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RESUMO

O uso de enxertos autdgenos para reparos dsseos apesar de ser considerado "padrao ouro",
possui algumas limitagcdes associadas ao aumento de morbidade, dor, infec¢dao, além do
sacrificio de tecidos saudaveis. Para superar essas limitagdes, o desenvolvimento de enxertos
Osseos sintéticos, como os biocimentos de fosfato de calcio (BFC), tem despertado o interesse
em pesquisadores e profissionais da area. Estudos vém comprovando o excelente desempenho
de bioc€ramicas bifasicas de hidroxiapatita (HA) e B-Fosfato tricalcio (B-TCP), entretanto, a
pesquisa e o desenvolvimento de BFC que possuam tanto HA como B-TCP ainda sdo recentes,
portanto, a investigacdo das suas propriedades e o desenvolvimento de novos métodos de
obten¢do sdo desejaveis. Neste trabalho, dois BFC foram obtidos através de metodologias
diferentes, com o objetivo de atender tanto as necessidades da odontologia, quanto da ortopedia.
O primeiro (BFC I) teve sua fase solida obtida através da sintese no estado solido e sua fase
liquida foi uma solucdo de Na,HPO4 4%. O difratograma da fase sélida demonstrou que foi
possivel obter uma bioceramica bifésica via estado-sélido, uma inovacao interessante, visto que
se trata de um método simples e barato. A analise do difatograma do BFC I confirmou as fases
HA e B-TCP. Com relagdo ao tempo de pega e pH, respectivamente, esse apresentou o tempo
inicial de 6 minutos e tempo final de 20 minutos e pH igual a 7,6. O tempo de pega do BFC I o
limita a algumas aplicagdes ortopédicas, portanto, uma mudanca na metodologia foi necessaria
para diminui-lo. Com isso, o segundo (BFC II), teve sua fase sélida a partir dos métodos de
precipitacdo em solucdo aquosa e via sol-gel, com sua fase liquida composta por uma solugao
de 2 M de H3POs e pirofosfato de sodio. A analise do difatograma do BFC II confirmou as fases
HA e B-TCP, entretanto houve o aparecimento da fase monetita. Com relagdo ao tempo de pega
e pH, respectivamente, este apresentou e tempo inicial de 3 minutos e tempo final de 7 minutos
e pH igual a 7,0. Com relagdo a citotoxicidade in vitro, o BFC I foi analisado em diferentes
concentragoes (62,50 — 2000 pL/mL) através do método da sulfurrodamina B (SRB) em contato
direto com fibroblastos murinos da linhagem 1.929. Ja o BFC II foi analisado a partir do método
do Alamar Blue a partir do contato de células de osteoblastos murinos da linhagem OFCOL II
com diferentes volumes do extrato do BFC II (10 pL, 20 pL, 40 pL e 80 pL). Ambos os testes
de citotoxicidade comprovaram que os BFC I e II ndo sdo citotoxicos. Apesar de preliminares,
as caracterizagdes fisico-quimica e a auséncia de citotoxicidade, indicam que os BFCs obtidos

sdo materiais promissores para aplica¢des na ortopedia e odontologia.

Palavras-chave: Biocimento, Hidroxiapatita, B-TCP, Fosfato de célcio, Citotoxicidade.



ABSTRACT

The use of autogenous grafts for bone repair is considered the "gold standard". However, it has
some limitations related to increased morbidity, pain, infection, and the sacrifice of health
tissues. To overcome this limitations, the development of synthetic bone grafts, such as calcium
phosphate biocements (BFC), has cathy the attention of scientists. Many studies cited excellent
performances of the hydroxyapatite (HA) and B-tricalcium phosphate (B-TCP) bioceramics.
However, the researchs and developments of HA and B-TCP BFC are still recent, therefore, an
investigation of their properties and new methods of development are desirable. In this work,
two BFC were obtained from different methods, aiming to meet both the needs of dentistry and
orthopedics. The first (BFC I) had its solid phase synthesized by solid state and its liquid phase
was a 4% NaHPOy4 solution. The solid phase diffractogram demonstrated that it was possible
to obtain biphasics f-TCP/HA bioceramics by solid-state reaction, which is interesting since it
is a simple and inexpensive method. An analysis of the BFC I diffractogram confirmed that the
biocement has the two phases HA and B-TCP. Concerning the setting time and pH, respectively,
BFC I has an initial setting time of 6 minutes and a final setting time of 20 minutes and the pH
equal to 7.6. BFC I's setting time is limited to some orthopedic applications, so a change in
methodology has been necessary. Thus, the second biocement (BFC II), had its solid phase by
the precipitation in aqueous solution and sol-gel and its liquid phase was composed of a solution
of 2 M H3PO4 and sodium pyrophosphate. An analysis of the BFC II diffractogram confirmed
the HA and B-TCP phases, but the monetite phase occurred. Concerning the setting time and
pH, respectively, it has an initial setting time of 3 minutes and a final setting time of 7 minutes,
the pH was equal to 7.0. In vitro cytotoxicity of BFC I was analyzed by the sulfurrodamine B
(SRB) method in direct contact with murine fibroblasts L929 strain. BFC Il was analyzed by
its extract in contact with murine osteoblast OFCOL II by the Alamar Blue method. The two
cytotoxicity tests showed that BFC 1 and II are not cytotoxic. Although preliminary, the
physicochemical characterization and the absence of cytotoxicity indicate that the BFCs

obtained are promising materials for orthopedics and dentistry applications.

Keywords: Biocement, Hydroxyapatite, B-TCP, Calcium phosphate, Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Os avangos tecnologicos conquistados desde o inicio da Terceira Revolucao
Industrial - 1950 até a atualidade - impulsionaram e revolucionaram pesquisas cientificas no
campo das ciéncias da satde, proporcionando o estimulo ideal para o desenvolvimento de
ciéncias como a bioengenharia e a medicina regenerativa. Apesar de implantacdes de materiais
no corpo humano ocorrerem desde civilizagdes antigas, o impulsionamento dessas novas areas
cientificas multidisciplinares incitou o interesse de pesquisadores na busca e no
desenvolvimento de materiais que substituissem ou proporcionassem a regeneragao de orgaos
e tecidos do corpo humano, os chamados Biomateriais (RATNER et al., 1997).

Atualmente, considerando os crescentes avangos da medicina regenerativa, o
aumento da expectativa de vida e consequentemente o interesse em novas terapias para doengas
Osseas comuns em idosos (ex.: osteoporose), além da busca por melhorias na qualidade de vida
de pessoas que perderam fungdes ou partes do corpo, os biomateriais que auxiliem no
tratamento de doengas Osseas se fazem cada vez mais necessarios para proporcionar o bem-
estar da populagdo. No Brasil, de acordo com dados do Sistema Unico de Satide (SUS), as
cirurgias ortopédicas chegavam a quase 300 mil por ano em 2011, chegando a 182 mil pessoas
na fila por cirurgias em traumato-ortopedia em 2017, segundo o Sistema Nacional de Regulagao
do Ministério da Satde. Ja na odontologia, segundo dados do Conselho Federal de Odontologia
(CFO), cerca de 800 mil implantes e 2,4 milhdes de componentes de proteses sdo vendidos por
ano no pais.

O uso de enxertos autdgenos para reparos 0sseos, apesar de ser considerado “padrao
ouro”, possui algumas limitacdes associadas ao aumento da morbidade, dor, infeccdo e
sacrificio de tecidos saudaveis. Uma alternativa ao uso desses enxertos € a utilizacdo de
enxertos xenogenos e alogenos. Entretanto, esses também possuem limitagdes, visto que, por
se tratarem de enxertos vindos de organismos diferentes, podem ocasionar rejeicao
imunologica, além de outros problemas relacionados a qualidade e estrutura do material e até
mesmo levantar conflitos pessoais, culturais e éticos (ex.: pacientes veganos ou adeptos a
religides que se opdem ao transplante de materiais biologicos entre pessoas) (AMARAL, 2013;
CHEN et al., 2018).

A aplicacdo de biomateriais sintéticos para regeneracao de tecidos 0sseos, como
uma alternativa aos demais enxertos ¢ relevante, pois eles ndo danificam tecidos saudaveis, nao
trazem os riscos de contaminagdes virais e bacterianas, além de serem disponibilizados

comercialmente. Podem, ainda, ser de facil dissolucao e absor¢do, ao mesmo tempo em que
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permitem e estimulam a formacdo 6ssea (ZHOU et al., 2012). Portanto, devido a todas as
vantagens, € crescente o interesse em pesquisas relacionadas ao uso de enxertos sintéticos como
as bioceramicas e biocimentos de fosfato de célcio (BFC) com caracteristicas e desempenhos
iguais ou superiores aos demais enxertos.

Nesse cenario, estudos vem comprovando o excelente desempenho de bioceramicas
que contenham os fosfatos de calcio sintéticos Hidroxiapatita (HA) e B-Fosfato tricalcio (B-
TCP devido a caracteristicas como resisténcia mecanica, biodegradagdo acompanhada do
remodelamento 0sseo, biocompabilidade, osteoconducdo, osteoinducdo e a capacidade de
formar fortes ligacdes com o tecido dsseo do hospedeiro (CHENG et al, 2009). Entretanto, a
pesquisa e o desenvolvimento de BFC que contenham ambas as fases HA e B-TCP ainda sdo
recentes e controle de suas propriedades ainda necessitam de profunda investigagdo. Portanto,
o desenvolvimento de novos BFC com ambas as fases, bem como o desenvolvimento de novas

propostas para o aperfeicoamento de suas propriedades, ainda sdo necessarias.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biomateriais

O conceito de biomateriais, primeiramente proposto por WILLIAMS (1986), os
definia como materiais inertes que atuam como dispositivos médicos utilizados na intenc¢ao de
interagirem com sistemas bioldgicos. Posteriormente, Helmus & Tweden (1995) os definiram
como substancias naturais ou sintéticas (ou uma combinagdo dessas) que nao sejam drogas e
que podem ser usadas tanto completamente, como parcialmente, por um determinado periodo
de tempo, para o tratamento, substituicdo e regeneracao de o6rgaos e tecidos, além de também
serem utilizados para recuperar fungdes do corpo humano. Atualmente, apos o desenvolvimento
de novas aplicacdes mais sofisticadas para biomateriais, o termo biomaterial passou a ser
definido como: materiais projetados para assumir uma forma que possa direcionar, por meio de
interagdes com sistemas vivos, o curso de qualquer procedimento terapéutico ou diagnostico
(Conference on Definitions in Biomaterials, 2018, Chengdu, China).

A ciéncia dos biomateriais ¢ entendida como o estudo das interagdes quimicas,
fisicas e biologicas de materiais com o ambiente fisiologico. Trata-se, portanto, de uma ciéncia
multidisciplinar que abrange o interesse de pesquisadores de diversas areas da ciéncia
(HUEBSCH; MOONEY, 2009). A Figura 1 ilustra as areas da ciéncia que fazem parte da
multidisciplinaridade da ciéncia dos biomateriais.

