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RESUMO

FREITAS, Lucas Augusto de. Sintese e caracterizagao de hidroxiapatita porosa
com propriedades osteoativas. 2020. 58p.Tese (Mestrado) — Programa de Pos
Graduacao em Ciéncias e Engenharia dos Materiais — Universidade Tecnolégica
Federal do Parana, Londrina, 2020.

A hidroxiapatita (HAP) € um composto baseado em fosfato de calcio que pode ser
extraido de tecido 6sseo de animas ou sintetizado. Devido as suas propriedades de
biocompatibilidade e bioatividade, tem notéria aplicacdo nas areas de implantes e
enxertia 6ssea. Entretanto, a HAP apresenta desvantagens quanto a disseminagao
das células jovens, em virtude da sua baixa porosidade. Assim, o presente trabalho
tem como objetivo sintetizar HAP com diferentes formadores de poros (moléculas
organicas como PEC 1500, PVA e CMC) utilizando processos de mistura durante o
processo de sintese (in situ) ou misturados apdés a HAP sintetizada (ex situ). O
desenvolvimento visa um biomaterial com melhores caracteristicas de
osteoconducédo. Além deste, ao biomaterial também sera adicionado o farmaco acido
zoledrénico para melhorar o processo de osteoativagcdo celular. Os primeiros
resultados apds o processo de sinterizacao indicaram que o melhor formador de poros
foi a molécula de PEG1500 através de um processo in situ (teste de MEV), gerando
um material com varios poros com tamanho de médio de 1000 nm. O uso de secagem
por spray dryer foi adotado para melhor padronizacdo do tamanho do grao de HAP
com ponteira de 1200 mm. Os testes de porosimetria indicaram existéncia
predominante de vazios intergranulares e pequenos poros. Os ensaios de
citotoxicidade confirmaram que a substancia Acido Zoledrdnico € altamente toxica em
elevadas concentracdes e deve-se buscar a concentracao ideal.

Palavras-chave: Hidroxiapatita; bioceramicas porosas; enxertia Ossea;
osteoconducao; osteoinducéo.



ABSTRACT

FREITAS, Lucas Augusto de. Synthesis and characterization of porous
hydroxyapatite with osteoactive properties. 2020. 58p.Thesis (Master's) -
Postgraduate Program in Materials Science and Engineering - Federal Technological
University of Parana, Londrina, 2020.

Hydroxyapatite (PAH) is a calcium phosphate-based compound that can be extracted
from animal bone tissue or synthesized. Due to its biocompatibility and bioactivity
properties, it has a notorious application in the areas of implants and bone grafting.
However, PAH has disadvantages regarding the dissemination of young cells, due to
its low porosity. Thus, the present work aims to synthesize PAH with different pore
builders (organic molecules such as PEC 1500, PVA and CMC) using mixing
processes during the synthesis process (in situ) or mixed after the synthesized PAH
(ex situ). The development aims at a biomaterial with better osteoconductive
characteristics. In addition to this, the drug zoledronic acid will also be added to
improve the process of cellular osteoactivation. The first results after the sintering
process indicated that the best pore builder was the PEG1500 molecule through an in
situ process (SEM test), generating a material with several pores with an average size
of 1000 nm. The use of spray drying was adopted to better standardize the size of the
HAP grain with a 1200 mm tip. The porosimetry tests indicated the predominant
existence of intergranular voids and small pores. The cytotoxicity tests confirmed that
the substance Zoledronic Acid is highly toxic in high concentrations and the ideal
concentration should be sought.

Keywords: Hydroxyapatite; porous bioceramics; bone  grafting;
osteoconduction; osteoinduction.
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1. INTRODUGAO

O tratamento de tecidos 6sseos danificados do corpo humano é muitas vezes
realizado pelo procedimento de substituicdo 6ssea ou enxertia 6ssea. Sua principal
funcao é preencher os vazios de tecidos causados por doencas degenerativas e/ou
genéticas, perdas relacionadas a fraturas ou contusées profundas que atinjam os
0ssos e até pela propria perda natural relacionada a idade avangada do paciente.
Sendo assim, o tratamento pode ser utilizado em diferentes lugares do corpo, desde
estruturas dentarias até cranio faciais. Este procedimento tem mostrado resultados
promissores, alcangando a regeneragao quase completa e reabsorgdo do material
enxertado, mas para que o tratamento seja eficiente € preciso que o material
enxertado possua caracteristicas fisico-quimicas e cristalograficas semelhantes ao
tecido 6sseo. Um material que se destaca apresentando essas caracteristicas € a
hidroxiapatita (HAP). HAP € um material a base de fosfato de calcio que compde a
maioria da estrutura inorganica do osso e consequentemente é o mais utilizado neste
tipo de tratamento quando se opta pelo composto sintético (DUTTA et al., 2015.)

A hidroxiapatita sintetizada, embora apresente similaridades quimicas ao
tecido 6sseo, possui também aspectos estruturais que dificultam a disseminagao das
células jovens, como exemplo a baixa porosidade. E preciso que o material enxertado
tenha poros interligados para que as células de geragao de tecido 6sseo, conhecidas
como osteoblastos, possam infiltrar no material, consumi-lo e crescer na estrutura
como um todo (PARSONS ET AL.,1988). Logo, além de sintetizar a HAP, é preciso
utilizar métodos de geragéo de poros, criar vazios no material de maneira a maximizar
a capacidade de proliferagao celular e ndo prejudicar as propriedades mecanicas: o
enxerto deve aderir-se ao local sem perdas de material, apenas assim o composto
podera interagir com o organismo de maneira adequada. Para gerar esses poros
existem diferentes técnicas e compostos capazes de arear a hidroxiapatita, criar
sulcos e interliga-los. Neste trabalho serdo utilizados diferentes compostos orgéanicos
(Polietileno Glicol, Acetato de Polivinila e Carboximetilcelulose) que serdo integrados
a HAP durante o processo de sintese (processo In Situ) ou por mistura fisica apés a
sintese (processo Ex Situ). Durante o processo de sinterizagdo da HAP esses
componentes organicos serdo queimados e abandonam a estrutura por evaporagao,

logo os espacgos vazios deixados por eles dardo origem aos poros. O material sera
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caracterizado quanto a formagdo de poros utilizando microscopia eletronica de
varredura.

Os poros gerados darao propriedades osteocondutivas em fungédo da area
superficial aumentada no material sintetizado. Entretanto, a intencdo é o
desenvolvimento de matérias que além de propriedades osteocondutivas também
tenham agao osteoindutoras. Pesquisas demonstram que enxertos sintéticos ainda
nao se comportam de maneira tdo eficiente quanto o enxerto autdégeno, onde o
composto para o tratamento é retirado diretamente do paciente em uma area distinta
aquela que sofreu perda de tecido 6sseo (YAMAN ET AL., 2017). Sabe-se que
compostos bifosfanatos tem uma grande afinidade com células 6sseas e que
estimulam a multiplicacdo celular. Assim, pesquisas vém sendo realizadas para
agregar as propriedades da hidroxiapatita e dos bifosfanatos e tornar o tratamento de
enxertia dssea sintética mais eficiente (LU ET AL., 2018).

Sendo assim, este estudo visa sintetizar o composto hidroxiapatita com
porosidade controlada e adicionar um farmaco bifosfanato para ativar as células

jovens e melhorar o desempenho do material.
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2. JUSTIFICATIVA

A regeneracdo do tecido 6sseo utilizando biomateriais sintéticos € uma
alternativa aos enxertos 6sseos, pois ndao danificam o leito hospedeiro e nao expde a
risco de contaminagdes. Apresentam ainda a vantagem de serem disponibilizados
comercialmente em quantidade ilimitada, diferente dos enxertos autégenos. O
sucesso ha reparacao esta na dependéncia de certas condi¢des, tais como, possuir
um amplo suprimento sanguineo, estabilidade mecanica, presenga de um arcabougo
tridimensional e tamanho da lesdo (SALLUM, CICARELI, et al., 2010)

E vasta a quantidade de referéncias que endossam a aplicacdo da
hidroxiapatita em enxertos Osseos além de ampla variedade de aquisicao e
sinterizacdo deste material (SOPYAN ET AL., 2007)TSAlI et al., 2018);
(VINOGRADOQV, 2015); (DUTTA et al., 2015); (FONSECA et al., 2011); (LOCA et al.,
2011); (FOOK et al., 2009;); ( SOPYAN; KAUR, 2009); (SEPULVEDA et al., 2002).

A hidroxiapatita € uma alternativa da enxertia déssea interessante por
apresentar menor custo que a enxertia heterogena e menos invasiva que a enxertia
autdgena.

Desta forma, o presente trabalho se justifica pela possibilidade de inovar no
desenvolvimento de um composto bioceramico a partir da melhoria da porosidade da
hidroxiapatita para enxertia 6ssea além da adigdo de um farmaco conhecido no
tratamento de osteoporose para ativacao celular e melhoramento da eficiéncia do

processo de crescimento 0sseo.
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3. OBJETIVOS

O objetivo do trabalho é a sintese de hidroxiapatita porosa carreada com o

farmaco acido zoledrénico.

3.1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar a hidroxiapatita, utilizando método de co-precipitagéo, a partir
de CaO e KH2PO4 com diferentes moléculas organicas para a formagao
do poro: polietiieno glicol (PEG), acetato de polivinila (PVA) e
carboximetilcelulose (CMC);

Duas metodologias de sintese serao realizadas para avaliar a eficiéncia
de formagao de poros: in situ e ex situ;

Avaliar o melhor método de sintese para formacgéao de poros;

Avaliar a melhor molécula organica para formag¢ao do poro;
Caracterizar a morfologia e microestrutura da hidroxiapatita através de
difragao de Raios X e microscopia eletrénica de varredura;

Ensaios de citotoxicidade in vitro;

Ensaios de porosimetria.
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4. REFERENCIAL TEORICO
4.1. ENXERTIA OSSEA E SUAS PROPRIEDADES

O osso é constituido por um tecido conjuntivo especializado, vascularizado e
dindmico que se modifica ao longo da vida do organismo. Quando lesado, possui uma
capacidade unica de regeneracao e reparagao sem a presenca de cicatrizes, mas em
algumas situacgdes, devido ao tamanho do defeito, o tecido 6sseo ndo se regenera por
completo. Assim, se faz necessaria a realizagao de procedimentos de enxertia 6ssea
(FARDIN, JARDIM, et al., 2010).

O enxerto 6sseo se realiza por meio de um procedimento cirlrgico que visa
aumentar ou reconstruir tecido 6sseo danificado, tem ampla aplicagcdo desde
reparacao da estrutura dentaria e maxilar até corre¢des de perda éssea em quadril e
articulagdes. Na odontologia o enxerto visa 0 aumento de altura e espessura do 0sso,
restabelecendo a quantidade Ossea necessaria para a instalagdo de implantes
dentarios.

