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RESUMO

Pesquisas tem sido desenvolvida na area de engenharia biomédica com objetivo de
sintetizar um biomaterial satisfatorio para favorecer o reparo 6sseo. O cimento de
aluminato de calcio homogéneo (CACH) é um biomaterial extensamente utilizado
devido as suas propriedades mecanicas, fisicas e de biocompatibilidade devido as
suas caracteristicas particulares como composi¢cdo semelhante ao corpo humano,
alta biocompatibilidade além de promover osteointegracédo e osteoconducdo. Porém,
a nanotecnologia aplicada em materiais pode promover avangos cientificos,
proporcionando aplicacbes associadas a beneficios que levem ao aumento da
qualidade de vida, destacando-se o0 uso de nanoparticulas devido a sua versatilidade
na area biomédica. O objetivo desta tese foi produzir e caracterizar nanocompdsitos
a base de CACH associado a nanoparticulas de ouro (CACH+AuNPs) e prata
(CACH+AgNPs), visando a aplicacdo no reparo 0sseo. As amostras dos
nanocompoésitos foram avaliadas quanto as suas propriedades mecanicas,
determinando a densidade real, resisténcia a compressdo uniaxial, a resisténcia
mecanica a flexdo, microdureza e a distribuicdo do tamanho de poros, como também
morfologia e a bioatividade dos nanocompdsitos. Os resultados apontaram um
aumento da resisténcia mecanica a flexdo para CACH+AuNPs quando comparado
ao CACH, e ambos os nanocompdsitos apresentaram bioatividade adequada. As
citotoxicidade dos nanocompésitos em relacdo ao CACH também foram avaliadas,
por meio das alteracGes das atividades mitocondrial testadas em cultura de células
da linhagem MG-63. Os resultados promissores dos testes in vitro levou a aplicacao
in vivo, quando a neoformacéo éssea foi quantificada por meio de testes em 16 ratos
Wistar, os defeitos localizados no fémur dos animais foram preenchidos com CACH
e 0S nanocompositos, sendo a referéncia o defeito com coagulo. O estudo mostrou
que ndo houve beneficio na associacdo do CACH as AgNPs quando comparado ao
CACH. Os resultados apontam que o nanocomposito CACH+AuUNPs tem potencial
de aplicacdo clinica, melhorando o desempenho do material e aumentando a
biocompatibilidade, sendo promissor no tratamento visando o reparo ésseo.

Palavras-chave:Nanomateriais, Cimento de aluminato de célcio, Reparacéo éssea.



ABSTRACT

Research has been carried out in the field of biomedical engineering with the aim of
synthesizing a satisfactory biomaterial to favor bone repair. Calcium aluminate
cement (CAC) is a biomaterial widely used due to its mechanical, physical properties
and high biocompatibility. In addition to its characteristics, as a compaosition similar to
human body, it promotes osteointegration and osteoconduction. Nanotechnology has
enabled progressive improvement in the scientific field, helping in diagnosis and
treatment in various situations, with emphasis on the use of nanoparticles due to their
versatility in the biomedical area. The objective of the study was to produce and
characterize nanocomposites based on calcium aluminate cement associated with
nanoparticles of gold (AuNPs) and silver (AgNPs) aiming at the application in bone
repair and subsequently analyzing the mechanical resistance and biocompatibility of
the material. In vitro and in vivo tests were performed. The samples were prepared
from CAC with AuNPS and AgNPS and were evaluated for mechanical strength
including flexural tension, microhardness, porosity, injectability, viscosity and
bioactivity in Simulated Body Fluid (SBF). Cell culture was performed to measure
mitochondrial activity and bone neoformation was analyzed in 16 male Wistar rats.
Mechanical tests showed that the addition of gold nanoparticles increased the
bending stress and decreased porosity and pore diameter. Bioactivity was increased
and injectability was effective, making it possible to adapt to the geometry of the
bone defect. In vitro tests showed mitochondrial activity for CACH, CACH + AuNPs
and CACH + AgNPs. In vivo analysis showed new bone formation with higher
averages than the control groups, suggesting a positive result for the composite
CACH + AuNPs. As for CACH + AgNPs, it was not shown to be superior in
mechanical properties or bone neoformation. The results show that the CACH +
AuNPs nanocomposite has potential for clinical application, improving the
performance of the material and increasing biocompatibility, which is promising in the
treatment aimed at bone repair.