A historia dos biomateriais acompanha a propria historia da medicina e se inicia a
partir das primeiras investigagdes direcionadas ao funcionamento do corpo humano, quando
nossos ancestrais perceberam que determinados tipos de materiais sdo capazes de interagir com
o organismo auxiliando no tratamento de doengas ou traumas (HUEBSCH; MOONEY, 2009).
Entretanto, antes do estabelecimento e o entendimento de conceitos como o de
biocompatibilidade e a preocupacao com esterilizagao para evitar infecgdes, muitos dispositivos
desenvolvidos estavam fadados ao fracasso (RATNER; BRYANT, 2004a). Entende-se,
portanto, que biocompatibilidade ¢ a capacidade de um biomaterial de desempenhar sua funcao
desejada sem provocar efeitos fisioldgicos locais ou sistémicos indesejaveis, sendo capaz de
gerar a resposta celular ou tecidual benéfica mais apropriada naquela situacdo e otimizar o

desempenho clinicamente relevante dessa terapia (WILLIAMS, 2008).
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Figura 1 — Ciéncias que contribuem para o desenvolvimento das
ciéncias dos biomateriais.
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Fonte: Adaptado de RATNER, 2019

Os avancos no entendimento de biocompatibilidade, a preocupacdo com
esterilizacdo e a ascensdo das ciéncias dos materiais, nanotecnologia e ciéncias como a
imunologia, protedmica e gendmica, devido a revolugéo da biologia molecular, influenciaram
definitivamente as pesquisas em biomateriais e em como esses podem ser idealizados, obtidos
e modificados para performarem func¢des que atendam as necessidades de profissionais da satude
e pacientes. No presente, como consequéncia desses avangos, estudos sdo realizados com o
objetivo de entender as respostas imunolégicas provocadas pelo implante de biomateriais,
assim como também o desenvolvimento de materiais antimicrobianos ou nanocarreadores de
antibioticos que ajudem a combater infeccbes (ALBUQUERQUE, 2012; ASLAN et al., 2010;
CRAVEDI et al., 2017; HUEBSCH; MOONEY, 2009; WALMSLEY et al., 2015).

A biotecnologia também é uma ferramenta poderosa utilizada no desenvolvimento
de novos biomateriais. Atraves dos avancos em biotecnologia foi possivel, por exemplo, o
desenvolvimento de novas metodologias para cultura de células; o desenvolvimento de
dispositivos drug-delivery, de terapias-alvo e do direcionamento genético para tratamento de

doencgas Osseas; a possibilidade de encapsular biomoléculas, e 0 uso de técnicas de
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biotecnologia estrutural e computacional para otimizar analises da performance de novos
biomateriais (ALMOUEMEN; KELLY; O’LEARY, 2019; BAHRAMI et al., 2018; GERING
etal., 2019; RATNER; BRYANT, 2004b; SINGH et al., 2019).

Os biomateriais podem ser classificados de acordo com as respostas induzidas no
organismo. Portanto, de acordo com Hench & Wilson (1993) dependendo do comportamento
fisioldgico, os biomateriais podem ser:

= Biotoleraveis: quando sdo tolerados pelo corpo humano por permitir a formacao
de tecido fibroso circundante que o isola dos tecidos adjacentes. Quanto maior a fibrose, menor
a tolerabilidade do material, pois maior deverd ser a camada do tecido fibroso para isolar e
evitar que a liberacdo de compostos quimicos pelo desgaste ndo seja prejudicial ao organismo.

= Bioinertes: quando também sdo tolerados pelo organismo, entretanto, nao
liberam substancias que podem ser nocivas a este, logo, a camada de tecido fibroso circundante
é minima.

= Bioativos: materiais capazes de interagir com os tecidos do organismo. Um bom
exemplo é a osseointegracdo oferecida pelos enxertos 6sseos sintéticos e o tecido dsseo devido
a semelhanca da composicéo quimica.

= Absorviveis: quando ap6s um determinado tempo de implantacdo, esses sdo
degradados pelo corpo humano sem causar nenhum dano. Essa caracteristica € importante visto
que a degradacdo deve ocorrer sem a geracdo de subprodutos prejudiciais que obstruam o
processo de cicatrizacdo ou, posteriormente, iniciem complica¢es no corpo humano, e também
é bastante interessante para aplicacdes cirurgicas visto que evita uma segunda intervencao para
retirada do material.

Com relacdo ao tipo de material, os biomateriais usados em medicina podem ser
classificados basicamente em biomateriais metalicos, ceramicos e biopolimeros. Esses diferem
em suas propriedades com relacdo a interacdo com o corpo humano, bem como suas
propriedades fisico-quimicas. A escolha do material ideal, a analise de suas propriedades como
biocompatibilidade, interacdo tecido-biomaterial, propriedades fisico-quimicas, além de
ensaios clinicos e pré-clinicos, deverdo ser realizadas para que o biomaterial possa, por fim,
exercer sua aplicabilidade (RATNER et al., 1997). A Figura 2, resume a trajetéria utilizada para
o0 desenvolvimento de biomateriais desde sua idealizac¢do até o uso clinico.

Enxertos 0sseos, enxertos de pele, 6rgéos artificiais (rins, coracdo), scaffolds para
regeneracdo e cultura celular, proteses, catéteres, lentes intraoculares, lentes de contato, tenddes
artificiais e ligamentos, implantes dentarios, biossensores, proteses de vaso sanguineo sdo

algumas das diversas aplicacdes e possibilidades fornecidas através do desenvolvimento da
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ciéncia dos biomateriais (KIM et al., 2019; KONONEN; KIVILAHTI, 2001; MALLICK;
COX, 2013; RATNER et al., 1997; VO-DINH; CULLUM, 2000; WANG; YEUNG, 2017).

Figura 2 — Desenvolvimento de biomateriais para aplicagdes biomédicas
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2.2 Enxertos Osseos

Enxertos 0sseos sao utilizados frequentemente no contexto cirtirgico com o objetivo
de promover o ambiente necessario para a regeneracdo 6ssea apos lesoes, injurias ou falhas
(BAUER; MUSCHLER, 2000a). Por ano, pelo menos 2 milhdes de cirurgias com a aplicagdo
de enxertos dsseos sdo realizadas pelo mundo. Consequentemente, esse tipo de procedimento

ocupa a segunda posicao entre os transplantes de tecidos mais realizados apos as transfusoes

sanguineas (WANG; YEUNG, 2017).

A justificativa para o uso de enxertos 0sseos se da pela necessidade de fornecer
um ambiente fisioldgico e estrutural que mantenha a homeostase durante a formagdo do novo
0ss0. Esse ambiente deve permitir a sobrevivéncia e proliferacdo células viaveis,
vascularizacdo adequada, estabilidade e presenca de fatores e matriz de crescimento. Participam
dos eventos bioldgicos que caracterizam o reparo 6sseo uma série de reacbes moleculares
complexas que estimulam o recrutamento e diferenciacdo de células especializadas do
metabolismo 6sseo como osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos (JACOBS, 2017). Os
osteoblastos sdo células derivadas de células-tronco mesenquimais e especializadas na sintese
da matriz éssea, ja os osteoclastos sdo as células responsaveis pela reabsorcdo dssea. Ostedcitos
sdo osteoblastos maduros que perdem a capacidade de sintese da matriz 6ssea, mas sao
importantes na homeostase do tecido ¢sseo (DESCHASEAUX; SENSEBE; HEYMANN,
2009). O resultado desses eventos é a formacdo de um novo 0sso com as mesmas propriedades
bioldgicas e fisico-quimicas idénticas ao 0sso nao lesionado adjacente (DIMITRIOU et al.,
2011).

O o0sso é um material compoésito cuja sua matriz extracelular consiste de
minerais, colageno, 4gua, proteinas ndo colagenas, vasos sanguineos e lipidios que contribuem
para suas fungdes mecanicas e metabolicas. A por¢do mineral do 0sso € constituida em sua
maioria por fosfato de célcio (aproximadamente 60% do peso 6sseo), o qual também é o
principal constituinte do esmalte dentario (aproximadamente 90%) (BOSKEY; GEHRON,
2013; ELIAZ; METOKI, 2017).

A estrutura e a proporcdo dos componentes 0sseos diferem com a idade, local e
historico, resultando em diferentes tipos de 0ssos que exibem caracteristicas fisico-quimicas e
funcionais distintas, sendo os principais tipos o esponjoso e cortical. Dessa forma, 0 0sso néo
funciona apenas para fornecer suporte estrutural e protecdo aos 0rgaos, mas também esta
envolvido na manutencdo da homeostase mineral e no fornecimento de células-tronco

hematopoiéticas e reservatdrio de células sanguineas para o resto do corpo. Consequentemente,
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fazem parte do metabolismo dsseo uma série de ciclos constantes de reabsor¢éo e renovacéo,
passando por uma continua troca quimica e remodelagdo estrutural, devido a regulacdo
hormonal interna e as demandas mecanicas externas (HING, 2005).

Embora o tecido 6sseo possua a capacidade de se regenerar naturalmente em
resposta a lesdo, bem como durante o desenvolvimento esquelético ou a remodelacdo continua
ao longo da vida adulta, complicagdes no processo de regeneracdo ocorrem com frequéncia em
algumas situacdes como, por exemplo, na regeneracdo de grandes defeitos 6sseos criados por
trauma, infeccédo, resseccdo de tumores e anormalidades esqueléticas, ou em casos em que 0
processo regenerativo é comprometido, incluindo necrose, ndo unides atroficas e osteoporose
(BAUER; MUSCHLER, 2000b; DIMITRIOU et al., 2011). Nessas condicdes, o tecido 6sseo
ndo € capaz de realizar naturalmente os processos que resultam na regeneracdo 6ssea, sendo,
portanto, necessario 0 uso de enxertos para auxiliar, guiar e promover o crescimento de um

NOVO 0SSO.

Os enxertos 6sseos podem ser classificados em autodlogos, alogenos, xendgenos ¢
sintéticos. Os enxertos autdogenos sdo retirados de outros tecidos saudaveis do proprio
individuo; os enxertos aldgenos sdo provenientes de outro individuo da mesma espécie;
enxertos xendgenos sdo provenientes de espécies diferentes como, por exemplo, bovinos;
enxertos sintéticos sao produzidos em laboratério como, por exemplo, os materiais a base de

fosfato de calcio sintético (KUMAR; VINITHA; FATHIMA, 2013).

Adicionalmente, para que possam participar da regeneragao Ossea, 0S enxertos

precisam apresentar algumas propriedades bioldgicas como:

. Osteoconducao: essa propriedade caracteriza a capacidade do enxerto de
proporcionar uma estrutura ideal para que ocorra uma regeneracao 6ssea guiada. Portanto, os
enxertos 6sseos funcionam como scaffolds que oferecem o arcabouco capaz de hospedar células
essenciais na regeneracdo 0ssea, como 0s osteoblastos e osteoclastos. Dessa forma, a
cicatrizacdo ocorre na superficie ou através de poros, canais ou tubos do material
(ALBREKTSSON; JOHANSSON, 2001; JACOBS, 2017)

. Osteoinducdo: um material é osteoindutor quando é capaz fornecer um
estimulo biologico que promove o recrutamento, proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco
mesenquimais locais ou transplantadas em osteoblastos maduros (BAUER; MUSCHLER,
2000b; JACOBS, 2017). Biomateriais que contem fosfato de calcio sdo potenciais
osteoindutores, assim como o que contem alumina. titanio ou cerdmica de vidro, visto que sua

composi¢do quimica é ideal para promover osteoinducdo (WINKLER et al., 2018).
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. Osseointegracdo: segundo o Dicionario Médico llustrado de Dorland,
essa propriedade é definida como ancoragem direta de um implante pela formacdo de tecido
0sseo ao seu redor sem crescimento de tecido fibroso na interface osso-implante. Em 2017,
ALBREKTSSON e colaboradores propuseram uma nova definicdo para osseointegracao, onde
esta é definida como uma reacgdo de corpo estranho onde a regeneracdo 6ssea ocorre Como uma
reacdo de defesa para proteger o implante dos tecidos.

. Osteogénese: um material osteogénico pode ser definido como um
conjunto de células vivas capazes de se diferenciar em células essenciais no mecanismo de
regeneracdo Ossea (ex.: osteoblastos). Os enxertos 0sseos osteogénicos possuem toda a
estrutura, os elementos celulares e fatores de crescimento necessarios para formagao do novo
0ss0. O mais utilizado é o0 0sso autdgeno, que € comumente retirado da crista iliaca (JACOBS,
2017).

2.3 Bioceramicas de Fosfato de Calcio

Céramicas podem ser definidas como materiais s6lidos inorganicos e ndo metalicos
que sdo obtidas através da aplicag@o de calor ou de pressdo e calor (BARSOUM, 2002). Quando
ceramicas sao utilizadas no intuito de tratar ou substituir partes do corpo, essas sdo chamadas
de bioceramicas.