Os primeiros estudos e procedimentos envolvendo enxertos ésseos datam de
1682, quando Van Meeken transplantou com sucesso um 0sso craniano de uma
cachorra para corrigir uma falha 6ssea no cranio de um ser humano. Apods muitos
estudos sobre as propriedades e deficiéncias, tanto do tecido 6sseo como da cirurgia
em si, Philip Walter, em 1821, foi pioneiro na pratica da cirurgia dssea autdgena, onde
a matéria organica utilizada foi parte do préprio osso do paciente para reconstrugéo
de defeitos Osseos. A partir de entdo muitas pesquisas e experimentos foram
desenvolvidos nessa area, sempre buscando a melhor opgao de material, dentre eles
encontra-se enxertos extraidos de diferentes fontes, seja ela do mesmo individuo a
ser enxertado, de um individuo diferente, mas da mesma espécie (comumente de
bancos de ossos humanos), de um individuo de espécie diferente (bovino ou suino,
por exemplo), e sintéticos onde o material € produzido em laboratério visando
aproximar-se ao maximo das caracteristicas de um osso natural. Essa seria a principal
divisdo dos enxertos. Dentre as diferengas, todos devem interagir com o tecido ésseo
de forma a coexistir e com o decorrer do tempo serem substituidos por tecido ésseo
do receptor (OLIVEIRA ET AL., 2010).

A forma de interagao entre material e tecido também caracteriza um tipo de

classificagdo, sdo esses: osteogénicos, osteoindutores e osteocondutores.
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Os osteogénicos referem-se a materiais de enxerto capazes de estimular a
formacao de osso por si s6, sem depender das células do receptor. Logo, essa € uma
caracteristica que somente o enxerto com osso autdgeno possui. Os osteoindutores
sdo aqueles capazes de induzir a diferenciacdo de células mesenquimais
indiferenciadas, presentes na area receptora a se transformar em uma célula
formadora de o0sso, conhecido como osteoblasto. Esta propriedade esta relacionada
a presenca do grupo de proteinas 6sseas morfogénicas (BMP), os quais ndo tém sido
associadas aos biomateriais para enxerto, pois podem causar uma resposta imune.
Os materiais osteocondutores (geralmente inorganicos, como o caso das
hidroxiapatitas) tem a capacidade de servir de arcabouco para a migragao de células
Osseas (osteoblastos) (SOARES, 2015).

A escolha de um material para o enxerto depende de alguns fatores
importantes, apesar de nao existir um unico tipo ideal e sem desvantagens em sua
aplicabilidade ou aquisicao. Segundo VOLKMER (2006) todo enxerto deve obedecer

aos seguintes requisitos:

1) Fornecimento ilimitado de matéria prima para o enxerto;

2) Nao apresentar resposta imunoldgica do hospedeiro;

3) Revascularizar rapidamente;

4) Estimular a osteoindugdo;

5) Promover a osteocondugéo;

6) Ser substituido completamente por osso em quantidade e qualidade

semelhante ao do hospedeiro.

A partir dessas condi¢des o profissional da area deve selecionar um tipo de
enxerto 0sseo adequado a determinada situacao, deve considerar o local do enxerto,
as condicdes do paciente e o tamanho do defeito a ser preenchido sempre visando o

melhor para o paciente.
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4.2. TIPOS DE ENXERTO

Dentre os tipos de enxertos conhecidos podemos dividi-los segundo o local
de extragdo do material. Assim sao classificados como autégenos, homdgenos,
heterogenos e sintéticos.

O osso autogeno (obtidos do proprio individuo) € consagrado na literatura
mundial como o que consegue reunir caracteristicas mais préximas do ideal. Possui
como principal vantagem seu potencial de integracdo ao sitio receptor com
mecanismos de formagao 6ssea de osteogénese, osteoindugao e osteoconducéo.
Sua principal desvantagem é a necessidade de uma area doadora advinda do proprio
individuo. Esse por sua vez, esta propenso a infecgdes, edemas e hematomas e na
area receptora uma dificuldade de adaptacao, além do desgaste fisico do paciente
pela invasibilidade do procedimento cirurgico e limitada quantidade de material em
casos de grandes reconstru¢des (SANTOS, GULINELLF, et al., 2009).

Em seguida, existem os implantes homogenos ou alégenos (obtidos de
individuos com carga genética diferente, porém da mesma espécie), o tecido dsseo é
adquirido em bancos de 0ssos que por sua vez captam o material de individuos mortos
ou vivos que sofreram amputacdo de membros e por qualquer motivo ndo
comprometeram o estado saudavel do tecido. Os maiores problemas desse tipo de
enxerto sdo a rejeigao, risco de forte reagdo antigénica, transmissdo de doengas
infecciosas e exigéncia de adequacdo entre doador e receptor do tecido 6sseo
(SOUZA, JR, et al., 2010).

Outra classe muito utilizada s&o os heterégenos, enxertos em que doador e
receptor sdo de espécies distintas. Ossos bovinos mineralizados (OBM) sao utilizados
neste procedimento ha muitos anos e com enorme sucesso, pois produzem uma
formacao muito semelhante ao osso medular humano, com grau de porosidade que
varia entre 75% a 80% o que permite boa capacidade de incorporacédo ao tecido.
Esses tipos de enxerto sdo completamente desprovidos da fase proteica e por sua
matriz 6ssea nao ser modificada do seu formato original ele é reabsorvivel, denso ou
poroso, cristalino ou amorfo. Apesar da semelhanga com algumas hidroxiapatitas, sua
composicao a base de apatita € predominantemente composta por carbonatos e
grupos hidroxilicos reduzidos. Isso torna o material especificamente distinto,
apresentando propriedades osteoindutivas, servindo como arcabougo para a
neoformacgédo 6ssea (SOUZA, JR, et al., 2010). No entanto, devido ao rigoroso
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tratamento do enxerto para prevenir a rejeicdo e as dificuldades na extragdo do
material, esta alternativa acaba tornando-se economicamente menos atrativa,
assepsia e sinterizacdo acabam encarecendo o processo.

Por fim, os substitutos 6sseos sintéticos ou aloplasticos (produzidos a partir
de metais, ceramicas ou polimeros) sdo os materiais e técnicas alternativas que
através de estudos especializados vem ganhando espaco no meio da enxertia éssea.
Esse fato se da, principalmente, pela maior disponibilidade de matéria prima, menos
invasiva e prejudicial a saude do paciente por dispensarem o procedimento cirurgico
de retirada de material 6sseo e também apresentam menor custo de fabricagéo
(OLIVEIRA, OLIVEIRA, et al., 2010). Assim, os substitutos sintéticos sdo a opgao
l6gica quando se busca atender a demanda cada vez maior de implantes ortopédicos,
mesmo considerando suas limitagdes de forgca, osteoconducgado, osteoinducgao,
oteointegracédo e biodegradacgao inerentes a sua natureza. Sento esta tipologia de

enxertia 6ssea definido como objeto de estudo do presente trabalho.

4.3. ENXERTOS SINTETICOS

Como foi citado, existem tipos diferentes de enxertos dsseos e uma das
classificagdes utilizadas relaciona a origem dos materiais do enxerto. Nesta
classificagdo o enxerto autégeno destaca-se pela maior atividade celular e eficiéncia
ja que a matéria prima é retirada diretamente do paciente que recebera o enxerto.

Segundo (CANULLO; DELLAVIA, 2009) a utilizagao desse tipo de enxerto em
blocos ou granulos foi por muito tempo considerado como a melhor opgao, no entanto
outros tipos de materiais de enxerto devem ser desenvolvidos com intuito de evitar um
segundo procedimento cirurgico, necessario para a retirada do material, e assim
diminuir a morbilidade da area doadora.

Ao longo do tempo e do desenvolvimento das técnicas de enxertia dssea,
muitos sistemas aprimorados foram desenvolvidos. O aprimoramento de materiais
com Scalffolds ou poros interligados foi proposto para a engenharia de tecidos 6sseos.
A partir desses sistemas uma serie de pesquisa foram desenvolvidas em busca de
inovagdes para enxertia sintética: selecdo de materiais, incorporagcao de
medicamentos e fatores de crescimento, estabilidade mecéanica e eficiéncia de

regeneracao Ossea (SARKAR; LEE, 2015). Entretanto, substitutos sintéticos
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apresentam desempenho osteogénico ou osteoindutivo significante, mas néo
equivalente ao material autégeno.

Portanto, um dos aspectos importantes no desenvolvimento de materiais
substitutos de ossos e 6rgaos € a fabricagdo de matrizes ou andaimes de suporte com
uma morfologia estrutural micro e macroscépica apropriada, incluindo tamanho de
poros, interconectividade de poros, biocompatibilidade, osteocondutividade,
resisténcia mecanica e biodegradabilidade (PRASADH; WONG, 2018).

e Andaimes para crescimento 6sseo
e Porosidade
¢ Propriedades mecanica

e Caracteristicas da Degradacéao

As estruturas Scallfod ou andaimes tem objetivo de apoiar os novos tecidos
enquanto serve de substrato ao crescimento 6sseo, estes devem possuir recursos
especificos para um crescimento favoravel. A topografia do biomaterial deve promover
adesao celular, infiltragao celular e o crescimento, isso significa que essas estruturas
devem possuir poros bem interconectados que permitem a infiltracdo celular e a troca
de nutrientes. Qualquer biomaterial que suporte a fixagcao de células e o crescimento
0sseo em sua superficie € considerado osteocondutor. A taxa de degradacao do
biomaterial também é uma caracteristica muito crucial, o biomaterial deve sofrer
reabsor¢gédo a medida que o osso € formado, ou seja, a taxa de formagéo do novo
tecido 6sseo deve ser proporcional a taxa de degradagcdo do biomaterial, e seus
subprodutos de degradacédo ndao devem causar inflamagao ou toxicidade nos tecidos
circundantes ou em todo o sistema.

Novos materiais tém sido desenvolvidos e testados sob inumeras e complexas
formas. Dentre eles podemos citar: dura mater, cartilagem, dentina, osso- liofilizado
ou ndo, e biomateriais a base de fosfato de calcio (SOARES, 2015).

Na linha de fosfatos de calcio, os principais exemplos sao o Beta-fosfato-
tricalcio e hidroxiapatita: biocompostos conhecido pela excelente biocompatibilidade
e osteoconducao, devido a sua composicao quimicamente semelhante a apatita
humana (DOROZHKIN, 2010). Outro material muito pesquisado nessa area sdo os
biovidros, compostos constituidos por SiO2, Na20 e P20s, sua principal propriedade é

proporcionar absorcdo e concentragcdo de proteinas usadas pelas células de
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regeneracao 0ssea para formar a matriz celular a qual, teoricamente, pode promover
a formacgéao 6ssea ( LINDHE J, KARRING T, LONG NP, 2005).