Keywords: Nanomaterials, Calcium aluminate cement, Bone repair.
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1 INTRODUCAO

Entre as causas mais frequentes de lesbes com fratura estdo os acidentes de
transitos, que € um problema mundial, resultando em prejuizos econémicos para as
vitimas, familias e para a economia em geral (VASCONCELOS et al.,, 2013;
MORADI, 2017). Esses eventos sdo responsaveis por até 13% de todas as injurias
O0sseas e projecOes globais de mortalidade por ocorréncias de transito indicam
aumento para 2,1 milhdes em 2030. (MATHERS et al, 2006, RAZZAGHI et al, 2013).

A arquitetura 6ssea possui grande capacidade regenerativa, que pode ser
dividida em trés fases: inflamatoria, reparadora e remodeladora (BAO et al., 2017).
Entretanto quando comprometida por determinadas lesdes, cerca de 10% dos casos
de injuria podem evoluir para complicacfes na consolidacdo 6ssea e/ou até mesmo
desenvolver uma condicdo denominada de pseudoartrose (HENKEL et al., 2013).

Neste contexto, pesquisa vem sendo desenvolvidas na area da engenharia
biomédica em busca de materiais que favorecam a reparacdo O0ssea apoés lesdes
0sseas ou em casos de injurias decorrentes das pseudoartroses (OLIVEIRA et al.,
2013; CASTRO-RAUCCI et al., 2016; CARMO et al., 2017). Os biomateriais tém sido
utilizados em aplicacdes biomédicas em virtude da biocompatibilidade, pois
apresentam caracteristicas similares ao tecido do evitando a inducdo da resposta
tecidual ou imunolégica adversa.

O aluminato de calcio Homogéneo (CACH) é atualmente o biomaterial mais
utilizado para acelerar o processo de cicatrizacdo 0ssea, pois estudos cientificos
evidenciaram a eficiéncia de formulacdo a base deste cimento em varias aplicacdes
da ortopedia e odontologia (OLIVEIRA et al., 2013; POMPEU et al., 2013; OLIVEIRA
et al., 2015; CASTRO-RUCCI et al., 2016; CARMO et al., 2017). Entre as vantagens
do CAC para aplicacdes biomédicas estdo o menor tempo de endurecimento, maior
resisténcia mecénica, melhor desempenho como componente de preenchimento
0sseo, superando as desvantagens dos compostos a base de silicato de célcio e do
agregado triéxido mineral (ATM), tais como: longo tempo de endurecimento, alta
porosidade e baixa resisténcia mecéanica (OLIVEIRA et al., 2017; PARREIRA 2016).

Na ultima década, as pesquisas vinculadas a nanotecnologia vém ganhando
grande repercussao, principalmente em virtude que a miniaturizacdo de estrutura em
dimensdes manomeétricas, que passam a ter propriedades fisicas, quimicas ou

bioldgicas diferentes de uma estrutura com dimensdes macroscoépicas (BAPTISTA et
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al., 2008; CHEN; SCHLUESENER, 2008; MELO JR; et al., 2012; PARREIRA, 2016;
VIEIRA et al., 2017). Entdo, pode-se afirmar, que estes materiais podem promover
avancos cientificos, proporcionando aplicacdes associadas a beneficios que levem
ao aumento da qualidade de vida, por exemplo, no ambito desta tese, melhorar a
biocompatibilidade do CACH, principalmente no quesito do aumento da velocidade
da regeneragcdo Ossea, por meio da ativagdo de cascatas de eventos celulares,
moleculares e bioquimicos que levam a recuperacdo mais rapida de pacientes. (LI et
al., 2020; Assim, o CACH foi associado a nanoparticulas de ouro (AuNPs) e prata
(AgNPs), as propriedades mecanicas foram caracterizadas e comparadas com o
padrao CACH. Os detalhamentos seré&o feitos no decorrer desta tese.
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1.1 Objetivo Geral

Produzir e caracterizar as nanocompositos a base deCimento de Aluminato

de Calcio Homogéneo associado a nanoparticulas de ouro e nanoparticulas de prata

visando a aplicagdo no reparo 6sseo, no que diz respeito a resisténcia mecéanica e

biocompatibilidade.