As bioceramicas de fosfato de célcio foram propostas, em 1920, para aplicagdes
biomédicas, apos a comprovacao de que defeitos tratados com tricalcio fosfato demonstraram
crescimento 6sseo mais rapido do que nos defeitos ndo tratados (BEN-NISSAN, 2002). Essas
logo se destacaram como enxertos 0sseos por apresentarem caracteristicas otimas para essa
aplicacdo como bioatividade, biocompatibilidade, osseointegracdo, osteoinducao,
osteoconduc¢do, absor¢do, além composicdo bastante similar a do osso. Outras caracteristicas
apresentadas pelas bioceramicas como a capacidade de funcionarem como dispositivos drug-
delivery e a habilidade de formarem ligagdes com o tecido 6sseo, minimizando a formagao da
capsula fibrosa, também sdo importantes para sua aplicabilidade. Adicionalmente, essas podem
ser encontradas tanto em forma de blocos, como também em forma de granulados (ELIAZ;
METOKI, 2017; TANG et al., 2018; YUAN et al., 2010).

Fosfatos de calcio sio minerais que contém cations de calcio (Ca®"), juntamente
com anions de ortofosfato, metafosfato, ou pirofosfato e, as vezes, hidrogénio (fons H') ou
hidroxido (OH"). Dependendo da temperatura, impurezas e presenca de agua, os fosfatos de

calcio podem existir em diferentes fases. Os que possuem uma razao atdmica Ca/P entre 1,5 e
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1,67 sdo chamados de apatitas, por exemplo, HA ou fluorapatita. O termo apatita foi cunhado,
em 1786, pelo gedlogo alemao Abraham Gottlob Werner, com base na antiga palavra grega
"apatao", que significa "enganar" (BOSE; TARAFDER, 2012; ELIAZ; METOKI, 2017). De
acordo com a Tabela 1, ¢ possivel observar os diferentes tipos de fosfatos de calcio possiveis

de obter sinteticamente.

Tabela 01 — Fosfatos de calcio sintéticos

Razao Ca/P Féormula quimica Nome
2,0 CasO(PO4)2 Fosfato tetracalcio
L67 Cai0(PO4)s(OH)2 Hidroxiapatita

Caj0-2x(PO4)s(OH)2 Fosfato de célcio amorfo

1,5 Caz(PO4)2 Fosfato tricalcio
1,33 CagHz(PO4)6.5H20 Fosfato octacélcio
1,0 CaHPO4.2H,0 Fosfato dicalcio dihidratado
1,0 CaHPOq4 Fosfato dicalcio
1,0 CaxP»07 Pirofosfato de calcio
1,0 CayP207.2H20 Pirofosfato de calcio dihidratado
0,7 Ca7(PsO16)2 Fosfato heptacélcio
0,67 CaH,P¢0O20 Fosfato dihidrogeno tetracélcio
0,5 Ca(H2P0O4)2.H>0 Fosfato monocélcio monohidratado
0,5 Ca(POs)> Metafosfato de calcio

Fonte: Adaptado de FERRAZ, 2000

Apesar de similaridades na composi¢do quimica, por possuirem basicamente ions
fosfato e calcio, nem todos os fosfatos de calcio possuem as mesmas propriedades biologicas e
fisico-quimicas. Dependendo da razdo Ca/P estes podem diferir entre solubilidade, degradacao
no organismo e bioatividade. A propriedade osteoindutora do material também ¢ afetada tanto
pela razdo Ca/P, quanto por caracteristicas como solubilidade, topografia da superficie (ex.:
macro ou microporosidade) (SAMAVEDI; WHITTINGTON; GOLDSTEIN, 2013; TANG et
al., 2018). A partir da Tabela 2, ¢ possivel visualizar as diferengas entre solubilidade e

osteoindugao de acordo com a razao Ca/P.
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Tabela 2 — Solubilidade ¢ osteoinducao de fosfatos de calcio com diferentes razdes Ca/P

Fosfato de calcio Solubilidade (Kps) Razao Ca/P Osteoinducao
o -TCP 8,46 x 1072 1,5 +
Hidroxiapatita 6,62 x 107126 1,67 ++

B-TCP 2,07x 1033 1,5 +++

Fosfatos de calcio Depende da razao 1,5-1,67 +H+++
bifasicos TCP/HA

Fonte: Adaptado de SAMAVEDI; WHITTINGTON; GOLDSTEIN, 2013

Compreender as propriedades fisico-quimicas de cada tipo de fosfato de calcio,
como elas se relacionam e entender como irdo afetar a performance no reparo Osseo €
imprescindivel para que o pesquisador possa escolher qual fase se enquadrara melhor de acordo
com a aplicagdo de seu interesse. A taxa de dissolucao das biocerdmicas, por exemplo, afeta os
estagios iniciais de implantagdo ¢ depende de varios parametros como porosidade, atividade
bioldgica de macrofagos e osteoclastos, pH, temperatura e solubilidade. A dissolucdo parcial
causa um aumento na concentragdo local de ions calcio e fosfato, aumentando assim seu grau
de saturag@o no microambiente, resultando na precipitacdo de microcristais de apatita bioldgica
que favorecem a formacao do tecido 0sseo. Esses microcristais incorporam outros ions (por
exemplo, carbonato, magnésio) e macromoléculas organicas a partir de fluidos bioldgicos. Essa
precipitagdo superficial pode incorporar varias proteinas e fatores de crescimento presentes no
microambiente que podem promover a ligacdo e a fungao celular. O novo crescimento dsseo na
superficie da bioceramica forma uma ponte entre o osso hospedeiro e o material.
Eventualmente, esse osso imaturo ¢ remodelado (ELIAZ; METOKI, 2017).

A solubilidade de solidos em solug@o aquosa, como as bioceramicas em ambiente
fisiologico, € caracterizada por um equilibrio entre a superficie do so6lido e as espécies em
solucdo, que exibem um produto de atividade idnica constante correspondente ao produto de
solubilidade (Ksp). O Ksp ¢ caracteristico de um composto solido e esta relacionado a sua
composi¢do. No pH fisiolégico, a solubilidade, expressa como a quantidade de ions Ca*" e
ortofosfato em solugdo em equilibrio, diminui na ordem TTCP > a-TCP > DCPD> DCPA OCP>
B-TCP>HA (REY, C., COMBES, C., DROUET, C., & GROSSIN, 2011).

Ja a porosidade e arquitetura estrutural afetam diretamente as propriedades

mecanicas de uma biocerdmica, onde a resisténcia mecanica diminui rapidamente com o
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aumento da porosidade. Além disso, a taxa e a qualidade da integracdo dssea tém sido
relacionadas ao tamanho e quantidade dos poros tanto em fun¢do da permeabilidade estrutural
quanto da mecanotransdugado (o processo pelo qual as células convertem estimulos mecanicos
em uma resposta quimica). A porosidade também esta relacionada a capacidade de absorgdo e
no recrutamento de fatores de crescimento, difusdo de fluidos, oxigénio, nutrientes e
substancias bioativas para o crescimento celular, o que ¢ vital para a regeneracdo dos 0ssos ¢
tecidos moles. No entanto, a presenca de tamanhos de poros grandes pode prejudicar a
regeneragao ossea, permitindo que as células de tecido mole migrem através da estrutura porosa
do material, superpopulem o local do defeito e inibam a infiltragdo e a atividade das células
formadoras de ossos (ELGALI et al., 2017; HING, 2005).

Uma das grandes vantagens das bioceramicas de fosfato de célcio € que estas sdo
sintetizadas em laboratorio, portanto, varias técnicas foram desenvolvidas para obtencao de
fosfatos de calcio sintéticos. Desta forma, as rotas de sintese mais utilizadas e estudadas estdo

resumidas na Tabela 3.

Tabela 3 — Vias sintéticas de obten¢ao de Fosfatos de Calcio

Tipo Método Principio Caracteristicas
Alta produtividade,
o N baixo custo,
- Precipitacdo de solugdes aquosas Lo
Precipitagdo , gy cristalinidade e
saturadas contendo ions calcio e fosfato. .
tamanho de particula
heterogéneas
C N NPT . Taxas de reacdo
Precipitacdo Aplicagdo de irradiagdo de micro-ondas

assistida por
micro-ondas

durante a precipitagdo de fosfato de
calcio.

aceleradas, melhor
controle do tamanho
das nanoparticulas

Sintese umida

Precipitacdo
assistida por
ultrassom

Aplicagdo do ultrassom durante a
precipitagdo de fosfato de calcio.

Taxas de reacdo
aceleradas Melhor
controle sobre o
tamanho das
nanoparticulas

Precipitacdo por
emulsao

Precipitacdo de fosfato de célcio em um
sistema de emulsdo.

Reduz aglomeracgdes,
forma uniforme,
presenca de solventes
organicos

Sintese sol-gel

Hidrdlise de precursores que produzem
um sol (suspensdo coloidal de
nanoparticulas) que pode ser convertido
em gel amorfo e solidificado por
tratamentos térmicos

Sintese de grandes
quantidades, baixo
custo, forte controle
sobre a composi¢ao
quimica
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Pés-processamento
Tratamento em alta temperatura e pressao  para melhorar o

Sintese o
. L. de fases precursoras de fosfato de calcio controle sobre a
hidrotérmica . .
nanoestruturadas em meio aquoso homogeneidade das
nanoparticulas

Boa cristalinidade e

estequiometria,
Preparag@o de po por aplicagdo de alta possibilidade de
Combustao temperatura (chama) a uma solugdo aumento de escala,
precursora contendo célcio e fosfato tendéncia para
Métodos secos aglomeragao de
nanoparticulas
Reacdo no estado  Ativacdo mecanica de alta energia do p6 Aumento da
solido precursor cristalinidade com

aumento da ativagdo

Fonte: Adaptado de ALVES CARDOSO; JANSEN; G. LEEUWENBURGH, 2012

2.4 Biocimentos de Fosfato de Calcio

Diferentemente das bioceramicas de fosfato de calcio, os biocimentos de fosfato de
calcio (BFC) s3o formados por uma combinagido de uma ou mais fases solidas (pds de fosfato
de calcio, bioceramicas) capazes de formar uma pasta plastica quando misturados com agua ou
uma solu¢do aquosa, iniciando o processo de endurecimento a temperatura ambiente ou
corporea (ZHANG et al., 2014). Os BFC foram primeiramente propostos por LerGeros e Brown
& Chow, na década de 80, com o objetivo de estender a adaptabilidade e moldabilidade dos
substitutos Osseos de fosfato de célcio. Em 1996 foram entdo aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) dos EUA (GINEBRA et al., 2018; WANG; YEUNG, 2017). O processo
de solidificac¢do ocorre devido a reag@o de dissolugdo de precipita¢do, onde hé o crescimento e
entrelacamento dos cristais, elevando a resisténcia mecanica progressivamente em funcao do
tempo, tendo como resultado um corpo sélido tnico formado por uma ou mais fases (GINEBRA
et al., 2018). O preparo e processo de endurecimento dos BFC ¢ esquematizado pela Figura 3.

Para que possam ser utilizados na pratica clinica, os BFC precisam apresentar
algumas caracteristicas fisico-quimicas especificas. Uma das principais caracteristicas € o
tempo de endurecimento, também chamado de tempo de pega ou cura. Este deve ser lento o
suficiente para permitir a implantacdo, visto que a deformagao durante o endurecimento pode
causar rachaduras, mas rapido o suficiente para evitar atrasos na operacgao e infec¢des. O tempo
de pega de muitos BFC € entre 15 e 22 min. Entretanto, esse tempo € muito longo para algumas

aplicagdes clinicas, sendo necessario entdo reduzi-lo para 5-8 min. A viscosidade também ¢ um
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requisito importante, visto que dependendo da preferéncia do profissional e/ou da finalidade,
biocimentos injetaveis ou moldados pelo operador poderdo ser aplicados (ELIAZ; METOKI,

2017).