Dentre os variados tipos de material utilizados para enxertia éssea a
hidroxiapatita sintética € um dos mais utilizados, o composto constituido de fosfato de

calcio compde a maioria da parte inorganica do tecido 6sseo (DUTTA ET AL., 2015).

4.4. HIDROXIAPATITA

Dentre os compostos a base de fosfatos de calcio a hidroxiapatita sintética
utilizada na reposigédo éssea tem, em geral, 6tima biocompatibilidade. A hidroxiapatita
(HAP) é um material inorganico natural que compde cerca de 95% do tecido
mineralizado de ossos e dentes em humanos e vertebrados (JARDIM et al. 2009).
Largamente utilizada em tratamentos envolvendo o tecido 6sseo justamente por sua
excelente afinidade a substancias bioldégicas como colageno, proteinas, enzimas e
células (KHAJURIA; RAZDAN; MAHAPATRA, 2015).

A HAP é representada pela estrutura quimica Ca10(PO4)s(OH)2 (Figura 1)
compoe o esqueleto dos vertebrados pela capacidade de atuar como reserva de calcio
e fosforo. HAP presente no esqueleto também apresenta em sua composicéo ions
tais como Ca?*, Mg?*, Na?* e CO?% permitindo o controle desses importantes ions nos
liquidos corporais através da sua liberagdo ou armazenamento (GUTIERRES ET AL.,
2005).

A superficie da hidroxiapatita permite a interacédo das ligagdes do tipo dipolo,
fazendo com que as moléculas da agua, proteinas e colageno sejam absorvidas na

superficie o que induz a regeneracao tecidual.
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Figura 1 - Estrutura quimica da Hidroxiapatita
FONTE: (GUTIERRES et al., 2005).

Sua semelhanga quimica com os ossos e dentes (Figura 1) dos vertebrados
tem motivado pesquisadores a desenvolver e melhorar este biomaterial como seus
substituintes. Quando colocada em contato com o 0sso, atua inicialmente como uma
prétese e, em seguida, como um suporte para a regeneracgao dos tecidos (SALLUM,
CICARELI, et al., 2010).

A HAP pode ser sintetizada utilizando o método umido de co-precipitagao,
consistindo na reagao de uma fonte de fosforo com uma fonte de célcio em um pH
controlado (ARCOS, 2014), sabendo-se que a razado Ca/P da HAP é de 1,67 (ARCOS,
2014), é possivel escrever sua reacao de sintese que indicando as quantidades de

reagentes a serem utilizados, tais como:

10 Ca(OH)zgqy + 6 KH2PO4 gy = Ca10(POs)(OH)y ) + 6KOH qq) + 18 Hy0

Apesar das vantagens da utilizagao da hidroxiapatita na enxertia 6ssea, HAP
possui a desvantagens em termos de propriedade de osteocondugao, devido ao
processo de sinterizagdo do material. Este possui uma porosidade baixa (muito menor
que o enxerto heterégeno), dificultando a formagao 6ssea natural do paciente o que
aumenta o tempo de cuidados pdés-operatério, propensdo infecciosa, rejeicao e
desacoplamento do material além de incOmodos e dores sofridas pelo individuo
(ROSA, SHAREEF e NOORT, 2000).
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Diante da dificuldade em osteoconducgéo da hidroxiapatita em fungéo da baixa
porosidade, a presente pesquisa busca desenvolver um composto com propriedades
porosas mais favoraveis a enxertia éssea.

A HAP porosa possui uma ligagéo ideal ao tecido 6sseo. Os poros fornecem
um intertravamento mecanico que fixa o material, assim, o tecido cresce dentro dos
poros aumentando a resisténcia do implante. Percebeu-se que a dimensao e a
morfologia dos poros sao fatores cruciais para uma excelente osteointegracdo. O
tamanho minimo de poro necessario para permitir o crescimento do 0sso € a0 mesmo
tempo a passagem de corrente sanguinea é de aproximadamente 100-150 ym para
macroporos (HABIB et al., [s.d.]), mesmo assim, a osteocondugédo ainda acontece
mesmo com poros de cerca de 50 um. Alguns relatos afirmam ainda que para a
excelente colonizagcdo de osteoblastos e crescimento fibroso-muscular, os poros
deveriam ser de 200 a 500 ym. Outros requisitos importantes para implantes porosos
sao a interconectividade dos poros para a penetragao das células semelhantes a
osteoblastos no interior dos poros, bem como a rugosidade da superficie para a
fixagdo das células (SOPYAN; KAUR, 2009).

As caracteristicas fisicas obtidas no desenvolvimento de ceradmicas porosas
para substitutos 6sseos dependem do volume poroso dos biomateriais, bem como do
tamanho médio dos poros e das interconexdes. Um desenvolvimento bem-sucedido
de substitutos 6sseos porosos com propriedades ideais requer controle perfeito
desses parametros (SOPYAN et al., 2007).

A grande diversidade de requisitos de reconstrugao clinica para os defeitos do
esqueleto levou ao desenvolvimento de varios métodos para preparar implantes
ceramicos porosos. Isso permite a producdo de HAP porosa com porosidade
controlada, boa interconectividade porosa, resisténcia mecanica e propriedades da
superficie. Alguns desses métodos podem ser brevemente explicados da seguinte

maneira:

4.41. Método de Particulas Volateis

Varios tipos de agentes de produgao de poros, incluindo parafina, naftaleno,
carbono, amido, farinha, peroxido de hidrogénio ou polimeros sintéticos (por exemplo,

polivinil butiral) sdo misturados a pds ou polpas de HAP.
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Apos a moldagem, os organicos sao queimados durante a sinterizagdo. Essa
abordagem permite o controle direto sobre as caracteristicas dos poros, ja que sua
fragdo, tamanho, morfologia e distribuicdo sdo controladas por tipo, quantidade e
propriedades da fase volatil adicionada.

A remoc¢ao de organicos que criam poros pode ser realizada por processos
fisicos como vaporizagdo e sublimagdo ou reagdes quimicas como combustdo e
pirdlise (SCHLGL, 2008). Segundo o mesmo as ceramicas porosas obtidas
geralmente tém macroporos fechados com um tamanho de poro variado de 0,1-5000

pm de diametro.

4.42. Método de Mistura de Porogénios Soluveis em Agua

Este método foi desenvolvido por (TADIC et al., 2004) e consiste na mistura
de cristais de sal e polimeros soluveis em agua como agentes de criagdo de poros
com poés de fosfato de calcio, seguidos de prensagem isostatica a frio. Como os
porogénios sao facilmente soluveis em agua, eles podem ser removidos sem qualquer
tratamento térmico. Os poros sdo formados pelos cristais de sal e os canais entre
esses poros sao formados pelas fibras poliméricas. A HAP porosa obtida apresentou

boa interconectividade com os didmetros de poros na faixa de 250 a 400 mm.

4.4.3. Método de Esqueleto de Corais Marinhos

A estrutura esquelética tridimensional de certos corais marinhos imita 0 0sso
esponjoso humano e pode ser usada como modelo para a construgcédo de estruturas
porosas.

Nesse método, a reagao de troca hidrotérmica converte o carbonato de calcio
no esqueleto de coral em HA na presencga de ions fosfato. O hidrogeno fosfato de
amonio € normalmente usado como fonte de ions fosfato.

A HAP porosa resultante possui macroporos de cerca de 200 a 500 ym de
diametro, com boa interconectividade e porosidade de 50 a 65%, e esses sao fatos
suficientes para sua utilidade na obtencéo de substitutos 6sseos artificiais. No entanto,
a quantidade limitada de coral marinho € seu obstaculo. Outro fator que deve ser
considerado ¢ a dificuldade em controlar a porosidade. Diversas espécies coralinas

tém porosidades esqueléticas diferentes.
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4.4.4. Método de Espuma de Ceramica

Esta técnica envolve a formagao de espuma de suspensdes ceramicas ou 0
inchamento de corpos verdes ceramicos atraves de reag¢des quimicas de evaporagao
de gases de fontes organicas e inorganicas.

Alguns agentes espumantes testados foram peroxido de hidrogénio, sal de
carbonato e fermento em pé. Eles foram adicionados as pastas de HAP, enquanto
agitavam para deixa-la espumar, e depois submetidos a polimerizagao seguida de
sinterizacéo (KIM et al., 2003).

Esta técnica envolve uma etapa de polimerizacdo de reticulagcdo que
gelatiniza a pasta de HAP semelhante a espuma de maneira rapida, promovendo
assim a formagao de uma estrutura porosa interconectada. A superficie da parede do
dispositivo obtido é muito lisa e as particulas de HAP s&o alinhadas estreitamente
umas as outras e ligadas firmemente. Com tamanho médio de poros de 150 ym, este
dispositivo é favoravel a migracao celular entre os poros ou ao crescimento de tecidos.
A fundicdo em gel de espumas pode ser aplicada para produzir andaimes de ceramica
com alta resisténcia mecanica. A desvantagem desta técnica é que ela normalmente
resulta em uma estrutura de poros mal interconectados e distribuicdo de tamanho de
poro ndo uniforme (DE SOUZA et al., 2016).

4.4.5. Método de esponja polimérica

Outra abordagem para a fabricagdo de ceramica porosa € através da
replicagao de um substrato de esponja polimérica para produzir ceramica porosa de
célula aberta reticulada. A ceramica porosa obtida a partir de substratos poliméricos
reticulados possui varias propriedades distintas, como tamanho de poro controlavel e
formas ceramicas complexas, adequadas para diferentes aplicagdes (POLLICK et al.,
1995). O método de esponja polimérica, como esse método denominado, é realizado
impregnando substratos poliméricos porosos (esponjas) com pasta de HAP. A HAP
porosa preparada pelo método de esponja polimérica mostrou poros bem
interconectados, mas baixa resisténcia mecanica para aplicacbes de suporte de
carga. Foi demonstrado que o método da esponja polimérica resulta em uma

distribuicdo adequada do tamanho dos poros, conforme requer a osteoconducéo. Isso
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€ caracterizado pela existéncia de micro/meso/macroporos com um grau adequado
de interconexao (TAMPIERI et al., 2001).

O uso de suspensdo de HAP bem controlada permite fazer ceramicas de HAP
com gradientes de cristalinidade e porosidade imitando as caracteristicas fisico-
quimicas dos 0ssos corticais e esponjosos, além de fabricar enxertos porosos de HAP
para administracdo controlada de drogas (GUICCIARDI et al., 2001).

O método utilizado no projeto sera o meétodo e particulas volateis, em fungéo
da facilidade rapidez de preparo. Para formagao da porosidade na hidroxiapatita serdo
utilizados compostos organicos que apos a pirolise geram as porosidades e nao
deixam residuos provenientes da pirdlise.

Optou-se pela utilizagdo do material organico o poliacetato de vinila (PVA), o
polietileno glicol (PEG1500) e carboximetilcelulose (CMC) (Figura 2), (Método de
Particulas Volateis).

