diferenças significativas, ou seja, apresentam aproximadamente o mesmo valor de tempo inicial e de tempo final de pega.

Sabe-se que o tamanho médio das partículas do cimento pode influenciar a quantidade de líquido necessário para a obtenção do material com consistência de pasta [Toniolo, 2004]. Em geral, a nucleação e crescimento de um cristal que ocorrem durante o processo de pega do biocimento são derivados do grau de supersaturação, que depende da taxa de dissolução dos fosfatos de cálcio. A taxa de dissolução dos fosfatos de cálcio é controlada pela solubilidade e pela área superficial do sólido. Assim, pode-se estimar que quanto menores as partículas do cimento, mais rapidamente a mistura irá endurecer, ou seja, o tempo de pega é dependente dos processos de síntese e beneficiamento da matéria-prima. 

Para comparar o grau de retardo desencadeado com o aumento do teor do aditivo incorporado, realizou-se a avaliação do tempo de pega apenas em caráter qualitativo. A avaliação foi empírica, sendo realizada através da verificação se a pega do biocimento estabeleceu-se num período de tempo superior ou inferior ao relatado na literatura. Considerou-se como o tempo de cura final aquele em que o tronco cônico do aparelho de Vicat deixou somente marcas ligeiramente perceptíveis na superfície da amostra. 

Constatou-se empiricamente que a amostra BC-00 (sem a incorporação de aditivo) apresentou um tempo de pega inicial de 5 minutos. Através desta mesma avaliação constatou-se que todas as formulações com incorporação de aditivos atingiram tempos de pega inicial inferiores a 5 minutos, ficando em primeira instância, fora dos padrões para aplicações clínicas. 
Através da comparação dos tempos de cura das diferentes formulações propostas constatou-se que todos apresentaram uma tendência de diminuição do tempo de cura com a incorporação de aditivo. Como mencionado anteriormente, o tempo de cura é um parâmetro fundamental para a utilização biomédica do material a ser desenvolvido. Neste contexto, o tempo de cura deve ser pequeno, mas não tão pequeno que impeça o processo de colocação do cimento no local desejado. Conforme Driessens e colaboradores (1997), o tempo de pega inicial para a formulação de cimento a base de fosfato tricálcico é de cerca de 5 minutos. Levando-se em consideração o tempo de mistura, homogeneização e injeção no local destinado. Após a realização destes processos deseja-se um tempo de pega o menor possível para impedir que o cimento migre para locais não desejados, para fora do local de injeção. Assim, o tempo de cura não pode ser tão rápido que impeça ou dificulte qualquer um dos processos de mistura, homogeneização ou injeção. Segundo Carrodéguas (2000), esses autores não especificam o método de ensaio empregado, mas a descrição da metodologia mostra que eles utilizam o método de Gillmore. Com isto, podemos supor que este seja o método para o qual se estabelece o limite mínimo de 5 minutos para o tempo de cura inicial. Levando em conta que neste trabalho o método utilizado foi o de Vicat adaptado, não se podem descartar os resultados obtidos para as formulações BC-10, BC-30 e BC-50 com tempo inicial de cura inferior a 5 minutos.

4.
CONCLUSÕES

As medidas de tempo de pega mostraram que a incorporação do sulfato de cálcio di-hidratado à matriz de fosfato de cálcio influenciou consideravelmente, ou seja, verificou-se uma diminuição significativa no tempo de pega.   Houve uma redução de cerca de 22% no tempo de reação de endurecimento. Esses resultados mostram que é possível trabalhar com esse cimento, misturando o líquido e o pó, com tempo suficiente para manuseá-lo antes do endurecimento.
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STATISTICAL ANALYSIS OF SETTING TIME BIOCEMENTS OF CALCIUM PHOSPHATE
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Abstract. Calcium phosphate biocements have been the subject of intensive studies due to their potential biomedical applications and also for their biocompatibility properties, bioactivity and osteoconductivity. When implanted in the bone site, they do not induce immune responses, bind directly to the bone tissue and stimulate bone formation in the surface. The aim of this study was the statistical analysis of brushite biocement setting times formulated with different concentrations of calcium sulfate dihydrate. The initial and final setting times of the biocements were determined in a modified Vicat apparatus, based on the NBR 12128 and the statistical analysis of factorial experiment was performed using software (Origin®8). Measures of setting times showed that the incorporation of calcium sulfate dihydrate to the matrix of calcium phosphate had considerable influence, ie, there was a significant decrease in setting time. A reduction of about 22% in reaction time of hardening was observed.
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