Figura 3 — Preparo e processo de endurecimento dos biocimentos de fosfato de célcio.
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(2) Precipitagdo
de cristais

Endurecimento

Fonte: Adaptado de GINEBRA et al., 2018

Os BFC por apresentarem composi¢do extremamente similar ao da por¢ao mineral
do osso natural e caracteristicas como facil moldagem acompanhada de capacidade de
endurecimento in situ, porosidade, eficacia ao serem utilizados como sistemas de drug delivery,
encapsulando farmacos ou substancias biologicas (fatores de crescimento, proteina
morfogenética dssea), biocompatibilidade, biodegradagdo, osteoinducdo, osteocunducdo e
injetabilidade sdo excelentes enxertos 6sseos.Portanto, o desenvolvimento de novas aplica¢des
e novas propriedades para esses biomateriais ¢ de grande interesse de pesquisadores e
profissionais da 4rea (CHEN et al., 2018).

Os BFC sdo aplicaveis em varios cenarios da area biomédica, principalmente em
reparagdo Ossea pos-traumadtica, cirurgia ou em ferimentos patologicos, como tumores
osteoliticos ou osteoporose, e também para preenchimento de areas do cranio e da regido
maxilo-facial que ndo sejam submetidos a grandes cargas mecanicas (VERRON; BOULER;
GUICHEUX, 2012). Devido a sua injetabilidade e modelagem, o BFC também sao amplamente
utilizados em aplicacgdes orais e dentarias, como preenchimento de canal radicular, pulpotomia
e reparo de defeitos 0sseos periodontais (CHEN et al., 2018).

Assim como as bioceramicas de fosfato de célcio, os BFC nao causam sinais de resposta

inflamatoria ou imunoldgica e possibilitam uma nova formagao dssea. A reabsor¢ao do material
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pode ocorrer por dissolugdo com desintegragdo do cimento e formagdo de particulas seguida
pela fagocitose das mesmas através de macrofagos. Em defeitos 0sseos preenchidos por estes,
ocorre uma nova formacao 6ssea em contato direto com granulos de fosfato de calcio ainda nao
reabsorvidos. O crescimento 6sseo também ocorre quando células semelhantes aos osteoclastos
reabsorvem o BFC como se o mesmo fosse uma parte do osso, entdo um novo tecido 6sseo ¢
formado diretamente na linha de reabsor¢ao (THEISS ez al., 2005; YUAN H, L1'Y, DE BRUIIN
JD, DE GROOT K, 2000).

BFC de HA e B-TCP possuem amplas aplicagdes no cenario ortopédico e odontoldgico
(BROWN et al., 1998; CHEN et al., 2018; LURYI; BULSARA; MICHAELIDES, 2017;
STAVROPOULOS et al., 2011; VERRET et al., 2005). A HA ¢ o fosfato de calcio mais estavel,
porém com baixa solubilidade em ambiente fisioldgico. Sua superficie favorece a nucleacao de
minerais 0sseos nos fluidos corporais. Quando aplicados, ndo causam reag¢des inflamatorias. J&
o B-TCP ¢ menos estavel que a HA, mas possui uma taxa de degrada¢dao mais rapida e maior
solubilidade. Além disso, possui uma alta taxa de reabsor¢do e ¢ amplamente utilizada para
aumentar a biocompatibilidade. B-TCP promove a proliferacdo de células osteoprecursoras
como como osteoblastos e células estromais da medula 6ssea (JEONG et al., 2019). Portanto,
devido a todas essas caracteristicas, um biocimento que possuir ambas as fases em sua
formulacao possivelmente seriam mais eficazes em comparagao aos outros. De fato, a literatura
mostra que as composicoes bifasicas vém apresentando melhor desempenho de neoformacgao
ossea quando aplicados in vivo (SUNG et al., 2004). A partir da Figura 4, ¢ possivel visualizar

o mecanismo de regeneragdo do 0sso apos aplicagdo de HA em um defeito osseo.

Figura 4 — Mecanismo de regeneracao do osso apos aplicacdao de HA

H' HO o Ca®'

Ca(PO;):OH s Cay(POy); ,/ CaHPO, ... Superficie de hidroxiapatita

@’@"@@C;)A@ @

Fonte: Adaptado de BERTAZZO et al., 2010.
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Legenda: (1) inicio do procedimento de implante, onde comeca uma solubilizacdo da superficie da HA; (2)
continuacao da solubilizacdo da superficie do HA; (3) o equilibrio entre as solugdes fisioldgicas e a superficie
modificada do HA foi alcancado (4) adsorcdo de proteinas e / ou outros compostos bioorganicos; (5) adeséo

celular; (6) proliferacéo celular; (7) inicio de uma nova formagao 6ssea; (8) novo osso formado.

2.5 Analise de citotoxicidade in vitro em biomateriais

Para serem utilizados na pratica médica, os biomateriais precisam atender alguns
requisitos basicos como: biocompatibilidade, biofuncionalidade e capacidade de induzir a
forma¢do de um novo tecido no individuo (GINEBRA et al., 1996). A falta de
biocompatibilidade, por exemplo, pode induzir intera¢cdes imunoldgicas (locais e sistémicas)
que causem falha do dispositivo, sofrimento do paciente ou até fatalidade (OMIDI et al., 2017).
Portanto, o primeiro nivel de teste, dentro da avaliag@o de biocompatibilidade de um biomaterial
¢ a determinacdo da citotoxicidade in vitro (ISO 10993-5, 1992). Apesar de ndo dispensar a
necessidade de analises in vivo, o modelo in vitro oferece resultados preliminares que permitem
estudar os mecanismos pelos quais biomateriais podem ou nao produzir reagdes adversas em
nivel celular, dando aos pesquisadores a oportunidade de realizar alteragdes na composicao do
material antes de prosseguir ao nivel de teste in vivo (WENNBERG et al., 1979).

O uso de modelos in vitro para avaliar a biocompatibilidade de dispositivos médicos
possui muitas vantagens, entre elas a redu¢do do tempo para os resultados, a capacidade prever
possiveis toxicidades do material ao ambiente bioldgico e a capacidade de testar uma pequena
quantidade em comparacao com o estudo in vivo que ¢ estimado pelos pesos corporais ou areas
de superficie (LIU et al., 2018). Inimeros métodos sdo descritos na literatura para realiza¢ao
de citotoxicidade entre eles estdo os testes SRB, Alamar Blue, MTT, XTT, NRU, LDH
(ASLANTURK, 2018).

O ensaio da Sulforrodamina B (SRB) foi desenvolvido por SKEHAN e
colaboradores (1990) e, desde entdo, ¢ um dos métodos mais utilizados para avaliar a
citotoxicidade in vitro. O principio do método de baseia na capacidade do corante SRB de se
ligar aos componentes proteicos das células que foram fixadas as placas pelo &cido
tricloroacético (TCA). O SRB ¢ um corante aminoxanteno rosa brilhante que possui dois grupos
sulfonicos que se ligam a residuos de aminodcidos basicos em condigdes acidas leves e se
dissociam em condig¢des basicas. Por se tratar de uma ligag@o estequiométrica, a quantidade de
células coradas ¢ diretamente proporcional a massa celular (VICHAI; KIRTIKARA, 2006).

Ja o Alamar blue, nos ultimos 50 anos, tem sido amplamente utilizado em andlises
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de viabilidade celular e citotoxicidade in vitro, portanto, ¢ uma das substincias mais
referenciadas para estes ensaios. Este ensaio ¢ capaz de monitorar o ambiente redutor de uma
célula viavel através da resazurina, a qual ¢ um composto solivel em agua, estavel em meio de
cultura, ndo toxico e permeavel as membranas celulares. A resazurina ¢ um corante azul nao
fluorescente que ¢ reduzido ao resorufino através da atividade de enzimas redox, que por sua
vez, tem cor rosa € ¢ altamente florescente. As células viaveis convertem continuamente a
resazurina em resorufina, gerando assim uma medida quantitativa da viabilidade celular. A
mudanga do estado oxidado para o reduzido permite flexibilidade de detec¢ao, onde as
medi¢des podem ser quantitativas como leituras colorimétricas e/ou fluorométricas (mais
sensiveis) ou qualitativas como uma mudanga visivel na cor indicando presenca ou auséncia de
células viaveis (KUMAR; NAGARAJAN; UCHIL, 2018; RAMPERSAD, 2012).
Dependendo das propriedades material a ser analisado, algumas metodologias de
citotoxicidade sdo mais recomendaveis que outras. A ISO 10993-5 recomenda os testes de
contato direto, teste de contato indireto e teste de extracdo para a avaliagdo da citotoxicidade

em biomateriais (GOLA, 2019), como ¢ possivel observar através da Figura 5.

Figura 5 — Testes baseados em cultura de células para avaliacdo de citotoxicidade em

biomateriais.
: Espécime
Espécime j
= Meio de
cultura
IR S G GON S LI e D =X ‘T -
(A) Camada celular (B) Camada celular
Espécime Espécime
Filtro com camada celular
] -
Agar com
T cultura
(C) Camada (D)

celular

Fonte: Adaptado de GOLA, 2019.
Legenda: (A) teste com extrato; (B) teste com contato direto; (C) teste com contato indireto: ensaio de difusdo em
agar; (D) teste com contato indireto: ensaio de difusdo do filtro.
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3 JUSTIFICATIVA

Levando em consideragao o grande nimero de casos que necessitam de enxertia
Ossea tanto em ortopedia como em odontologia, bem como a necessidade de encontrar
biomateriais que possam substituir e superar as limitagdes dos enxertos dsseos tradicionais, €
interessante o desenvolvimento de novos enxertos 6sseos que possuam caracteristicas similares
ou superiores aos demais enxertos. Para isso, enxertos como as bioceramicas fosfato de calcio
surgem como uma alternativa viavel e vantajosa, visto que possuem composi¢do similar ao da
porcao inorganica do 0sso, sdo produzidos em laboratério, ndo aumentam a morbidade, nem
oferecem o risco de doenga e sdo disponiveis comercialmente. Além disso, estudos comprovam
que esses enxertos podem apresentar as caracteristicas de biocompatibilidade, osteocondugao,
osteoindugdo, além da capacidade de encapsular substancias como farmacos ¢ biomoléculas.
Entre os fosfatos de célcio sintéticos destacam-se a HA e B-TCP, ambos bastante utilizados em
aplicagdes biomédicas devido as caracteristicas de biocompatibilidade e qualidade ao promover
o remodelamento o6sseo. Consequentemente, estudos vem comprovando o excelente
desempenho de biocéramicas de HA e B-TCP. Adicionalmente, devido a diferenca da
biodegradacao de HA e B-TCP, ¢ possivel balancear fases mais estaveis e fases mais soluveis e
controlar as propriedades de degradacdo do biomaterial in vivo. Entretanto, por serem
disponiveis em blocos ou grdos, as biocerdmicas nio preenchem completamente a cavidade do
defeito critico, além da possibilidade de evasdo de particulas do material para outros tecidos do
corpo, sendo necessario ainda a utilizagdo de uma membrana de regeneragdo Ossea guiada. Para
superar essas limitagdes, BFC que possuissem as fases HA e B-TCP trariam todas as vantagens
das bioceramicas de fosfato de célcio que possuem ambas as fases, com adi¢do das vantagens
de BFC, como moldabilidade, capacidade de preenchimento total da cavidade formada pelo
defeito critico, injetabilidade e endurecimento in situ. A caracteristica de endurecimento in situ,
adicionalmente, pode vir a dispensar o uso de membranas de regeneracdo Ossea guiada
(membrana de colageno), simplificando e diminuindo os custos do procedimento. Deste modo,
a justificativa para a execucdo desse trabalho foi a necessidade de obter um novo BFC que
possua em sua composic¢ao as fases Hidroxiapatita e f-TCP e que tenha as caracteristicas ideais

para serem introduzidos como alternativa aos demais enxertos em ortopedia e odontologia.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Obter BFC de HA e B-TCP que possuam caracteristicas adequadas para aplicagdes

na clinica ortopédica e odontologica.