I
i

OR\

i
H CH f RD'—\—-_\_\_‘.:__;F_I_.._
A | 0-5~0 |
=== \ L1 {
| B \ OrR
H ﬁ—ﬁ HDF;HGIIH
OCHy/n " R=H or CH,COH

Figura 2 - Molécula de PVA (A), PEG-1500 (B) e Carboximetilcelulose (C).
FONTE: Autoria Propria.

Para a formacéo de poros constatamos que era necessario um composto com
propriedades especificas. Como o material seria submetido a uma alta temperatura
para que os compostos de sacrificio fossem retirados formando os poros, esse
composto deveria ter um ponto de degradagdo mais baixo que o ponto do substrato
(HAP). Este deveria também nao interagir quimicamente com a Hidroxiapatita pois a
estrutura da mesma é essencial para interacdo com o tecido dsseo. E por fim os
formadores deveriam ter tamanhos de moléculas e estruturas adequadas ou razoaveis
a aplicagao, ou seja, grandes o suficiente para formar os poros e possibilitar o acesso
das células, mas nao tdo grande que destruiria essa estrutura porosa.

Segundo (ASHRAF; ZEBARJAD; HADIANFARD, 2019) a engenharia de
tecidos busca aprimorar os métodos, técnicas e meios de crescimento celular e

proliferacdo em matrizes especificas, conhecidas como scallfolds. As propriedades
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dos scallfolds dependem n&o apenas do material, mas também do tamanho e
distribuicdo dos poros, biocompatibilidade, biodegradabilidade e bioatividade. Outro
ponto-chave é a escolha dos materiais adequados. Além dos materiais convencionais,
os polimeros sintéticos e biodegradaveis podem ser utilizados na fabricacdo de
andaimes tridimensionais devido as suas vastas propriedades.

O primeiro composto utilizado foi o PEG. O poli (etileno glicol) (PEG) é um tipo
importante de polimero hidrofilico, possui excelentes propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas, incluindo hidrofilicidade, solubilidade em agua e em solventes organicos,
falta de toxicidade, e auséncia de antigenicidade e imunogenicidade.Essas
propriedades permitem que o PEG seja usado para muitas aplicagdes biomédicas e
biotecnolégicas, e o PEG é considerado um biomaterial muito importante.(FU et al.,
2011; KOUPAEI; KARKHANEH; DALIRI JOUPARI, 2015)

Como segunda opcéao optamos pelo PVA. O alcool polivinilico (PVA) é um dos
polimeros sintéticos mais famosos e de baixo preco, facilmente soluvel em agua
devido ao seu grupo funcional de alcool (ASHRAF; ZEBARJAD; HADIANFARD,
2019). O PVA contém numerosos grupos de alcool polar e pode formar ligagdes de
hidrogénio com a agua. Portanto, dissolve-se facilmente na agua. O PVA também é
um material biodegradavel que foi usado na engenharia de tecidos em inumeros
métodos como eletrofiagdo para formar scalffolds nanofibrosos, liofizagao e filtragao
de particulas por moldagem em fusao (HSIEH; LIAU, 2013).

E por ultimo optamos pela carboximetilcelulose (CMC). A CMC tem recebido
cada vez mais atencdo devido a sua boa resisténcia mecanica, além de excelente
biocompatibilidade, estabilidade quimica, nao toxicidade, baixo custo e facil fabricagao
em varias morfologias com porosidade de interconexdo ajustavel. Além disso, as
nanoestruturas de HA com alta area superficial especifica e atomos insaturados
podem interagir efetivamente com a celulose, resultando nas propriedades
aprimoradas de seus nanocompositos (FU et al., 2018).

Uma das técnicas de formacgao de poros em materiais ceramicos consiste em
misturar quantidades apropriadas de compostos que agiriam como fugitivos de
sacrificio: agentes formadores de poros que ao elevar-se a temperatura da mistura
seriam evaporados durante a sinterizagdo, formando poros. S&o geralmente
classificados como matéria orgénica sintética (polimero, fibras orgéanicas, etc.),
matéria organica natural (amido de batata, celulose, algodao, etc.), matéria metélica

e inorganica (niquel, carbono, cinzas volantes, particulas de vidro, etc.) e liquido
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(dgua, gel, emulsdes, etc.). Essa metodologia € util especialmente para obter alta
porosidade aberta, ou seja, os poros serdo interconectados uns aos outros, formam
tuneis dentro do material o que facilita a atividade celular, aumenta sua eficiéncia e
acelera o processo de crescimento 6sseo (Figura 3). Os agentes, no entanto,
precisam ser misturados homogeneamente com po de ceramica para obter
distribuicdo uniforme e regular dos poros. Fugitivos solidos, como materiais organicos,
sdo geralmente removidos por pirdlise, o que requer tratamento térmico a uma
temperatura acima de seu ponto de vaporizagdo, assim o composto orgéanico
desprende-se do substrato formando os poros (OHJI; FUKUSHIMA, 2012).
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SINTERIZACAO

POROS

Figura 3 - llustracédo de formacé&o de poros por fugitivos de sacrificio.
FONTE: (Ohji; Fukushima 2012).

Com a retirada dos materiais organicos, espera-se que 0s poros gerados
sejam controlados em termos de tamanho e forma e que apresentem
interconectividade, condicao ideal para que a osteocondugao sejam obtidas na HAP.

O aumento da porosidade no material induz as células para o interior do
enxerto 0 que consequentemente aumenta o contato entre célula e substrato o
suficiente para o crescimento ésseo, ainda sim, este € um processo lento e
estressante ao paciente. A partir dessa problematica o estudo volta-se aos compostos

capazes de ativar as células de crescimento e diminuir o tempo de curo do material.

4.5. OSTEOATIVACAO

Segundo JUNQUEIRA E CARNEIRO (2004) o osso € um tecido

multifuncional, metabolicamente muito ativo, constituido por uma populacdo
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heterogénea de células, em diferentes estagios de diferenciagao celular. Esta em
equilibrio dinamico, com regulagcéo da mobilizagao e deposi¢ao mineral, durante a vida
do animal. E um tecido que sofre um processo continuo de renovagao e remodelagao.
Esta atividade é consequéncia, em sua maior parte, da atividade de dois tipos
celulares principais, caracteristicos do tecido &sseo: os osteoblastos e os
osteoclastos.

Os osteoblastos s&o responsaveis principalmente pela deposi¢céo de colageno
e calcio assim gerando tecidos novos a partir da superficie. Sdo células diferenciadas
que produzem a matriz 6ssea e também participam da calcificagcdo da matriz, através
da secregao de pequenas vesiculas ricas em fosfatase alcalina para o interior desta,
durante o periodo em que a célula esta produzindo a matriz 6ssea (JONHSON, 2000).

Ja os osteoclastos sdo responsaveis pela reabsorcdo d6ssea. Sdo células
grandes (Figura 4), que surgem pela fusao de células mononucleadas e podem ter até
50 nucleos. Acredita-se que os precursores dos osteoblastos se originam na medula
O0ssea e migrem pela circulagado, a partir do timo e outros tecidos reticulo-endoteliais,
para os sitios do osso destinados a reabsor¢ao. Os precursores mononucleados dos
osteoclastos sao provavelmente atraidos para os sitios de reabsor¢cao 6ssea por
produtos parcialmente degradados do ostedide. A parte do osteoclasto que entra em
contato com o 0sso se apresenta altamente pregueada e é chamada de borda
estriada. Esta varre a superficie do osso alterando sua configuragéo, a medida que
liberam acidos e enzimas hidroliticas que dissolvem a matriz proteica e os cristais de
minerais. Quando a reabsor¢do é completada, os osteoclastos sao inativados e
perdem alguns de seus nucleos. A inativagcdo compreende a fissuragcao da célula
polinucleada gigante, de volta a células mononucleadas (JOHNSON, 2000).

Assim, os estudos de ativacdo do crescimento de tecido ésseo buscam
aprimorar essa dinamica envolvendo as atividades dos osteoblastos e osteoclastos
onde, os osteoblastos trabalham na reparagdo dos ossos que os osteoclastos
desfizeram. Esse equilibrio € extremamente importante porque os 0ssos sao reserva
de sais minerais como calcio e magnésio. Nesse sentido, encontra-se uma classe de
medicamentos conhecida como bifosfanatos. A principal fungao dos bifosfanatos é
inibir a reabsorcao 6ssea, ou seja, impedir a atividade dos osteoclastos. Como a
interacao entre as células de manutencao e deposicao de tecido é ciclica, as células

de crescimento sao ativadas apds a apoptose das células de reabsorcao o que faz
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dos bifosfanatos substancias capazes de incitar a geragdo de tecido Gsseo
(DOGGRELL, 2009).

Osteoclasto Mesénquima Matriz neoformada
Osteoblasto i i (ostedide)

Figura 4 - Células da Matriz Ossea
FONTE: Junqueira e Carneiro, 2004.

Bifosfanatos é uma classe de compostos sintéticos relacionados
estruturalmente aos pirofosfatos, possuem alta afinidade aos compostos de fosfato de
calcio como a hidroxiapatita. Assim, apds administragdo intravenosa ou oral séo
rapidamente depositados nas superficies de tecido “duro” como ossos e dentes
(regides ricas em hidroxiapatita). Esse processo faz dos bifosfanatos uma estratégia
valida para o tratamento de doengcas como a osteoporose primaria, a secundaria e a
doenca de Paget (PIGNATELLO ET AL. (2009).

Verificou-se que, em condi¢cbes que estimulam a ligagcao do bifosfanato ao
0ss0, 0 acido zoledrdénico (AZ) (Figura 5) tem maior afinidade de ligagao entre todos
os outros bisfosfonatos para HAP (KHAJURIA ET AL., 2015). AZ é um potente
bifosfanato que inibe ativamente a proliferacdo de osteoclastos, reduz o risco de
fraturas em pacientes com condicdes pds-menopausicas e, portanto, € usado no
tratamento da osteoporose (CAI ET AL., 2018).
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Figura 5 - Representagdo da Estrutura Quimica do Acido Zoledrénico.
FONTE: Wikipedia.com

Assim, selecionamos o acido zoledrénico como farmaco de ativagao celular
devido a sua alta afinidade ao tecido 6sseo. Logo, o trabalho propde o
desenvolvimento de um biomaterial a base de hidroxiapatita porosa carreada com
acido zoledronico com intuito de acelerar o processo de crescimento 0Osseo

melhorando aspectos de multiplicac&o e atividade celular.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1. SINTESE DA HIDROXIAPATITA

O método da co-precipitacdo consiste de simples etapas: primeiramente
adiciona-se 200 ml agua destilada em 6xido de calcio (2,79 g) como precursor de
calcio. Em seguida uma solugao de fosfato de potassio (4,06 g) foi preparada em 10
ml de agua e gotejado lentamente na solugao de calcio sob agitagdo, controlando o
pH na faixa acima de 10 para garantir a precipitacdo da fase HAP desejada. Apds a
sintese, a solug¢ao contendo a hidroxiapatita obtida foi seca em estufa. O po sintetizado
por co-precipitacdo foi submetido a tratamento térmico para obtencdo de HAP

cristalina.