1.20bjetivos Especificos

Realizar a sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de ouro e prata.
Realizar a sintese dos nanocompdsitos a base de nanoparticulas de ouro e
prata e cimento de aluminato de calcio.

Analisar as propriedades fisicas, morfologicas e bioldgicas dos
nanocompaositos.

Avaliar a biocompatibilidade do nanocompdsito em testes in vivo e in vitro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo foi descrito o estado da arte dos tépicos importantes
abordados neste trabalho, realizando uma estrutura conceitual sobre o tecido 6sseo,

0 biomaterial para reparo deste tecido e a nanotecnologia.

2.1Tecido Osseo

Os préoximos topicos abordam sobre papel importante no suporte,

estruturacdo, protecdo e locomocao e metabolismo dssea.

2.1.1 Estrutura e metabolismo 6sseo

O sistema esquelético é responsavel pela sustentacdo e modelacdo do corpo,
além da protecédo de tecidos moles e 6rgaos vitais e realizacdo de movimentos. Para
isso, o principal constituinte deste sistema, o tecido 0sseo, possui estrutura
complexa para desempenhar tais fun¢gdes de modo correto, em auséncia de
complicacbes e patologias (ANDIA et al.,, 2006; AKERS; DENBOW, 2008;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; GILRQY, 2015; CAETANO, 2017).

O tecido G6sseo é um tipo de tecido conjuntivo especializado, composto por
células e uma matriz 6ssea. As células deste tecido sdo responséaveis pela sintese e
reabsorcdo da parte organica da matriz e do préprio tecido, enquanto a matriz 6ssea
€ composta de material extracelular calcificado. As células do tecido 6sseo séo
responsaveis pelos processos de formacao, reabsor¢cdo, manutencédo e remodelacéo
Ossea. Estas sdo os osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos(ANDIA et al., 2006;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; CAETANO, 2017).

Os osteoblastos sdo as células responsaveis pela sintese e mineralizacdo da
parte organica da matriz 6ssea, portanto, se localizam nas superficies ésseas,
dispondo-se lado a lado em um arranjo simples sobre o ostedide, ou seja, a
superficie em formacdo. Morfologicamente, se apresentam como células
mononucleadas de origem mesenquimal e nucleo esférico. A intensa atividade
sintética dos osteoblastos torna-os cuboides, entretanto, quando estdo em estado
pouco ativo, tornam-se ligeiramente alongados e achatados (ANDIA et al., 2006;
AKERS; DENBOW, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; CAETANO, 2017).
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Na sintese do tecido 0sseo, 0s osteoblastos secretam matriz organica e
entdo, a mineralizam. Estas células exibem niveis elevados de fosfatase alcalina,
enzima que contribui para a mineralizacdo da matriz e na formacdo de cristais de
hidroxiapatita. Quando estes estdo adjacentes a matriz organica recémsintetizada,
pequenas vesiculas sdo desenvolvidas pela superficie, desprendendo-se dos
osteoblastos. As vesiculas da matriz, como sdo denominadas, contém glicoproteinas
em seu interior e fosfatase alcalina na membrana, que hidrolisa os ions fosfato
internalizando-os para a vesicula. ApOs este processo, ocorre uma supersaturacao
de fosfato e célcio no interior destas que, quando rompidas, espalham a precipitacdo
de fosfato de calcio formado pela matriz (ANDIA et al., 2006; AKERS; DENBOW,
2008).

Quando sofrem mudancas morfolégicas e funcionais que culminam com a
diminuicdo de secrecdo de proteinas, os osteoblastos s&o transicionados para
células de revestimento 0Osseo, representando o fendtipo final da linhagem
osteoblastica. Nesta fase, estas células recobrem as superficies quiescentes e
formam uma camada de células interconectadas com a funcdo homeostatica,
regulando a concentracdo plasmatica de calcio, além de estarem associadas ao
remodelamento 6sseo. Na deposicdo da matriz ao redor do corpo das células e
prolongamentos, sdo formados as lacunas e os canaliculos, portanto, quando
aprisionados, os osteoblastos tornam-se osteocitos (ANDIA et al., 2006; AKERS;
DENBOW, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; CAETANO, 2017).