4.2 Objetivos Especificos

= Sintetizar e caracterizar os pos de fosfato de célcio precursores dos BFC;
= Preparar e caracterizar os BFC apds tempo de pega final;
» Realizar andlises de pH e avaliacdo do tempo inicial e final de pega dos BFC;

= Analisar a citotoxicidade in vitro dos BFC obtidos;
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5 MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho, duas metodologias diferentes foram utilizadas com o objetivo de
obter BFC viaveis e que possuam as caracteristicas adequadas para aplicacGes na clinica
ortopédica e odontoldgica. Na primeira metodologia, os pos de fosfato de célcio precursores do
BFC | foram obtidos via reagdo no estado sélido. Ja na segunda, os p6s precursores do BFC Il
foram obtidos separadamente através da reacdo de precipitacdo em solucdo aquosa e via sol-
gel. Ambos os pos precursores e BFC obtidos foram caracterizados por Difracdo de Raios X
(DRX), tempo de pega, potencial hidrogenibnico (pH) e por anélise de citotoxicidade. Devido
a intencdo de gerar uma patente a partir do invento obtido neste trabalho, alguns dados foram

intencionalmente omitidos.

5.1 Sintese de po6s de fosfato de calcio via reacao no estado sélido e preparacgdo do BFC |

5.1.1 Sintese dos pds de fosfato de calcio — Precursores do BFC |

A primeira rota de sintese proposta foi a reacdo de estado sélido, considerada um
processo simples. Essa consiste, basicamente, na mistura mecanica dos materiais precursores
de interesse, na forma de p6, com auxilio de moinhos (moinhos de bolas, atrito ou vibratério)
ou almofariz com posterior tratamento térmico. Geralmente o tratamento térmico é realizado
em altas temperaturas de sinterizacdo e longos tempos de tratamento (calcinacdo), resultando
em um po altamente cristalino e homogéneo.

Quantidades estequiométricas dos precursores hidroxido de calcio [Ca(OH).,
Sigma Aldrich, lote: MKBN3785V], com pureza de 95% e hidrogenofosfato de calcio
[CaHPO4, Sigma Aldrich, lote: MKCC6144], com pureza de 98% foram pesadas (razdo molar
Ca/P = 2.5), misturadas e vigorosamente moidas para obtencdo de um p6 fino e homogéneo. A
homogeneizacdo do material foi feita em almofariz de &gata durante 10 minutos, em seguida o
material foi sinterizado em temperatura de 1200 °C durante 1 hora, a uma taxa de aquecimento
de 5°C/min em forno tipo Mufla. Apoés 1 hora, a amostra foi resfriada a temperatura ambiente

e em seguida caracterizada por difracdo de raios X.
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5.1.2 Preparacéo dos BFC |

O paréametro utilizado na preparacdo do biocimento foi manual e visual,
procurando-se obter uma pasta consistente que possibilitasse a moldagem do corpo de prova
utilizando uma razéo liquido/sélido (L/S) de 0,7.

O biocimento foi obtido adicionando a fracdo de aditivo correspondente a
formulacdo a ser ensaiada [5% de CaHPO4] em um almofariz de &gata contendo po sintetizado
e caracterizado [95% de HA/B-TCP]. Logo ap0s, realizou-se a homogeneizagdo manual da
mistura, com auxilio de uma espatula, para se obter a melhor dispersdo e distribuicdo de
CaHPO4 na bioceramica bifasica, por um periodo de tempo de 30 segundos. Em seguida, a
mistura foi transferida para um béquer onde foi adicionado a solucdo de fosfato dissodico
(Na2HPO4) 4% (m/v). Apds um minuto, o material resultante foi ent&o transferido, com auxilio
de uma espétula, para moldes de polimero Teflon® em formato de cilindros com 6mm de altura
e 12 mm didmetro, no qual permaneceram por 24 horas a temperatura ambiente até serem
desmoldados, constituindo as pastilhas denominadas corpos de prova. Os corpos-de-prova
foram desmoldados ap6s 24 horas e analisados por difracdo de raios X, pH-Metro, aparelho de

Vicat (tempo de pega) e citotoxicidade in vitro.

5.2 Sintese de pds de fosfato de calcio via reagdo precipitacdo no meio aquoso e sol-gel e

preparacédo do BFC 11

5.2.1 Sintese dos Pés de Fosfato de Calcio — Precursores solidos do BFC 11

Os reagentes que foram utilizados na sintese dos fosfatos de célcio estdo listados a
seguir: Hidroxido de Célcio - Ca(OH)> PA (Merck, Lote: 38493147), Acido Fosforico (Orto) -
H;POs — 85% (Merck, Lote: K39541273), Acido Léctico - C3HsO3 — 95% (Merck, Lote:
K40190566), Pirofosfato de Sédio — Na7P,O7 — 100% (Synth), Hidroxido de Amoénio - NH4OH
— 28 —30% (Synth, Lote 125953).

Os pos de fosfato de calcio, B-TCP e pirofosfato de célcio (CPP), foram produzidos
por precipitacdo em meio aquoso a partir de solugdes de hidroxido de célcio, &cido fosforico e
acido latico, que foram preparadas separadamente e deixadas sob agitacdo. Em um béquer
contendo a solucdo de hidroxido de calcio, foi adicionado &cido lactico. Em seguida, acido
fosforico foi lentamente adicionado de modo a atingir vazdo aproximadamente constante de 8

mL/min. Logo apds, a mistura obtida foi mantida sob agitacéo constante a temperatura ambiente
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durante o periodo de 1 hora. Hidroxido de aménia foi adicionado a solugdo para a precipitacdo
de pés em pH 8 e em seguida envelhecida durante 24 horas. Ao término desse periodo, 0
precipitado foi filtrado em funil de Buchner em sistema de vacuo adicionando-se agua
deionizada para a retirada do excesso de NH4OH. Os pés foram secos em estufa a 80°C por 24
horas e sinterizados em temperaturas de 1100°C durante 1 hora, a uma taxa de aquecimento de
5°C/min, em forno mufla.

A HA foi sintetizada pelo método sol-gel a partir de solucées de hidroxido de calcio
e de &cido fosforico. Em um bequer contendo a solugdo de Ca(OH), sob agitacdo constante, foi
adicionada, lentamente, a solugdo de HzPOas. A adicdo de acido fosforico foi controlada de
modo a atingir vazdo aproximadamente constante de 8 mL/min. Em seguida, a solucéo foi
mantida sob agitacdo constante a temperatura ambiente durante 1 hora. As suspensdes foram
envelhecidas durante 24 horas. Ao término do periodo de envelhecimento, a solucdo foi
submetida a um tratamento térmico para a formacéo do gel. O gel obtido foi seco em estufa a
80°c por 24 horas. Logo apds, o material obtido foi entdo desaglomerado em almofariz de dgata
e submetido a tratamento térmico. O processo de sinterizacdo foi feito em um forno mufla a

1200°C por 2 horas a uma taxa de aquecimento de 5°C/min.

5.2.2 Preparacéo dos BFC 11

Os BFC Il foram obtidos adicionando 10% de aditivo CPP em um almofariz de
agata contendo 60% de B-TCP e 30% de HA. Logo ap0s, realizou-se a homogeneiza¢do manual,
com auxilio de pistilo, para se obter a melhor dispersao e distribuicdo do material, por um
periodo de tempo de 30 segundos. Em seguida, o material foi transferido para um becker onde
foram adicionadas as solucdes de acido fosférico e pirofosfato de sédio e misturados com
auxilio de uma espatula durante 1 minuto (razdo L/S = 0,75). Decorrido este tempo, a pasta
resultante foi transferida para moldes de polimero Teflon® em formato de cilindros com 6 mm
de altura e 12 mm de didmetro. Os corpos-de-prova foram desmoldados ap6s 24 horas e
analisados por difracdo de raios X, pH-Metro, analise do tempo de pega e citotoxicidade in

vitro.

5.3 Andlise por difracéo de raios X (DRX)

Os pos de fosfato de célcio precursores, bem como os corpos-de-prova moldados a

partir dos dois biocimentos obtidos (BFC | e BFC Il) foram submetidos & caracteriza¢do por



38

difracdo de raios X a fim de identificar as fases presentes no material. A técnica ndo altera as
caracteristicas do material e foi realizada a partir de um difratdémetro Philips X Pert X-ray
Diffraction System com tubo de cobre 0-20 com CuKa (A = 0,1542 nm) operando com uma
voltagem de 40 KV e uma corrente de 40 mA. Os difratogramas foram obtidos varrendo a faixa
de 20° - 60°.

5.4 Determinacéo do Potencial Hidrogenibnico (pH)

Para analisar o pH dos corpos-de-prova apos reacdo de pega, esses foram submersos
em um béquer contendo agua deionizada a temperatura constante de 37° a partir de uma relagéo
de liquido para sélido de 10:1. Os corpos-de-prova foram mantidos no béquer por tempo de
24h, posteriormente, foi determinado o pH através de um pH-Metro digital da QUIMIS, modelo
Q-400A.

5.5 Tempo de Pega

Os tempos de pega inicial e final dos biocimentos foram determinados em um
aparelho de Vicat modificado, com base na norma NBR 12128. 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 cdnico. Foi anotado o tempo contado a partir do instante em
que o liquido e o pd entra em contato. O tronco conico foi descido suavemente até a superficie
da pasta no molde. Logo ap0s, era solto em intervalos de tempo crescentes. No momento em
que sua ponta ativa deixava de penetrar totalmente na pasta, foi anotado o tempo. O préximo
estagio no processo de pega foi medido vertendo o molde cheio sobre a placa base, de forma
gue o0s ensaios para a determinacdo 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 realizacdo das medidas, foi utilizado o procedimento descrito acima. O tempo
final do processo foi considerado como aquele em que o tronco conico deixou somente marcas

ligeiramente perceptiveis na superficie da peca ceramica.
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5.6 Andlise da Citotoxicidade in vitro do BFC | — Método SRB

5.6.1 Preparacdo das amostras para ensaio in vitro

Para realizagdo do ensaio de citotoxicidade in vitro, 50 mg do BFC I em p¢ foi
submetido a esterilizagdo pelo método de irradiacdo ultravioleta por 30 min antes de serem
incluidas nos ensaios. A amostra foi parcialmente solubilizada no meio DMEM a fim de se
obter uma concentracao de 2 mg/mL do p6 de BFC I no meio, sequencialmente, uma dilui¢ao

seriada fator 2 foi realizada até a concentragao final de 0,625 mg/mL.

5.6.2 Cultivo celular

As células de fibroblastos murinos utilizadas na avaliagdo sdo da linhagem NCTC
clone 929 [L CELL, L-929], de origem de tecido conectivo adiposo, adquiridas no banco de
células do Rio de Janeiro. As células foram cultivadas em garrafas estéreis com meio Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco®) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Gibco®) e com penicilina 10.000 u/mL e estreptomicina 10.000 pg/mL (Gibco®) e

mantidas em estufa sob atmosfera contendo 5% de CO» a temperatura de 37°C.

5.6.3 Citotoxicidade in vitro pelo método da Sulforodamina B

A citotoxicidade de fibroblastos 1929 foi avaliada pelo ensaio sulforodamina B,
que consiste na ligacdo de aminoacidos presentes nas células ao corante aminoxantina (SRB)
(TAKUATHUNG et al., 2017).