5.2. FORMADORES DE POROS

Foram testadas trés moléculas orgéanicas polietileno glicol (PEG), alcool
polivinilico (PVA) e caboximetilcelulose (CMC). Os testes com as moléculas para
formacgao do poro foram realizados utilizando a mistura de moléculas durante a sintese

da HAP (reacgao in situ) ou ap6s a sintese da HAP (mistura ex situ).

5.2.1. Formadores de poros através de reacao in situ

Para a sintese in situ de formagéo de poros foi adicionada 10% e 20 % da
molécula organica durante a sintese da hidroxiapatita (5 gramas). A molécula
formadora de poro foi adicionada a solugdo de hidroxido de calcio antes do

gotejamento de fosfato de potassio.

5.2.2. Formadores de poros através de reacao ex situ

Para a sintese ex situ de formagao de poros foi adicionada 10% e 20 % da
molécula organica apds a hidroxiapatita sintetizada (5 gramas). A molécula formadora
de poro foi adicionada ap6s a HAP ter sido levada para estufa. A molécula orgéanica e
a HAP foram misturados em um volume minimo de agua (5 mL) de maneira a gerar
uma massa coesa. Apods a secagem o material foi moido em cadinho.

A seguir o fluxograma simplificado do processo de sintese da HAP.



31

SINTESE FORMADORES DE IN SITU EX SITU
PORO

10%

POLIETILENO o w

GLICOL (PEG)

!

20%

|
¥

ACETATO DE

» POLIVINILA T w
IR BR

HIDROXIAPATITA |

10%

CELULOSE

N

Figura 6 - Fluxograma de sintese da HAP
FONTE: Autoria propria.

5.3. DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

As amostras de HAP a verde e sintetizadas foram enviadas para analise de
difracao de raios X. As analises foram feitas no difratdmetro da marca Bruker modelo
D2 Phaser 2nd Genmostrado, utilizando &nodo de cobre, com o parametro 26 graus

variando de 20° a 80°, velocidade de 0,03 °/s e fenda (slit) de 0,2 mm.

5.4. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

Nesta analise foi utilizado amostras de HAP com 10% de formadores de poros
(PEG, PVA e CMC). As amostras foram enviadas para termogravimetria (Analisador
Termogravimétrico Shimadzu TGA-51H), e submetidas a aquecimento até 800 °C,
com taxa de aquecimento de 10° C/min e fluxo de gas de arraste de ar sintético de 20

ml/min.

5.5. SINTERIZAGAO DAS AMOSTRAS.

As amostras de HAP com formadores de poros foram sinterizadas em um
forno Nabertherm LHT 02/17 LB Speed. A rampa de sinterizacdo adotada pode ser
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vista na Figura 7. As amostras em temperatura ambiente (25 C°) foram submetidas a
um aquecimento na taxa de 1 °C por minuto até 800 °C seguida de 5 °C por minuto
até 1100 °C.

RAMPA DE SINTERIZACAO
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Temperatura (C2)
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Figura 7 - Rampa de sinterizagao.
Fonte: Autoria prépria.

5.6. MISCROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As amostras de HAP apds o processo de sinterizacdo foram analisadas em
aparelho de microscopia eletrénica de varredura (MEV) FEI Quanta 200 (Universidade
Estadual de Londrina). Para possibilitar a visualizagdo de tal superficie no
microscopio, foi necessario a realizagao de sputtering com particulas de ouro sobre a
superficie (Aparelho de sputtering/coating Bal-Tec SCD-050). As amostras foram
analisadas utilizando com magnificagbes de 800x, 3000x, 60000x e 15000x.

5.7. GRANULOMETRIA DAS PARTICULAS DE HIDROXIAPATITA

Para a aplicagdo biolégica das particulas da HAP € necessario que as
mesmas tenham porosidade adequada e sejam regulares de forma a otimizar a
atuacado e multiplicacdo das células O0sseas. Para homogeneizar o tamanho das
particulas foi realizado um teste utilizando Spray Dryer, substituindo a secagem em

estufa.
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Amostras de HAP com formador de poro CMC (10%) foram preparadas e seca
em Spray Dryer. Os parametros utilizados foram: temperatura de secagem 170 ° C,
fluxo de ar 35 L/min, vazédo 0,4 L/h e vazdo do blower 1,95 m3min. Testes foram
realizados para monitorar o tamanho do pico de saida do spray. Para os testes foram

utilizados picos de 1,0 mm e 1,2mm.

5.8. ENSAIOS DE POROSIMETRIA DE MERCURIO

A porosimetria de mercurio foi realizada nas amostras utilizando um
porosimetro (Micromeritics Autopore 1V), que possui um penetrémetro modelo 24 para
insercdo do mercurio nos poros. Dentre os parametros do penetrédmetro utilizado, a
constante de penetragao utilizada foi de 33,130 pL/pF, o volume do tubo capilar (stem)
foi de 3,6230 mL, o volume penetrado foi de 17,8462 mL, a massa penetrada foi de
aproximadamente 75 g, e a pressdo maxima utilizada foi 4,45 psi.

Ja os parametros utilizados em relagao ao mercurio introduzido foram, durante
0 periodo de baixa pressao, a pressao de evacuagao de 50 umHg durante 5 minutos,
com pressao de preenchimento de 0,52 psi, e tempo de equilibrio de 300 segundos.
Ja durante o periodo com alta pressido, o tempo de equilibrio foi também de 300

segundos.

5.9. ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE
5.9.1. Ensaio de citotoxicidade do AZ na presencga de HAP.

Primeiramente o acido zoledrdnico foi diluido em NaOH 0,1 molar para ser
misturado a Hidroxiapatita. Amostras de HAP com AZ foram preparadas onde se
manteve a concentragédo de AZ 1,36 % sobre a massa de HAP (Tabela 1). As

amostras foram liofilizadas e levadas para o ensaio de citotoxicidade.
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Tabela 1 - Concentragdo de HAP e AZ utilizados para os testes de citotoxididade.

Numero da Amostra Massa de HAP Massa de AZ
Amostra 1 (Controle) 0 0

Amostra 2 (T2) 20 mg 0,0272 mg (0,0001 M)
Amostra 3 (T5) 100 mg 1,36 mg (0,0005 M)
Amostra 4 (T3) 200 mg 2,72 mg (0,001 M)
Amostra 5 (T4) 500 mg 6,8 mg (0,0025 M)
Amostra 6 (T1) 1000 mg 13,6mg (0,005 M)

Os testes de citotoxicidade foram realizados pelo professor doutor Mario
Sérgio Mantovani do departamento de Biologia da Universidade Estadual de Londrina.
O ensaio (resazurina) foi baseado em (O'Brien et al. 2000). Foi utilizada uma placa
com 48 pogos. Foram semeadas 6 x 10 células V79 em cada pogo, com 0,2 mL de
meio de cultivo complete (DMEM/F12). As células permaneceram em cultura por 24
horas para estabilizagdo. Apos este periodo, as células foram tratadas com as
concentragdes de 1-5 (T1-T5) (volume final 0,4 mL) por 24 h e 72 h, além dos controles
positivos (MMS). Apds o término do tratamento (24 h e 72 h), foi adicionado 50 uL de
meio com resazurina (concentragao final 60 uM) em cada pogo. As células foram
incubadas a 37°C por 4 horas. Apoés, a leitura foi realizada em espectrofotometro
GLOMAX, em fluorescéncia, excitacdo Green 520nm, emissao 580-640. A analise foi

realizada em 3 repeti¢cdes experimentais.

5.9.2. Ensaio de citotoxicidade com AZ.

O acido zoledronico foi diluido em NaOH 0,1 molar a uma concentragao de
0,1 mola. Forma preparadas 7 amostras de diferentes concentracdes e levadas para
anadlise (Tabela 2). Ensaio de Citotoxicidade (resazurina) foi baseado em O'Brien et
al. 2000. Foi utilizada uma placa com 48 pogos. Foram semeadas 6 x 10* células V79
em cada pogo, com 0,2 mL de meio de cultivo complete (DMEM/F12). As células
permaneceram em cultura por 24 horas para estabilizacdo. Apos este periodo, as
células foram tratadas com as concentragdes de 1-6 (T1-T6)(volume final 0,4 mL) por
24 h, 48 h e 72 h, além dos Controles e Controles Positivos (MMS). Apds o término
do tratamento (24 h, 48 h e 72 h), foi adicionado 50 yL de meio com resazurina

(concentragao final 60 uM) em cada pogo. As células foram incubadas a 37°C por 4
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horas. Apds, a leitura foi realizada em espectrofotdmetro GLOMAX, em fluorescéncia,
excitacao Green 520nm, emissao 580-640. A analise foi realizada em 3 repeti¢des

experimentais.

Tabela 2 - Concentragdo de AZ utilizados para os testes de citotoxididade.

Numero da Amostra Concentragao (mM)
Amostra 1 (Controle) 0

Amostra 2 0,01

Amostra 3 0,05

Amostra 4 0,1

Amostra 5 0,5

Amostra 6 1

Amostra 7 5

Amostra 8 (controle positivo) MMS
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

A producdo de enxertos O0sseos a partir de HAP porosa s&do amplamente
utilizados como biomaterial devio sua biocmpatibilidade e bioatividade com o corpo
vivo (JARDIM et al., 2009). Entretanto, € fundamental a caracterizagdo do material de
HAP sintetizado. Apos o processo de sintese de HAP, o material foi seco em estufa,

triturado em pistilo e levado para analise de DRX.

6.1. ANALISE DE DRX

Para verificar se a fase da Hidroxiapatita sintetizada era o composto que
desejado foi realizado difragao de Raio X (Figura 8). Na Figura 8 observa-se o DRX
da amostra sinterizada (linhas em preto) e os picos referentes ao modelo tedrico da
HAP (linhas em verde). Picos semelhantes da HAP sintetizada comparada com a de
referéncia, tanto em relagao ao valor do angulo dos picos quanto como em relagéo a

intensidade, demonstra que o composto sintetizado é a fase de HAP.
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Figura 8 - DRX da amostra de hidroxiapatita
FONTE: Autoria Propria.



37

6.2. ANALISE DE TERMOGRAVIMETRIA

A anadlise termogravimétrica foi realizada com a finalidade de definir as
temperaturas de degradagdo dos compostos organicos e ajustar uma curva de

aquecimento e sinterizagao. Abaixo estao ilustrados os resultados obtidos.
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Figura 9 - Curva de TGA da amostra de HAP com 10 % de carboximetilcelulose. (A)
- Temperatura versus massa em mg. (B) — Temperatura versus percentual de massa
perdida.