Os ostedcitos sao células de morfologia eliptica, achatada e possuem poucas
organelas de sintese e secrecéo, indicando atividade metabdlica pobre, entretanto,
indispensavel para a manutencdo da homeostase O0ssea. Estes sdo encontrados
aprisionados no interior da matriz 6ssea, sendo um por lacuna, com seus diversos
prolongamentos situados no interior de canaliculos. Os prolongamentos
estabelecem juncdes comunicantes tipo gap entre os ostedcitos a outros ostedcitos
adjacentes e osteoblastos, por onde passam pequenas moléculas e ions, permitindo
que todos possam responder as modificagbes sistémicas e superficiais. Dessa
forma, os canaliculos constituem uma rede responsavel pela manutencdo e
vitalidade da matriz, portanto, considerados essenciais para a manutencdo 0ssea,
dado que a apoptose dos ostedcitos atrai e estimula a atividade de osteoclastos
(ANDIA et al.,, 2006; AKERS; DENBOW, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013;
CAETANO, 2017).
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Os osteoclastos sao responsaveis pela reabsor¢cdo do tecido ésseo, que
possuem areas especificas com porcdes dilatadas, depositadas em depressdes
escavadas pela atividade dessas células, conhecidas como lacunas de Howship.
Além da funcao principal de promocéo de desmineralizacdo e degradacdo da matriz
0ssea, 0s osteoclastos podem internalizar também os ostedcitos da reabsorcdo
0ssea e como sao células moveis, tem a migracdo estimulada pelos osteoblastos em
apoptose para 0s sitios a serem reabsorvidos, que entdo reconhecem estes e
internalizam essas células apoptéticas, sendo assim, 0 processo € auto-regulavel,
ou seja, € dependente da necessidade do tecido, devido também a dissolugéo
mineral que precede a degradacdo da matriz, promovendo a migracdo deste tipo
celular pelo tecido (ANDIA et al.,, 2006; AKERS; DENBOW, 2008; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

Morfologicamente, os osteoclastos séo células gigantes e multinucleadas,
devido a sua formacdo pela fusdo de precursores mononucleados provindos da
medula 6ssea quando em contato com o tecido 6sseo. A superficie ativa destes
possui prolongamentos vilosos, adjacente a superficie 6ssea, formando uma borda
em escova e em sua periferia, hA uma regido citoplasmatica apoiada na matriz
O0ssea como um local de adesdo, denominado zona clara (ANDIA et al., 2006;
AKERS; DENBOW, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; CAETANO, 2017).

A zona clara é rica em actina e miosina e engloba o microambiente de
reabsorcdo 6ssea, pois é o local onde ocorre a desmineralizacdo e degradacéo da
matriz tecidual. Durante o processo de desmineralizagdo e degradacédo, o0s
osteoclastos secretam acido e enzimas proteoliticas para dentro da zona clara, que
atuam localmente na digestdo da matriz organica e dissolucéo dos cristais de sais
de célcio (ANDIA et al., 2006; AKERS; DENBOW, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013; CAETANO, 2017).

A matriz 6ssea, ou matriz extracelular mineralizada, € composta pela parte
organica, correspondente de 25 a 30%, e parte inorganica de 65 a 70%. A parte
organica compreende majoritariamente fibras colagenas, constituidas de colageno
tipo I, além de proteoglicanos e glicoproteinas, que tem participagdo na
mineralizacdo da matriz. Esta contém, em pequenas quantidades, fosfoproteinas,
citocinas, osteocalcinas (estimulante da atividade dos osteoblastos) e osteonectinas
(facilitador da deposicdo de calcio), que, durante a sintese da matriz organica

realizada pelos osteoblastos, sdo capazes de formar um arcabouco, permitindo a
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deposicdo de sais minerais. J4 na parte inorganica, os ions de maior constituicao
sdo o fosfato e célcio, entretanto, também s&o encontrados bicarbonato, citrato,
potassio, magnésio e sodio (ANDIA et al., 2006; AKERS; DENBOW, 2008;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; CAETANO, 2017).