As células L929 foram semeadas em placas de 96 pocos com uma densidade de
2x10* células/mL e incubadas a 37 ° C durante 24 h. As células foram tratadas com (62,50 —
2000 pg/mL) de BFC I por 72 horas. Posteriormente a incubagao, as células foram fixadas com
100 pL de 4cido tricloroacético 10% por 1 h, em seguida foram incubadas com 100 uL. de SRB
a 0,057% durante 30 min. O corante nao ligado foi removido por lavagem e o corante ligado a
proteina foi solubilizado com 200 puL. de tampao tris base 10 mM (pH 10,5) e a absorbancia a
570 nm foi determinada utilizando o leitor de microplacas (Asys Expert Plus). Apos leitura das

absorbancias, a viabilidade celular foi obtida a partir da seguinte equagdo matematica:
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ODx x 100

R ey 0 = -
Viabilidade celular (%) ODDMEM

Onde:
ODx: Densidade 6ptica medida em cada poco dos grupos experimentais

ODDMEM: Densidade 6ptica média do grupo controle (DMEM)

O experimento foi realizado em duplicata, sendo que para cada experimento, 0s
grupos experimentais continham 3 pocos cada. Os resultados foram analisados através do
programa GraphPad Prism (Graphpad Prism Software Versdo 8.3.0), atraves da andlise de

variancia one-way ANOVA (p < 0,05) com poés-teste de Dunnett.

5.7 Andlise da Citotoxicidade in vitro do BFC Il — Método Alamar Blue

5.7.1 Preparacgdo do extrato para ensaio in vitro

Para realizagéo do ensaio de citotoxicidade in vitro foi realizado um extrato do BFC
Il de acordo com as normas da ISO 10993-5 que determina as técnicas para obtencao do extrato
liquido de materiais. Para isso, um corpo de prova de 7 mm de didametro e 4 mm de altura foi
moldado e ap6s 24 horas foi submetido a esterilizacdo por autoclavagem (121 °C por 15 min)
dentro de um microtubo. Apds a esterilizacdo, 1,2 mL do meio DMEM suplementado foi
inserido dentro do tubo estéril com o biocimento, mantendo uma relagéo area de superficie por
volume de 1,25 cm#/mL de acordo com especifica¢fes da 1ISO 10993-12. Por fim, para obtencédo
do extrato, o corpo de prova permaneceu incubado com o meio DMEM por 72 horas em estufa

sob atmosfera contendo 5% de CO; a temperatura de 37°C.

5.7.2 Cultivo celular

Na avaliacdo, foram utilizadas células osteoblasticas da linhagem OFCOL II, de
origem da medula dssea de camundongos, adquiridas no banco de células do Rio de Janeiro.
As células foram cultivadas em garrafas estéreis com meio Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) (Gibco®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®) e com
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penicilina 10.000 u/mL e estreptomicina 10.000 pg/mL (Gibco®) e mantidas em estufa sob
atmosfera contendo 5% de CO- a temperatura de 37°C.

5.7.3 Citotoxicidade in vitro pelo método Alamar Blue

A avaliacdo da viabilidade celular foi determinada pelo método da Alamar Blue que
tem como principio basico as propriedades fisico-quimicas do indicador resazurina. Os grupos
experimentais foram representados pelo grupo controle negativo (DMEM) contendo apenas o
meio DMEM, grupos que receberam tratamento com diferentes volumes do biocimento (10,
20, 40, 80 pL).

As células osteoblasticas foram semeadas em placas de 96 pocos com uma
densidade de 4x10* células/mL e incubadas a 37 ° C durante 24h. As células foram tratadas
com 10, 20, 40 e 80 pL do extrato do biocimento e novamente incubadas por 72 horas.
Posteriormente a incubacdo 10% da solugdo de Alamar Blue® em uma concentragdo de 10%
em relagdo ao volume dos meios DMEM presente nos pogos (v/v) conforme recomendagdes do
fabricante (Alamar Blue® Cell Viability Reagent). As leituras foram realizadas apds 3 horas de
incubacéo a partir de um leitor de florescéncia DTX 880 — Multimode Detector. Os resultados
foram analisados apos leitura das fluorescéncias, a viabilidade celular foi obtida a partir da

seguinte equacao matematica:

Fx x 100

. Ly 0 R
Viabilidade celular (%) FDMEM

Onde:
Fx: Fluorescéncia medida em cada pogo dos grupos experimentais

FDMEM: Fluorescéncia média do grupo controle (DMEM)

O experimento foi realizado em triplicata, sendo que, para cada experimento, 0S
grupos experimentais continham 3 pocos cada. e os resultados foram analisados através do
programa GraphPad Prism (Graphpad Prism Software Versdo 8.3.0), através da andlise de

variancia one-way ANOVA (p < 0,05) com poés-teste de Dunnett.
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As figuras 6 e 7 esquematizam toda metodologia de obtencdo e caracterizagdo
fisico-quimica e bioldgica, tanto do BFC I, como do BFC 1.

Figura 6 — Esquema da metodologia de obtencéo e caracterizacdo do BFC |
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Figura 7 — Esquema da metodologia de obtencéo e caracterizacdo do BFC 11
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Fonte: elaborado pela autora (2019)



6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacdo do precursor sélido e do BFC I

6.1.2 Analise por difragdo de raios X
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Os difratogramas de raios X do p6 e do BFC | apds a reacdo de pega séo

apresentados nas figuras 8 e 9, que mostram os resultados da analise qualitativa e semi-

quantitativa das fases presentes.

Figura 8 — Difratograma de raios X do p6 de fosfato de célcio bifasico precursor

do BFC I.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Legenda: difratograma de raios X determinado as fases obtidas através da sintese da biomecénica
via estado solido. Os picos representados pelo nimero 1 sdo referentes a fase HA, ja os picos
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representados pelo ndmero 2 sdo referentes a fase B-TCP.
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Figura 9 — Difratograma de raios X do BFC I.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Legenda: difratograma de raios X determinado as fases obtidas apés a preparacéo do BFC I. Os picos
representados pelo nimero 1 sdo referentes a fase HA, j& os picos representados pelo nimero 2 sdo
referentes a fase p-TCP. E possivel notar que a quantidade da fase HA aumentou ap6s hidratagio com
a fase liquida (NazPO,).

No difratograma do pé sintetizado via reacdo em estado solido (Figura 8) foram
identificados os picos referentes as fases HA, na composi¢do Caio(POa4)s(OH)2, com estrutura
cristalina hexagonal e plano principal de difracdo [1 2 1] como fase majoritaria, ficha
cristalografica JCPDS: 084-1998 ¢ a fase 3-TCP na composicdo Cas(POs)2, ficha cristalografica
JCPDS: 070-2065, indicando a formacdo do material bioceramico bifasico.

O resultado obtido sobre o BFC | revelou também em seu difratograma de raios X
os picos representativos da fase fosfato f-TCP na composi¢do Ca3(PO4)2 (JCPDS: 070-2065)
e da fase HA na composic¢do Cal0(PO4)6(OH)2 (JCPDS: 084-1998) como pode ser observado
na Figura 9.
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6.1.3 Tempo de Pega e Potencial de Hidrogénio (pH)

Com relacdo ao tempo de pega, constatou-se que a amostra apresentou uma média
tempo de pega inicial de 6 minutos e tempo final de 20 minutos. Com relagdo ao pH, a partir
do resultado obtido da anélise, pode-se verificar um valor de pH igual a 7,6.

6.1.4 Citotoxicidade in vitro pelo método da Sulforodamina B

A avaliacdo da viabilidade celular foi determinada pelo método da Sulforodamina
B. Os grupos experimentais foram representados pelo grupo controle negativo (DMEM)
contendo apenas o meio DMEM, grupos que receberam tratamento com diferentes
concentracdes do BFC | (62,50 — 2000 pg/mL). Os resultados foram expressos como percentual
de viabilidade celular (%) em comparacgédo ao grupo DMEM.

De acordo com a Figura 10 é possivel observar que concentragdes até 250 pg/mL
do BFC | ndo apresentarem diferencas estatisticas significantes em comparacdo ao grupo
controle, portanto, ndo inibiram o crescimento celular. A partir da analise por microscopia de
contraste de fase (Figura 11) é possivel observar que a exposicao das células em contato direto
com concentragdes até de 500 pg/mL.

Figura 10 — Viabilidade celular em células L929 em contato direto com diferentes concentragdes
de BFC L.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)
Legenda: As barras representam a média + E.P.M viabilidade (%) celular de fibroblastos murinos (L929) em

contato com diferentes concentragdes BFC (62,5 - 2000 |1g/mL.). O grupo controle foi exposto somente ao meio
de cultura suplementado (DMEM). * p < 0,05 versus DMEM (ANOVA seguido de teste de Dunnett).
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Figura 11 — Fotomicrografias de células L.929 em cultura expostas a diferentes concentragdes
de BFC1

Fonte: elaborado pela autora (2019)

Legenda: Microscopia de contraste de fase ap6s 72 horas de exposicdo ao BFC | em diferentes concentracdes
(x100). (A) Células do grupo DMEM (C-); (B) Células expostas a 62,5 pg/mL de BFC I; (C) Células expostas a
125 pg/mL de BFC I; (D) Células expostas a 250 pug/mL de BFC I; (E) Células expostas a 500 pg/mL de BFC I.
As camadas mais escuras das imagens ilustram o BFC | no meio.

6.2 Caracterizacao do precursor sélido e do BFC 11
6.2.1 Analise por difracéo de raios X
Os difratogramas de raios X da mistura de fosfatos de calcio e do BFC Il séo

apresentados nas Figuras 11 e 12 que mostram as analises qualitativas e semi-quantitativas das

fases presentes.
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Figura 12 — Difratograma de raios X do p6 de fosfato de célcio precursor do

BFC Il
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Fonte: elaborada pela prépria autora (2019)

Legenda: O difratograma de raios X determinando as fases obtidas através da sintese via reagdo
de precipitacdo no estado aquoso e via sol-gel. Os picos representados pela cor azul sdo
referentes a fase B-TCP; Os representados pela cor verde sdo referentes a fase HA; O CPP é
representado pela cor vermelha.

Os resultados de caracterizacdo obtidos pela difratometria de raios X realizado
sobre mistura dos pds revelou em seu espectro (Figura 12) picos bem definidos referentes as
fases B-Fosfato de Tricalcio [Caz(POs)2], ficha cristalografica 070-2065 JCPDS, fase HA
[Ca10(PO4)s(OH)2] de ficha cristalografica 009-0432 JCPDS e a fase pirofosfato de célcio
[Ca2P207], ficha cristalogréfica 009-0345 JCPDS (Joint Commitee on Powder Diffraction
Standards).

Ja o difratograma de raios X do BFC Il ap0s a reacdo de pega é apresentado na
Figura 13, que mostra os resultados da analise das fases presentes. No difratograma foram
identificados os picos referentes as fases 3-TCP, ficha cristalogréfica JCPDS: 070-2065, a fase
HA, ficha cristalografica 009-0432 JCPDS e a fase Monetita [CaHPO4].
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Figura 13 — Difratograma de raios X do BFC 1l
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Fonte: elaborado pela prépria autora (2019)

Legenda: O difratograma de raios X do BFC Il determinando as fases obtidas apos a reagdo
de pega. Os picos representados pela cor azul sdo referentes a fase B-TCP e 0s picos
representados pela cor verde sdo referentes a fase HA, ja os picos representados pela cor
vermelha sdo referentes a fase monetita.

6.2.2 Tempo de Pega e Potencial de Hidrogénio (pH)

Com relagdo ao tempo de pega, constatou-se que a amostra apresentou uma média
tempo de pega inicial de 3 minutos e tempo final de 7 minutos. Com relacdo ao pH, a partir do

resultado obtido da anélise, pode-se verificar um valor de pH igual a 7,0.