FONTE: Autoria Propria.
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Figura 10 - Curva de TGA da amostra de HAP com 10 % de PEG. (A) - Temperatura
versus massa em mg. (B) — Temperatura versus percentual de massa perdida.
FONTE: Autoria Propria.
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Figura 11 - Curva de TGA da amostra de HAP com 10 % de PVA. Temperatura
versus percentual de massa perdida.
FONTE: Autoria Propria.

Segundo (MACHADO, 2000), a carboximetilcelulose sofre uma perda inicial
de aproximadamente 15% devido a perda de umidade residual e tem sua completa
degradagao a temperaturas acima de 500 °C. Na Figura 9 é possivel verificar uma
pequena mudanga na inclinagdo da curva quando a temperatura se aproxima de 100
°C, nesta regido 5% da massa ja foi evaporada, o que representa a perda de agua da
amostra. Em seguida observa-se um decaimento continuo da massa até
aproximadamente 9 mg em massa representando a degradagcdo da
carboximetilcelulose que ao atingir a temperatura de 500°C foi completamente retirada
da amostra com cerca de 10 % de massa retirada (0,5 g).

Em (DRUMOND et al. 2004) a degradagao do PEG acontece em um unico
estagio, entre 370 °C e 430 °C com uma perda de massa de 98% e componentes
residuais de 2%. A Figura 10 mostra o decaimento continuo e abrupto da massa até
aproximadamente 450 °C onde 10% da amostra ja foi degradada, em seguida um
segundo decaimento abrupto em torno de 700 °C finalizando a degradacgéo do PEG.

Como mostrado por (FERNANDES, 2013) o PVA decompdbe-se em duas
etapas bem definidas, onde 70% é degradado a aproximadamente 360 °C e 21%
degrada-se em torno de 470 °C, formando um residuo de 9%. Na figura 11 o PVA
acaba se comportando de maneira parecida a carboximetilcelulose quanto a
regularidade de degradacdo, no entanto o PVA degrada-se mais rapidamente, o
grafico mostra leves alteragdes na inclinagdo como em 250 °C e 500 °C onde percebe-
se a desaceleracido da perda de massa. Ainda em torno de 500 °C a analise
termogravimétrica mostrou irregularidades e ruidos na curva o que provavelmente

significa a influéncia externa ja mencionada no inicio desta analise.
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Essa analise foi repetida 2 vezes e as curvas apresentaram o mesmo padréo.
Acredita-se que o aparelho possa estar apresentando problemas para aquisicdo de

uma curva perfeita.

6.3. ANALISE DAS IMAGENS DO MEV

O ensaio de microscopia eletrénica de varredura foi realizado com o intuito de
observar a superficie do material e os poros formados pelo vazio dos organicos

formadores de poro.

6.3.1. Analise do método de Sintese Ex Situ e In Situ

A primeira analise com MEV teve como objetivo verificar qual método Ex Situ
ou In Situ apresentaria melhor formagéo de poros. A Figura 12 mostra as imagens de

MEV de amostras contendo HAP e 10 % de PEG utilizado como formador de poros.

MAG - 15000 X

5.0um

MAG - 6000 X

Figura 12 - Imagens de MEV da Hidroxiapatita + PEG (10 % da massa de HAP) apos a sinterizagéo.
(A e B) - In Situ. (C e D) - Ex Situ.
FONTE: Autoria Propria.
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Na analise das Figura 12 é possivel observar que existe uma diferenga entre
as estruturas formadas. As amostras ex situ formaram compostos mais agrupados
com pouca formacdo de possiveis poros, enquanto as amostras in situ formaram
estruturas com mais espacos o que indicaria uma boa formacdo de porosidade, os
vazios sdo mais simétricos e de formatos mais arredondados. Assim, o método

escolhido para a sintese foi o in situ.

6.3.2. Avaliagdo da Melhor Molécula Organica para Formagéao de Poro

Neste trabalho foram avaliadas as estruturas formadas a partir de diferentes
formadores de poros. Como definido anteriormente e agora exemplificado através das
imagens do MEV, a HAP pura e cristalina, Figura 13 (A e B) ndo apresenta porosidade
adequada ao crescimento Osseo apesar de possuir estrutura quimica muito

semelhante a encontrada na parte mineral do tecido.

X

MAG - 6000 X

Figura 13 - Imagens do MEV de HAP sintetizada e HAP onde foram utilizados 10 % dos formadores de
poros. Amostra A e B - HAP pura. Amostra C e D - HAP + 10% de Carboximetilcelulose. FONTE: Autoria
Prépria.
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Comparando as imagens obtidas vemos que a HAP com os formadores de
poros inseridos in situ alteram a estrutura em termos de porosidade, mas matem um
padréao geral. Os trés componentes utilizados formaram poros na HAP de aspecto
arrendado e superficie de aparéncia esponjosa. Nessas condi¢des, os trés teriam
formado um material para enxerto adequado ao crescimento de células, mas é
possivel observar na Figura 13 (C e D), utiizando a molécula organica
carboximetilcelulose, houve a formagéo de poros pequenos e irregulares, além disso

a estrutura mostrou-se quebradica.

MAG - 6000 X

Figura 14 - Imagens do MEV de HAP sinterizada e HAP onde foram utilizados 10 % dos formadores de
poros. Amostra A e B - HAP + 10% de PVA. Amostra C e D - HAP + 10% de PEG.
FONTE: Autoria Propria.

Ja na Figura 14 (A e B) onde foi utilizado o PVA, o numero e tamanho dos
poros diminuiu apesar da estrutura mostrar-se mais concisa. Nas imagens C e D da
Figura 14, HAP com 10% de PEG como formador de poros, observa-se uma estrutura

mais concisa e regular, a superficie possui aspecto esponjoso de maior eficiéncia
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justamente pelo aumento de tamanho e numero de poros formados. Por esses
critérios de analises selecionamos o PEG 1500 como o melhor composto formador de

poros dentre os trés experimentados.

6.4. POROSIMETRIA DE MERCURIO

Para os teste de porosimetria foi enviado 2 amostras de hidroxiapatita
sintetizada em laboratério. A primeira foi sintetizada atarvés do metodo de
precipitacéo, seca e sinterizada, logo, nao foi utilizadado nenhum metodo de formagao
de poros. Ja a segunda amostra foi sintetizada e durante a sintetizac&o foi adicionado
o PEG 1500 em 20% da massa de HAP e depois sinterizada.

Porosimetria de Mercurio caracteriza a porosidade de um material através da
aplicagao de pressbes em uma amostra imersa em mercurio. A pressao necessaria
para introduzir mercurio dentro da amostra € inversamente proporcional ao tamanho
dos poros. Isto é chamado mais frequentemente de intrusdo de mercurio. A seguir
temos os dados obtidos do teste de porosimetria da amostra 1 (Tabela 3). A coluna A
indica a porcentagem de intrusdo de mercurio que penetrou a amostra em uma dada

presséo (coluna B) e a coluna C indica o diametro do poro encontrado.

Tabela 3 - Dados da porosimetria - Amostra 1

A — Porcentagem de Intrusao B — Pressao (psi) C - Diametro do Poro (um)
de Mercurio
6,95893E-28 0,5164482 350,20655
1,431122065 0,99681747 181,4409875
6,345541477 1,989617467 90,903675
13,60916042 3,977659464 45,46984063
25,19314766 7,968553066 22,6971625
70,28699493 15,9668045 11,32747266
85,13825989 29,95793533 6,03725

90,62685394

58,67360306

3,082536719

94,48661041 99,04639435 1,826048633
95,91729736 128,727417 1,405011816
97,05476379 168,6022644 1,072723047
97,84721375 217,5413818 0,83139834
98,58096313 283,4552917 0,638067236
99,0451889 369,7361145 0,489169238
99,30886841 480,4827576 0,376420459
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99,6051712 626,1773682 0,288837549
99,77289581 813,6887817 0,222276074
99,93975067 1057,674316 0,17100116
99,93975067 1375,319336 0,13150658
99,95787811 1790,067993 0,101037244
99,95787811 2328,835938 0,077662634

100 3026,171631 0,059766449
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por diametro do poro e assim avaliar os poros formados (Figura 15).

Apartir dos dados da Tabela 3 foi gerado o grafico de intrusdo de mercurio

N X DA DD DD NN D> PO LN DO DD
(')Q’\» %\,\b‘ %Q?) b((’?‘ ,{),/\\ ,\’x’\” (o\Q o,\Q \,C\b \,?‘ \,\Q Q‘\b QQ\) Q?‘ Q"b Q’)’ Q’)’ Q'\\’ Q'\\’ Q’\\’ Q\Q Q\Q
DTN

Diametro do Poro (um)

Figura 15 - Grafico de porosidade - Amostra 1. Intrusdo de mercurio por didmetro do poro.
FONTE: Autoria Propria

Tabela 4 - Dados de porosimetria - Amostra 2.

68,15054321

15,97486496

11,32175703

A — Porcentagem de Intrusao B — Pressao (psi) C - Diametro do Poro (um)
de Mercurio
5,46468E-28 0,517276645 349,645675
2,311265945 0,99502331 181,76815
10,15684795 1,98154211 91,27413125
17,04823685 3,981510639 45,42585938
26,12366867 7,985936165 22,64775625

84,01134491
90,11631775

29,96472168
58,8561554

6,035882422
3,072975781

94,02238464

98,92805481

1,828233008



44

95,45844269 128,0688171 1,412237109
96,62919617 168,0617065 1,076173438
97,51060486 217,1236572 0,832997852
98,1887207 283,6174622 0,637702393

98,72858429

368,9377441

0,490227783

99,14309692

479,5653076

0,377140576

99,54397583 627,4784546 0,288238647
99,72737122 813,3717041 0,22236272
99,8596344 1058,449097 0,170875989
99,94881439 1375,638184 0,131476099

100 1789,935425 0,101044727

Apartir dos dados da Tabela 4 foi gerado o grafico de intrusdo de mercurio por

diametro do poro e assim avaliar os poros formados (Figura 16).
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Figura 16 - Grafico de porosidade - Amostra 2. Intrusdo de mercurio por didmetro do poro.
FONTE: Autoria Propria.

Para ambas as amostras os resultados foram muito parecidos, cerca de de
90% do volume de mercurio havia penetrado completamente as amostras a uma
pressao relativamente baixa, indicando que a penetracdo ocorreu nos vazios
interticiais. A porcentagem de intrusao de mercurio a partir de 97,05 mL/g com tamnho
de poros 1,07 um (Tabela 3), indica que somente a formacgéo de 3 % de formacgao de
poros interligados. Observem que a pressao de mercurio utilizada foi de 168.5 psi.