6.2.3 Citotoxicidade in vitro pelo método da Alamar Blue

Os resultados da andlise de citotoxicidade pelo método Alamar Blue foram
expressos como percentual de viabilidade célula em comparagdo ao grupo controle (DMEM).
A Figura 14 apresenta o grafico com valores de inibicdo de crescimento das células nos
diferentes grupos experimentais. Em todos 0s grupos experimentais contendo extrato do BFC
I1, as viabilidades celulares foram equivalentes as do grupo controle, o qual continha apenas o

meio de cultura DMEM suplementado.
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Figura 14 — Viabilidade celular em células OFCOLII em contato indireto com diferentes

volumes de extrato do BFC 11
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Fonte: elaborado pela autora (2019)
Legenda: As barras representam a media + E.P.M viabilidade (%) celular de osteoblastos murinos (OFCOLII) em

contato com diferentes volumes BFC 11 (10 - 80 L; V/V). O grupo controle foi exposto somente ao meio de
cultura suplementado (DMEM) (ANOVA seguido de teste de Dunnett).
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7 DISCUSSAO

Nesse trabalho, foi possivel sintetizar pds de fosfato de calcio precursores para obter
BFC que possua em sua composicdo as fases HA e B-TCP e que demonstraram
biocompatibilidade in vitro e que possuem caracteristicas fisico-quimicas ideais para aplicacoes
biomédicas. As fases de HA e B-TCP foram almejadas para compor o material devido sua ampla
utilizacdo como substitutos 6sseos ja que possuem similaridades ao mineral 6sseo, excelente
biocompatibilidade, propriedades de osteogénese e a capacidade de formar fortes ligacdes com
o tecido 6sseo do hospedeiro (DOROZHKIN, 2012).

A HA apresenta composi¢do e estrutura cristalografica similar a fase mineral dos
ossos e dentes, contém cerca de 90% de todo o cédlcio do corpo humano. As suas principais
vantagens sao a sua biocompatibilidade, osteocondutividade, lenta biodegradabilidade, origem
sintética (baixo risco de transmissdo de doencas), baixa imunogenicidade (POINERN et al.,
2009). Devido a essa similaridade, a HA estequiométrica, se apresenta promissora em
aplicagdes biomédicas, por favorecer a jungdo das células de osteoblastos em sua superficie, e
assim promover uma melhor dissolugio e adsor¢do de ions Ca™" e P, quando aplicada em meios
bioldgicos naturais ou simulados (VALDES, 1995).

O B-TCP é de grande importancia na area de biomateriais. E utilizado no
preenchimento de defeitos e extensdo de contornos do tecido 6sseo (BILLOTTE, 2000). Sua
importancia se deve, também, ao fato de este ser um dos precursores melhor sucedidos na
sintese de HA, além de ser empregado, em certos casos, em misturas bioativas de estimulo ao
crescimento 6sseo (KWON et al., 2003).

Além disso, com relagdo a degradagéo, a reabsor¢do do B-TCP no organismo é
muito maior que o da HA, portanto, a partir de biocimento contendo ambas as fases, € possivel
balancear uma fase mais estavel com uma fase mais soltvel e controlar as propriedades de
degradacdo do biomaterial de acordo com o tempo de nova formacdo 6ssea (DOROZHKIN,
2012). Estudos também afirmam que a mistura de HA com fosfatos tricalcio possuem uma
maior capacidade de osteoinducdo quando aplicados in vivo (SAMAVEDI; WHITTINGTON;
GOLDSTEIN, 2013)

Portanto, tendo em vista que os pds de fosfato de célcio precursores dos BFC
podem ser sintetizados a partir de diferentes metodologias, as quais envolvem reacGes em
estado Umido, sélido, via sol-gel e hidrotérmica (BOSE; TARAFDER, 2012; OSAKA et al.,
1991; RAYNAUD et al., 2002), a primeira metodologia proposta foi a de reagcdo no estado

solido. Esta foi escolhida por ser uma rota sintética considerada um processo simples, de custo
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significativamente baixo e maior rentabilidade (SEGAL, 1997), visto que é de interesse a
obtencdo de um material vidvel capaz de ser comercializado, ou seja, produzido em larga escala.

Através do método de reacdo de estado solido foram obtidas biocerdmicas de
fosfato de calcio bifasicas, apresentado uma relagdo de 59% de HA e 41% de B-TCP. Esse foi
um feito inédito, pois ndo existem estudos que comprovem a obtencéo de bioceramicas bifésicas
por meio deste método. O difratograma de raios X do BFC | demonstrou 0s picos
representativos da fase B-TCP na composicdo Casz(POs). e da fase HA na composicdo
Ca10(PO4)s(OH)2 com estruturas cristalinas romboédrica e hexagonal e identificados pela ficha
70-2065 JCPDS e 84-1998 JCPDS, respectivamente. Com o uso do programa X'Pert Highscore
Plus (analise semi-quantitativa) determinaram-se as quantidades relativas das fases presentes
para o0 BFC I. Observou-se uma relagdo da ordem de 23% de B-TCP e 77% de HA e também
uma reducdo da intensidade dos picos de difracdo, indicando que houve uma modificacao
superficial dos cristais de biocimento quando em presenca da solucao de 4% de NaoHPOa4, mas
ndo se observou modificacdo de fase. Também foi observado um aumento em percentagem em
relacdo a fase HA e uma diminuicdo em percentagem da fase B-TCP. Isso, provavelmente, se
deve a presenca do aditivo (CaHPOg4) que favoreceu a precipitacdo da fase de HA em maior
quantidade.

Com 0 sucesso na obtencdo das fases, o primeiro BFC | foi submetido a
caracterizagdo fisico-quimica, determinando assim, o tempo de pega e o0 potencial
hidrogeniénico (pH).

O principal desafio na preparagdo dos BFC foi a determinag¢do adequada de uma
relagdo liquido/p6 que ndo comprometesse a pega do BFC. O tempo de pega ¢ um parametro
fundamental para determinar a aplicacdo de BFC. Sua avaliagdo foi empirica, sendo realizada
através da verificacdo se o tempo de pega do BFC estabeleceu-se num periodo de tempo
superior ou inferior ao relatado na literatura. O BFC | apresentou tempo de pega final de 20
min, adequado para algumas aplicacGes ortopédicas (DRIESSENS et al., 1993). VERLAAN e
colaboradores (2005) afirmam que o tempo para que o BFC endureca o suficiente para permitir
uma mobilizacéo cuidadosa de um paciente varia muito com a estrutura quimica e a temperatura
de preparacdo inicial, mas geralmente é de 15 a 45 minutos em ambiente clinico.

Com relagéo ao pH foi possivel determinar o pH em torno de 7,6 para amostras de
BFC I. Para que possam ser utilizados na clinica, os biocimentos precisam ter o pH entre 6,5 e
8 (DRIESSENS et al., 1997). Portanto, segundo DRIESSENS e colaboradores (1997), com
relacdo ao pH, o BFC | esta adequado. Entretanto, recentemente, estudos in vitro realizado por

GALLOW e colaboradores (2017) demonstraram que o desenvolvimento de osteoblastos foi
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melhor em pH 6timo em torno de 8,4, sugerindo uma possivel utilidade terapéutica do pH
elevado em regeneracédo 6ssea. J& 0 pH &cido € responsavel por varios danos a saude que afetam
tanto o metabolismo, além de favorecer a desmineralizacdo 6ssea (D. A. BUSHINSKY, 1989;
DAVID A. BUSHINSKY, 2001).

Com relacdo a avaliacdo da citotoxicidade in vitro, o biocimento ndo se mostrou
citotoxico as células de fibroblastos murinos linhagem L929. Ao analisar os resultados foi
possivel perceber uma inibicao a partir da concentracdo de 500 pug/mL, chegando a uma inibicéo
de aproximadamente 52% da concentracdo de 2000 pug/mL, entretanto, através de imagens de
microscopia de fase, foi possivel observar que concentragdes a partir de 500 pg/mL séo altas o
suficiente para impedir fisicamente o crescimento celular, pois € possivel visualizar células
morfologicamente normais e viaveis proximas as por¢oes de BFC I. Adicionalmente, um estudo
realizado por TANG, LI, EKSTRAND & LIU (1999), demonstrou que o contato direto apesar
de simular melhor o que acontece in vivo, também é capaz de atuar matando as células devido
a sensibilidade do ambiente in vitro. Portanto, 0 comportamento inibitério, possivelmente, ndo
ocorreu devido a uma toxicidade do BFC | em relacdo a células de fibroblastos. De acordo com
OLKOWSKI e colaboradores (2015) é possivel que o contato direto das células com o material
também seja capaz de resultar na fagocitose de particulas ceramicas liberadas pelo biocimento,
ocasionando a morte celular, além disso, a concentracdo exacerbada de ions calcio devido a
maiores quantidades de material no meio também é capaz de resultar em morte celular.
Entretanto, isso ndo deve ser interpretado como uma propriedade negativa do biomaterial, visto
que ocorre somente devido a fragilidade do ambiente in vitro.

A hipétese de que o BFC nédo € citotoxico também se baseia em estudos do
comportamento in vitro de outros biocimentos que comprovaram a biocompatibilidade de
materiais semelhantes ao BFC 1. LIU et al. (1997), por exemplo, obtiveram resultados que,
além de confirmarem a ndo toxicidade de BFC de HA, demonstraram que extratos desse
biomaterial ndo possuem potencial mutagénico ou carcinogénico. Posteriormente, ALCAIDE
et al. (2008), estudaram a viabilidade celular de fibroblastos murinos (L929) em contato com
discos de biocimento e observaram que, apesar da diminuic¢do da viabilidade apos incubagédo de
2 dias, houve estimulo significante do crescimento celular ap6s 7 dias. Adicionalmente, KIM e
colaboradores (2010) estudaram os efeitos de uma bioceramica composta por B-TCP na
viabilidade de fibroblastos murinos e constataram que essa se manteve acima de 75% quando
as células foram expostas a consideraveis concentragdes do material.

Entretanto, apesar da interpretacdo dos resultados e sua compara¢do com dados da

literatura resultarem na conclusao de que o BFC I ndo exerceu uma toxicidade nas células L929,
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outros experimentos deverao ser realizados para confirmar essa afirmagéo como, por exemplo,
ensaio de citotoxicidade a partir do extrato do BFC I.

Apesar da inovacdo e de ser um material promissor para algumas aplicacdes na
ortopedia, o tempo de pega final do BFC I ndo o torna adequado para aplicagdes na odontologia,
pois é desejavel que o tempo de pega permita a manipulacédo e aplicagdo do material no defeito
critico, mas que também seja rapido o suficiente para diminuir o tempo de exposicao do tecido
aberto com o0 ambiente e consequentemente evitar contaminacéo bacteriana (EDDY et al., 2018;
ALONSO, 2011). Além disso, em cirurgias periapicais, por exemplo, o risco de lavagem pelo
fluxo sanguineo é alto, portanto, varias aplicacdes clinicas requerem tempos curtos - de 3 a 10
minutos ou menos (PRATI; GANDOLFI, 2015).

Visando a obtencdo de um BFC que apresentasse um tempo de pega final que o
tornasse aplicavel na odontologia, a primeira tentativa de diminuir esse tempo foi reduzindo a
razdo liquido/sélido (L/S). Com isso, repetidos testes empiricos foram realizados para
determinar qual razdo L/S seria vidvel para diminuir o tempo de pega a0 mesmo tempo que
mantém uma boa plasticidade para moldagem. Entretanto, como resultado, observou-se que a
razdo L/S de 0,35, que resultou no tempo de pega que queriamos atingir (até 10 minutos), ndo
foi capaz de formar uma pasta moldavel, sendo assim inviavel para aplicacdes biomédicas, pois
uma das grandes vantagens dos BFC é possuir boa moldabilidade capaz de permitir o
preenchimento de toda a cavidade do defeito dsseo. Outro pardmetro que foi modificado para
tentar diminuir o tempo de pega foi o tamanho da particula ao passar o pé bifasico em uma
peneira granulométrica com malha de 500 um antes do preparo do BFC. Entretanto, essa
alteracdo também ndo resultou em uma pasta moldavel capaz de endurecer em menos de 10
minutos.