Esse alto de valor de pressao indica que se trata de um poro interligado. Para a
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amostra 1 temos 96,6 mL/g de intrusdo de mercurio com 168,06 psi de pressao
(Tabela 4), o que indica que a formacéao de poros interligados ficou na casa de 3 ou 4
%.

Os resultados da porosimetria mostram que o metodo utilizado, neste caso,
nao formou poros em nenhuma das amostras.. Os teste mostram que os vazios vistos
nas imagens do MEV sé&o espacos intersticiais e logo nao possuem internectividade

como esperado na formacgao de poros.

6.4.1. Avaliagcao da Morfologia do Grao da HAP

Para homogeneizar o tamanho dos gréos formados foi utilizado a secagem
por spray drying. A técnica de spray drying € utilizada para a secagem de matérias
com vantagens de escalabilidade e o usuario pode ajustar varias propriedades das
particulas, como distribuicdo de tamanho e dispersibilidade. Assim, a HAP apés ser
sintetizada por co-precipitagcado e misturada com organico foi seca utilizando a técnica
de spray drying utilizando bicos de saidade 1 mm e 1,2 mm.

O material seco foi levado para analise das imagens do equipamento MEV
(Figura 15). A Figura 17 (A, B) utilizou bico de 1,0 mm e a Figura 17 (C e D) utilizou
bico de 1,2 mm. Em ambas as figuras pode se notar um arredondamento do material
e também um aumento das dimensdes dos graos quando comparados com a

secagem em estufa.
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o
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Figura 17 - Imagens do MEV. Amostras de HAP ap6s secagem por Spray Drying, (A e B) bico de 1,0
mm de didmetro e (C e D) bico de 1,2 mm de didametro.
FONTE: Autoria Propria.

6.5. TOXICIDADE DE ACIDO ZOLEDRONICO EM HIDROXIAPATITA

A seguir a tabela referente a nomenclatura das amostras de hidroxiapatita e

acido zoledronico.

Tabela 5 - Nomenclatura de dados de citotoxicidade (HAP + ZOD).

Numero da Amostra Massa de HAP (g) Concentracao de AZ
Amostra (Controle) 0 0

Amostra T2 0,02 0,1 mL de AZ (0,0001 M)
Amostra T5 0,1 0,5 mL de AZ (0,0005 M)
Amostra T3 0,2 1 mL de AZ (0,001 M)
Amostra T4 0,5 2,5 mL de AZ (0,0025 M)
Amostra T1 1 5 mL de AZ (0,005 M)




47

Controle positivo (MMS)

2 mM de metil

metanosulfonato (MMS)

A tabela abaixo mostra a distribuicdo das amostras na placa de pocos.

Tabela 6 - Quadro de disposi¢do das amostras de HAP+AZ e controle positivo (MMS).

Controle MMS T1 T2 T3 T4 T5 Controle
Controle MMS T1 T2 T3 T4 T5 Controle
Controle MMS T1 T2 T3 T4 T5 Controle
Controle MMS T1 T2 T3 T4 T5 Controle
Controle MMS T1 T2 T3 T4 T5 Controle
Controle MMS T1 T2 T3 T4 T5 Controle

Em seguida, a Figura 18 mostra as diferentes etapas do processo de analise

citotoxica. Na Figura tem-se a fase de prepara do teste de citotoxicidade com 48 pogos

contendo células V79 antes do tratamento (60% de confluéncia). A Figura 18 B mostra

os pocos imediatamente apds adicao da HAP/AZ, exibindo uma coloragao rosa claro.

Na Figura 18 C, foi adicionado resazurina e a Figura 18 D analise depois de 48 h.

Apos 24h de tratamento os pogos apresentavam coloragdo indicando uma baixa

toxicidade para todas as amostras (vermelho) e isso pode ser confirmado depois de

72 h de tratamento (Figura 18 F). Para confirmar esse resultado os pogcos foram

levados para analise de fluorescéncia.

Cores semelhantes significam resultados semelhantes. Os experimentos

foram realizados em triplicatas.
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Figura 18 - A) Placa de 48 pogos com células V79 antes do tratamento de HAP/AZ (60% de
confluéncia). B) Placas de 48 pogos imediatamente apds o tratamento com HAP/AZ. C) Placa de 48
pogos apos a adicdo de resazurina. D) Placa de 48 pogos ap0ds 4h de adigao da resa resazurina. E)
Placa de 48 pogos 24h apds a adigédo de resazurida. F) Placa de 48 pogos 72h ap6s a adigédo de
resazurida.

FONTE: Autoria Propria.
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A seguir temos as imagens de microscopio das amostras ao final dos

tratamentos por 24 horas apés lavagem com PBS.

Figura 19 - Imagens de microscépio dos pogos das amostras de HAP/AZ.
FONTE: Autoria prépria.
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A partir das imagens de microscopio (Figura 19) é possivel observar a
dificuldade da proliferagcédo celular nas amostras T1-T5 ja que, a contagem de células
€ visualmente muito menor comparada ao controle. Além disso, na imagem controle
e em MMS observa-se a regularidade na forma das células enquanto nas amostras
contendo HAP/AZ vemos uma deformidade em formato e tamanho, isso pode ser
explicado em funcdo da formacdo de um depdsito de HAP no fundo do poco,
dificultando o crescimento celular.

Essa diminui¢do do numero de células fica comprovada através da contagem
celular realizada em triplicada nos pogos. A Tabela 7 mostra os resultados de
contagem de células do controle, MMS seguido das diferentes concentragdes (vide
tabela 6, sem a ultima coluna que é controle). Pode se percebe que em todas as
amostras houve um decaimento consideravel na contagem de células o que indica a

citotoxicidade das amostras apresentadas.

Tabela 7 - Tabela de valores médios de células encontrados nas amostras.

Controle MMS 1 2 3 4 5
EXP1  3,59E+04 5,17E+03 7,90E+03 1,32E+04 6,30E+03 7,16E+03 5,93E+03
EXP2  3,91E+04 5,58E+03 8,38E+03 7,54E+03 6,16E+03 7,68E+03 6,99E+03
EXP3  3,84E+04 5,48E+03 8,34E+03 7,04E+03 6,29E+03 7,96E+03  7,14E+03

Todos as concentragdes apresentaram toxicidade, isso pode ser explicado em
funcdo do preparo do teste. O p6é de HAP sedimentou sobre as células nos pocos,
isso pode ter sido a razdo pela morte das células. Nova metodologia para avaliar a
citotoxicidade deve ser realizada.

Para verificar qual a melhor concentragdo de acido zoledrénico foi realizado

teste de citotoxicidade somente utilizando o farmaco.

6.6. TOXICIDADE DO ACIDO ZOLEDRONICO

Foi realizado tambem testes de citotoxidade com amostras de apenas acido
zoledronico, os testes foram tambem realizados em ftriplicata.
Os testes foram realizados com as seguintes concentragdes de AZ: 5, 1, 0,5,

0,1, 0,05, 0,01 mM e dispostos nos pogos como demostrado na Tabela 8.
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Tabela 8 - Quadro de disposi¢cao das amostras de AZ e controle positivo (MMS).

Controle | T1 T2 T3 T4 T5 T6 MMS
Controle | T1 12 13 T4 T5 T6 MMS
Controle | T1 T2 T3 T4 T5 T6 MMS
Controle | T1 T2 T3 T4 T5 T6 MMS
Controle | T1 12 13 T4 T5 T6 MMS
Controle | T1 12 13 T4 T5 T6 MMS

A Figura 20 mostra as imagens das placas com 48 pogos durante o processo
de tratamento do teste. Figura 20 A imediatamente apos o tratamento das células com

AZ. Figura 21 B apdés 24 h de tratamento com AZ. Figura 20 C, foi adicionado

resazurina e a Figura 20 D apés 4 horas de adicao de resazurina.

Figura 20 - A) Placa de 48 pogos com células V79 imediatamente apés o tratamento com AZ. B) Placa
de 48 pocos apods 24 h de tratamento com AZ. C) Adicdo de resazurina nos pogos. D) Placa de 48
pocos apos 4h de adicdo da resauzurina.

FONTE: Autoria Propria.
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A Figura 21 mostra o resultado dos 48 pogos com o tratamento de 24,48 e 72

horas.

Figura 21 - Amostras do teste de citotoxicidade de AZ colocados em resazurina por A) 24h, B) 48 h e
C)72h.
FONTE: Autoria Propria.

As colunas de pocgos representam cada uma das concentragdes de acido
zoledrénico onde a primeira é o controle (concentragdo de AZ é 0) em coloragao
vermelho escuro. A partir dai temos as concentragbes de AZ em ordem decrescente
(5, 1, 0,5, 0,1, 0,05, 0,01 mM) de concentragédo e o ultimo controle positivo. Quanto
mais vermelho mais préximo ao controle. Quanto mais azul, mais citotéxico.

E possivel observar que a cor azulada indica a maior citotoxicidade as células
e que a penultima coluna — menor concentragao de acido (0,01 mM) — mostro uma cor
mais proxima ao controle, logo, verificamos que ainda ha uma citotoxicidade, no
entanto, muito mais baixa do que as outras. Isso pode indicar uma concentragdo mais
proxima do ideal para utilizagdo no corpo humano.

Essa diminuigdo do numero de células fica comprovada através da contagem
celular realizada em ftriplicada nos pogos. A Tabela 9 mostra os resultados de

contagem de células do controle, das diferentes concentragdes (vide Tabela 8) e por
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ultimo o controle positivo (MMA). Pode se percebe que a toxicidade foi bastante
pronunciada para as amostras 1-5. Entretanto, temos uma citotoxicidade menos
acentuada para a amostra 6 (0,01 mM). Esse poderia ser o valor a ser utilizado ou

uma diminuicdo desde pela metade poderia fornecer um valor adequado.

Tabela 9 - Tabela de valores médios de células encontrados nas amostras depois de 72 h.

Controle 1 2 3 4 5 mms
EXP1 3,59E+04 5,17E+03 7,90E+03 1,32E+04 6,30E+03 | 7,16E+03 5,93E+03
EXP2 3,91E+04 5,58E+03 8,38E+03 7,54E+03 | 6,16E+03  7,68E+03 6,99E+03
EXP3 3,84E+04 5,48E+03 8,34E+03 7,04E+03 | 6,29E+03  7,96E+03  7,14E+03
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7. CONCLUSAO

Neste estudo foi sintetizado o composto a base de fosfato de calcio conhecido
como hidroxiapatita para aplicagao de enxertia 6ssea. O material foi escolhido por sua
semelhanca estrutural ao tecido diferenciado e pela larga utilizagdo do mesmo neste
tipo de tratamento.

Apesar do composto citado possuir caracteristicas semelhantes ao material
0sseo, este, quando sintetizado e em sua fase cristalina ndo apresenta caracteristicas
porosas o suficiente para o crescimento celular, logo, foram inseridos 3 compostos
organicos (CMC, PEG1500, PVA) nas proporgdes 10% e 20% ao composto para que
quando fosse sinterizado os mesmos seriam expulsos do material e formariam os
poros desejados.