GALLINETTI e colaboradores (2014), ao tentarem produzir um biocimento
bifasico de HA com B-TCP a partir da hidratacdo de p6s contendo o-TCP e B-TCP com uma
solucdo de fosfato dissddico, semelhante a que utilizamos, encontraram que a fase p-TCP,
apesar de ndo influenciar o tempo de pega inicial, retardou consideravelmente o tempo de pega
final. Uma possivel hipdtese para o longo tempo de pega € que este se deu devido a baixa
reatividade da fase B-TCP. Portanto, provavelmente, a fase liquida utilizada para preparagédo do
BFC I, a solugédo de fosfato dissodico a 4% (m/v), com pH de aproximadamente 7,4, nao foi
capaz fazer com que o B-TCP reagisse completamente. Segundo FERNANDEZ e colaboradores
(1999) o pH do BFC ¢ o principal fator controlador das concentragdes de Ca e P na solucdo de

cimento, afetando as taxas da reacdo de pega.
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Consequentemente, alteragdes na metodologia foram necessarias para que o tempo
de pega fosse reduzido. Com isso, a fase liquida do BFC | foi alterada para uma solugédo de
acido fosforico 2 M que favoreceria a reagdo do por B-TCP, acelerando o tempo de pega. Para
isso, ¢ interessante que a fase B-TCP predomine na razao B-TCP/HA, visto que foi observada
uma reacao exotérmica ao misturar o pé contendo maiores quantidades de HA em contato com
a solucdo. Essa reacdo poderia modificar propriedades do material como pH, resisténcia
mecanica e até ocasionar uma rea¢do imunologica apds implantacdo no corpo humano. Com
isso, foi necessaria uma alteracdo na rota sintética dos pos de fosfato de calcio, visto que, apesar
das vantagens da reacéo no estado solido, esta possui a desvantagem de ndo permitir o controle
das fases formadas devido a desvios estequiométricos durante a reacdo (SEGAL, 1997). Sendo
assim, um outro BFC, denominado BFC I, foi obtido.

As rotas sintéticas escolhidas para produzir os precursores do BFC Il foram as de
precipitacdo em estado aquoso e via sol-gel. Essas rotas foram escolhidas devido a possibilidade
de controle de pardmetros para obter um produto de elevada pureza (SANTOS, 2005;
FARZADI et al., 2001; ALVES CARDOSO, JANSEN, & G. LEEUWENBURGH, 2012). A
partir do método de difracdo de raios X foi possivel confirmar a obtencdo das fases de HA e p-
TCP pelas metodologias escolhidas.

A partir dos p6s obtidos, o principal desafio na preparacdo do BFC Il foi a
determinacdo adequada de uma relagdo L/S que ndo comprometesse a pega do biocimento.
Visto que apenas a solucdo de acido fosférico 2M, fez com que o BFC Il endurecesse
rapidamente, oferecendo pouco tempo para manipulacdo e moldagem, o aditivo utilizado neste
trabalho foi pirofosfato de célcio (CPP) por provocar um retardamento no tempo de pega de
BFCs, de acordo com relatos de Bohner et al (1996). Aditivos podem ser utilizados para reduzir
a quantidade de liquido necessaria para a obtencdo de uma pasta com viscosidade ideal para sua
utilizacdo como cimento. Outro aditivo também utilizado foi o pirofosfato de sédio, adicionado
a solucdo de acido fosforico, para também evitar uma reacdo exotérmica. Para a preparacdo do
BFC 11, a fase solida foi composta por uma mistura contendo 30% de CPP em um almofariz de
agata contendo 60% de B-TCP e 10% de HA. A relagdo considerada ideal foi de 0,75 mL/g,
dentro dos valores testados empiricamente. Portanto, constatou-se que a amostra apresentou um
tempo de pega inicial de 3 minutos e tempo final de 7 minutos, proximo a de biocimentos ja
utilizados comercialmente para aplicagcdes em odontologia (PRATI; GANDOLFI, 2015).

Ja o pH, a partir do resultado obtidos da analise, pode-se verificar um valor de pH

igual a 7, em fungdo dos aditivos adicionados. Isto é importante pelo fato que materiais com
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pH na faixa entre 6,5 a 8 sdo considerados adequados para implantacdo (DRIESSENS et al.,
1997).

Apdbs o tempo de pega e caracterizacdo do BFC Il por difracdo de raios X para
determinar as fases obtidas apos hidratacdo com fase liquida, foi possivel observar a formacéo
de 31% de B-TCP, 20% da fase HA e 41% da fase monetita. Estudos comprovam que é possivel
ocorrer a formagao de monetita a partir da reagdo entre a fase 3-TCP e 0 CPP (GROVER et al.,
2005), entretanto, a formacao dessa fase ap6s hidratacdo ndo afeta na qualidade do biocimento,
visto que a monetita € um fosfato de calcio anidro e o principal componente dos biomateriais
sintéticos experimentais avaliados. Esta apresenta uma composicdo quimica semelhante ao
tecido 6sseo e possui grande disponibilidade e alta solubilidade em fluidos fisioldgicos. Quando
observada in vivo é osteocondutora e absorvivel (MONTAZEROLGHAEM et al., 2015), além
de ndo apresentar antigenicidade e riscos de transmissdo de doencas (KLAMMERT et al.,
2009). Esse fosfato permite a formacdo de um arcabouco estavel no local de aplicacdo, por
apresentar biocompatibilidade. Quando implantada, favorece a migracdo e a adesdo de
osteoblastos, com resultados similares ao enxerto de osso autdgeno (TORRES et al., 2015).
Além disso, alguns autores ainda Ihe atribuem um potencial osteoindutivo (IDOWU et al.,
2014). O produto final ap6s reacdo de pega de alguns fosfatos de célcio, como o B-TCP,
geralmente é a fase HA, portanto, isso explica 0 aumento da porcentagem de HA ap6s o tempo
final de pega (CHEN et al., 2018).

Mesmo com composi¢do quimica majoritariamente similar a do BFC |, o BFC I
também foi submetido a analise de citotoxicidade, visto que qualquer modificacdo no processo
de sintese ou na sua composi¢do pode causar incompatibilidade (GOLA, 2019). Portanto, para
avaliar a citotoxicidade do BFC I, optou-se por realizar o ensaio a partir do extrato do material
de acordo com as normas da ISO 10993-5, para evitar as problematicas ja citadas com o contato
direto do material e as células. A anélise estatistica dos resultados demonstrou que as células
de osteoblastos ndo tiveram seu crescimento inibido pelo extrato, pois ndo houve diferenga
estatistica significante entre o grupo controle e 0s grupos experimentais.

Esse resultado é bastante significativo, visto que células de osteoblastos performam
um importante papel no metabolismo de regeneracéo dssea, pois sua principal funcéo é produzir
0s constituintes organicos da matriz extracelular dssea que facilitam sua mineralizagcdo por
compostos inorganicos e fatores paracrinos que juntos promovem a formacéo de tecido 0sseo.
A matriz organica e inorganica resultante forma um material composto que resiste tanto ao
estresse quanto a deformacéo e que se adapta as cargas sob as quais é colocado (BRADLEY et

al., 2018). Portanto, um enxerto 6sseo capaz de proporcionar o ambiente ideal para seu
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crescimento é uma forte caracteristica para potenciais materiais a serem aplicados na pratica
clinica.

Todas essas caracterizagdes tem como finalidade a implementacdo dos BFC para
auxiliar no tratamento de doencas dsseas, assim como na regeneracdo 6ssea guiada em doencas
dentérias. Dados da Fundagdo Internacional de Osteoporose (IOF) apontam que, em 2012, a
doenca chegou a atingir 10 milhdes de brasileiros. Os dados também indicam que uma a cada
quatro mulheres, acima de 50 anos, desenvolvem osteoporose. A doenca é capaz de aumentar
consideravelmente os riscos de fratura, com isso, estudos indicam que o numero de fraturas de
quadril, no Brasil, seja de 140 mil no ano de 2020 e¢ 160 mil em 2050 (CLARK et al., 2009;
KOMATSU; RAMOS; SZEIJNFELD, 2004).

Ao utilizar a biotecnologia e outras ciéncias como ferramentas poderosas no
aperfeicoamento de biomateriais, como os BFC desenvolvidos nesse trabalho, ¢ possivel que
estes sejam aplicaveis como carreadores de biomoléculas e farmacos que ajudem a melhorar
sua performance no tratamento de doengas 6sseas como a osteoporose. Alguns exemplos do
que se pode ser feito ¢ a utilizagdo de BFC como carregadores da Proteina Morfogenética Ossea
(BMPs), as quais sdo fatores osteoindutores que podem estimular significativamente a nova
formagao 6ssea (CHEN et al., 2018) ou a aplicacdo de BFC como carregadores de anti-
inflamatorios capazes de auxiliar no tratamento de doengas Osseas inflamatorias, como a
osteomielite. Portanto, o profissional de biotecnologia, que ¢ formado a partir de uma estrutura
multidisciplinar, ¢ apto para desenvolver investigagdes cientificas de vérios angulos, sendo
assim, capaz de integrar conhecimentos com o objetivo de desenvolver novas metodologias e
novas técnicas de andlise para o desenvolvimento de biomateriais, tendo um papel fundamental
para o desenvolvimento e inovacdo da ciéncia dos biomateriais.

Na odontologia, sdo utilizadas membranas de regeneracdo 0ssea guiada para evitar
que as células de tecido mole migrem para o local, superpopulem o local do defeito e inibam a
infiltracdo e a atividade das células formadoras de ossos (ELGALI ef al., 2017), mesmo apos a
aplica¢do de materiais ceramicos ou osso liofilizado. Com isso, uma hipdtese, € que por serem
capazes de se moldar a cavidade do defeito e por endurecerem in situ apds determinado periodo,
os BFC poderiam dispensar o uso da membrana de regeneracdo 6ssea guiada, servindo tanto
como um material que permita a estrutura necessaria para a regeneracao 0ssea, como uma
barreira impedindo que a fibrose ocorra.

Portanto, apesar de preliminares, os resultados demonstram que tanto o BFC I,
quanto o BFC Il sdo materiais promissores para aplicacdes biomédicas. Entretanto, outras

caracterizacgdes fisico-quimicas e ensaios bioldgicos tanto in vitro como in vivo deverdo ser
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realizados. Futuramente, algumas analises como resisténcia a compressdo diametral, analise de
porosidade, analise por microscopia eletronica de varredura, microscopia de forga atbmica entre
0os BFC e células de osteoblastos, ensaios de ativacdo de osteoblastos, além de testes de
biocompatibilidade tecidual e 6ssea em animais serdo realizadas para comprovar a qualidade e
eficacia dos BFC obtidos. Além disso, deseja-se aperfeicoar as caracteristicas dos BFC obtidos
para que estes possam proporcionar uma melhor performance na regeneragdo 0ssea, para isso,
técnicas de biotecnologia e farmacologia serdo utilizadas tanto para conseguir esse

aperfeicoamento, quanto para estuda-lo.
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8 CONCLUSAO

A partir dos métodos propostos foi possivel obter BFC contendo as fases de HA e
B-TCP a partir de duas metodologias diferentes. Ambos apresentaram pH préximo a neutro,
considerado um pH ideal para aplicacGes biomeédicas.

O tempo de pega inicial e final do BFC | foram ideais para algumas aplicacdes
ortopédicas, ja o tempo de pega inicial e final do BFC Il foram ideais para aplicacdes na
odontologia e algumas aplicacdes ortopedicas.

O BFC | ndo inibiu a viabilidade celular de células de fibroblastos L929 até a
concentracdo de 250 pg/mL, ja o extrato do BFC Il ndo inibiu a viabilidade celular de células
de osteoblastos OFCOLL Il em nenhum dos grupos experimentais.

Apesar de preliminares, as caracterizacbes demonstram que tanto o BFC I, quanto

o BFC Il sdo materiais promissores para aplicacGes biomédicas
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