Os resultados obtidos através da caracterizagao por difracdo de raios x
indicaram a completa formacdo do composto requerido e de correta composi¢cao
estrutural.

Foram realizadas analises termogravimétricas para caracterizagao das curvas
de perda de massa e identificagdo do ponto de sinterizagdo. Os testes, apesar de
mostrarem a perda de massa do material organico de acordo com o esperado, no foi
observado uma curva caracteristica de um teste termogravimétrico onde € possivel
identificar os patamares de decaimento de massa ao decorrer do aumento de
temperatura.

A caracterizag&o por microscopia eletrénica de varredura indicou que o melhor
meétodo utilizado para o preparo da sintese da HAP com os formadores de poros € o
método in situ. Concluiu-se também que o composto polietileno glicol (PEG 1500)
forma supostos poros mais simétricos e visiveis e por isso foi escolhido como molécula
organica para a formagao do poro. Para o teste de spray drying optou-se por utilizar o
bico de 1,2 mm de tamanho por gerar graos maiores.

Em seguida foi realizado o teste de porosidade de mercurio para confirmar os
resultados de MEV. Os testes de porosidade de mercurio mostraram que o material
nao apresentou poros interligados, mas sim, em sua maioria, vazios intergranulares e
em menor numero poros de 3um de didmetro ou menores.

Os testes de citotoxicidade foram citotdxicos tanto para o complexo HAP/AZ
quanto para o AZ. Os testes mostraram que as amostras com os dois compostos

juntos foram citotéxicas em todos os casos, acreditamos que talvez o método utilizado
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nao foi o mais adequado pois o material depositou-se sobre as células criando uma
barreira fisica impedindo seu desenvolvimento.

Para o AZ constatamos que a faixa de concentragdo utilizada foi citotoxica
também em todos os casos 0 que nos remete a reavaliar tanto o método quanto a
concentracdo do mesmo. O zoledrénico € um dos principais ativos do tratamento de
osteoporose e cancer 0sseo, mas altamente toxicidade em determinadas

concentracdes e quantidades.



56

REFERENCIAS

ASHRAF, A. A.; ZEBARJAD, S. M.; HADIANFARD, M. J. The cross-linked
polyvinyl alcohol/hydroxyapatite nanocomposite foam. Journal of Materials
Research and Technology, v. 8, n. 3, p. 3149-3157, 2019.

CAl, Y. et al. Development of zoledronic acid functionalized hydroxyapatite
loaded polymeric nanoparticles for the treatment of osteoporosis. Experimental and
Therapeutic Medicine, v. 16, n. 2, p. 704-710, 2018.

CANULLO, L.; DELLAVIA, C. Sinus lift using a nanocrystalline hydroxyapatite
silica gel in severely resorbed maxillae: Histological preliminary study. Clinical
Implant Dentistry and Related Research, v. 11, n. SUPPL. 1, p. 1-7, 2009.

DE ENGENHARIA, E.; FERNANDES, J. M. Universidade Federal Do Rio
Grande Do Sul Sintese E Caracterizacdo De Cimento De [B-Fosfato Tricalcico
Reforcado Com Hidrogel De Alginato De Sodio E Pva Para Aplicagdo Médico-
Odontologica. 2013.

DE SOUZA, G. et al. Hidroxiapatita Como Biomaterial Utilizado Em Enxerto
Osseo Na Implantodontia: Uma Reflexdo Hydroxyapatite As a Biomaterial Used in
Bone Graft in Implantology: a Reflection. Revista Odontolégica de Aragatuba, v. 37,
n. 3, p. 33-39, 2016.

DOGGRELL, S. A. Clinical efficacy and safety of zoledronic acid in
osteoporosis and Paget’s bone disease. Expert Review of Endocrinology and
Metabolism, v. 4, n. 5, p. 405-415, 2009.

DOROZHKIN, S. V. Bioceramics of calcium orthophosphates. Biomaterials,
v.31,n.7, p. 1465-1485, 2010.

DRUMOND, W. S.; WANG, S. H.; MOTHE, C. G. Sintese e caracterizacdo do
copolimero poli (acido latico-b-glicol etilénico). Polimeros, v. 14, n. 2, p. 74-79, 2004.

DUTTA, S. R. et al. Ceramic and non-ceramic hydroxyapatite as a bone graft
material: a brief review. Irish Journal of Medical Science, v. 184, n. 1, p. 101-106,
2015.

FONSECA, F. M. et al. Fabricacao de bioceramicas porosas de hidroxiapatita
por gelcasting. Cit, v. XXVIII, p. 33—41, 2011.

FOOK, M. V. L. et al. Porous Hydroxyapatite Scaffolds by Polymer Sponge
Method. Key Engineering Materials, v. 396-398, p. 703—706, 2009.

FU, L. H. et al. Sonochemical synthesis of cellulose/hydroxyapatite
nanocomposites and their application in protein adsorption. Scientific Reports, v. 8,
n. 1, p. 1-12, 2018.

FU, S. Z. et al. Preparation and properties of nano-hydroxyapatite/PCL-PEG-



S7

PCL composite membranes for tissue engineering applications. Journal of
Biomedical Materials Research - Part B Applied Biomaterials, v. 97 B, n. 1, p. 74—
83, 2011.

GUICCIARDI, S. et al. Rheological characteristics of slurry controlling the
microstructure and the compressive strength behavior of biomimetic hydroxyapatite.
Journal of Materials Research, v. 16, n. 1, p. 163-170, 2001.

GUTIERRES, M. et al. Substitutos 6sseos: Conceitos gerais e estado actual.
Arquivos de Medicina, v. 19, n. 4, p. 153-162, 2005.

HABIB, F. et al. Development and Characterization of Porous Hydroxyapatite
Scaffold by Using Polymeric Sponge Method. v. 4531, p. 1-7, [s.d.].

HSIEH, W. C.; LIAU, J. J. Cell culture and characterization of cross-linked
poly(vinyl alcohol)-g-starch 3D scaffold for tissue engineering. Carbohydrate
Polymers, v. 98, n. 1, p. 574-580, 2013.

JARDIM, C. G. et al. Enxerto Osseo Em Odontologia Bone Graft in
Odontology. Revista Odontolégica de Aragatuba, v. 30, n. 2, p. 24-28, 2009.

KHAJURIA, D. K.; RAZDAN, R.; MAHAPATRA, D. R. Development, in vitro
and in vivo characterization of zoledronic acid functionalized hydroxyapatite
nanoparticle based formulation for treatment of osteoporosis in animal model.
European Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 66, p. 173-183, 2015.

KIM, Y. W. et al. Fabrication of porous silicon oxycarbide ceramics by foaming
polymer liquid and compression molding. Journal of the Ceramic Society of Japan,
v. 111, n. 1299, p. 863-864, 2003.

KOUPAEI, N.; KARKHANEH, A.; DALIRI JOUPARI, M. Preparation and
characterization of (PCL-crosslinked-PEG)/hydroxyapatite as bone tissue engineering
scaffolds. Journal of Biomedical Materials Research -Part A, v. 103, n. 12, p. 3919-
3926, 2015.

LOCA, D. et al. Porous hydroxyapatite bioceramic scaffolds for drug delivery
and bone regeneration. IOP Conference Series: Materials Science and
Engineering, v. 18, n. SYMPOSIUM 13, 2011.

LU, Y. et al. High-activity chitosan/nano hydroxyapatite/zoledronic acid
scaffolds for simultaneous tumor inhibition, bone repair and infection eradication.
Materials Science and Engineering C, v. 82, p. 225-233, 2018.

MACHADO, G. D. O. Preparacao e caracterizacao de CMC e CMC graftizada.
p. 113, 2000.

OHJI, T.; FUKUSHIMA, M. Macro-porous ceramics: Processing and
properties. International Materials Reviews, v. 57, n. 2, p. 115-131, 2012.

OLIVEIRA, L. S. DE A. F. et al. Biomateriais com aplicacdo na regeneracao



58

O0ssea — método de analise e perspectivas futuras. Revista de Ciéncias Médicas e
Biolégicas, v. 9, n. 1, p. 37, 2010.

PARSONS, J. R. et al. Significance of the Porosity and Physical Chemistry of
Calcium Phosphate Ceramics Biodegradation-Bioresorption. Annals of the New York
Academy of Sciences, v. 523, n. 1, p. 268-271, 1988.

POLLICK, S. et al. Bone formation and implant degradation of coralline porous
ceramics placed in bone and ectopic sites. Journal of Oral and Maxillofacial
Surgery, v. 53, n. 8, p. 915-922, 1995.

PRASADH, S.; WONG, R. C. W. Unraveling the mechanical strength of
biomaterials used as a bone scaffold in oral and maxillofacial defects. Oral Science
International, v. 15, n. 2, p. 48-55, 2018.

R, P. et al. A novel biomaterial for osteotropic drug nanocarriers: synthesis and
biocompatibility evaluation of a PLGA-ALE conjugate. Nanomedicine, v. 4, n. 2, p.
161-175, 2009.

SARKAR, S. K.; LEE, B. T. Hard tissue regeneration using bone substitutes:
An update on innovations in materials. Korean Journal of Internal Medicine, v. 30,
n. 3, p. 279-293, 2015.

SCHLGL, R. Surface Composition and Structure of Active Carbons.
Handbook of Porous Solids, p. 1863—1900, 2008.

SEPULVEDA, P. et al. In vivo evaluation of hydroxyapatite foams. Journal of
Biomedical Materials Research, v. 62, n. 4, p. 587-592, 2002.

SOPYAN, |. et al. Porous hydroxyapatite for artificial bone applications.
Science and Technology of Advanced Materials, v. 8, n. 1-2, p. 116-123, 2007.

SOPYAN, |I.; KAUR, J. Preparation and characterization of porous
hydroxyapatite through polymeric sponge method. Ceramics International, v. 35, n.
8, p. 3161-3168, 20009.

TADIC, D. et al. A novel method to produce hydroxyapatite objects with
interconnecting porosity that avoids sintering. Biomaterials, v. 25, n. 16, p. 3335—
3340, 2004.

TAMPIERI, A. et al. Porosity-graded hydroxyapatite ceramics to replace
natural bone. Biomaterials, v. 22, n. 11, p. 1365-1370, 2001.

TSAI, S. W. et al. Fabrication and characteristics of porous hydroxyapatite-
CaO composite nanofibers for biomedical applications. Nanomaterials, v. 8, n. 8,
2018.

YAMAN, F. et al. Guided bone regeneration with polyethylene membrane,
zoledronic acid and hydroxiapatide bone graft in peri-implant bone defect: An
experimental study. Biomedical Research (India), v. 28, n. 6, p. 2684-2688, 2017.