Para além das fungBes de sustentacdo, protecdo e locomocdo, 0 0SSO
configura a maior reserva de calcio do organismo, aloja a medula Ossea e
proporciona apoio aos musculos esqueléticos.Para isso, € analisada uma estrutura
macroscopica e microscopica. Dentre a estrutura macroscopica, 0 0SSO possui duas
formacdes com mesma constituicdo, porém, diferentes em estrutura e funcdo. O
primeiro é o 0sso compacto (ou cortical), que ndo possui cavidades visiveis e sua
estrutura é solida e homogénea. O segundo se denomina 0SSO esSponjoso, com
muitas cavidades visiveise alojamento de medula 6ssea, como apresentado pela
figura 1(AKERS; DENBOW, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; CAETANO,
2017).

Figura 1 - Estrutura dos tecidos 6sseos compacto e espon;joso.
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Fonte: Junqueira; Carneiro, 2013.

Quanto a localizacao, o tecido 6sseo compacto é encontrado em uma delgada
camada superficial compacta nas extremidades, ou epifises, assim como na
totalidade da diafise, ou corpo, dos 0ssos longos. Este também é encontrado na

periferia dos ossos curtos, formando uma envolta camada compacta. Os envoltorios
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rigidos formados pelo o0sso compacto caracterizam resisténcia @ a
deformacéo(AKERS; DENBOW, 2008; GILROY, 2015; CAETANO, 2017).

O tecido 0sseo esponjoso € encontrado na regido central dos 0ssos longos e
curtos, inclusive na delimitacdo do canal medular e nas epifises dos 0ssos longos.
Os trabéculos da matriz 6ssea do 0sso esponjosoimplicam aspecto poroso ao tecido
e sdo preenchidos pela medula 6ssea, chamada hematégena quando em recém-
nascidos,de coloracédo vermelha devido a alta porcentagem de hemacias e producao
de células do sangue; e a medula 60ssea amarela, de coloracdo amarela sendo
infiltrada por tecido adiposo com a idade(AKERS; DENBOW, 2008; GILROY, 2015;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; CAETANO, 2017).

Dentre a estrutura microscopica, ou histoldgica, o tecido 6sseo se divide em
primario (ou imaturo) e secundario (maduro ou lamelar). Os dois tecidos apresentam
0S mesmos constituintes, entretanto, o tecido imaturo é temporario, o0 que indica que
€ 0 primeiro tecido a aparecer no desenvolvimento embrionario, assim como no
reparo de fraturas, sendo substituido gradativamente pelo tecido maduro. Este
possui as fibras colagenas desorganizadas, dispostas em varias direcdes
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

O tecido 6sseo maduro possui as fibras colagenas organizadas em faixas
paralelas entre si, denominadas lamelas, entre as quais estdo situadas as lacunas
dos ostedcitos, ou concéntricas em torno de canais com vasos, formando o sistema
de Havers. Em um grupo de lamelas ocorre, geralmente, o acumulo de matriz
mineralizada em auséncia de colageno, denominada substéancia cimentante (AKERS;
DENBOW, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Cada sistema de Havers possui de quatro a vinte lamelas 6sseas e no centro,
um canal que contém vasos, o canal de Havers, que se comunicam com a cavidade
da medula e superficie 6ssea externa através dos canais de Volkmann, que sdo
obliquos ou transversais em relacdo aos canais de Havers, atravessando as lamelas
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Nesta estrutura, apresentada pela figura 2, também é citavel um revestimento
por tecido conjuntivo fino e células osteogénicas, constituindo o endosteo e o
periosteo, que nutrem o tecido e fornecem osteoblastos para crescimento 0sseo. O
endosteoreveste as cavidades do tecido 6sseo esponjoso, e 0s canais medulares,

de Havers e de Volkmann. Ja o periosteo contém fibras colagenas, denominadas,
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neste caso, de fibras de Sharpey, que fixam este fino tecido ao tecido 0Osseo.
(AKERS; DENBOW, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Figura 2 - Representacdo esquematica da estrutura de um o0sso longo: a) seccéo
transversal do 0sso; b) magnificacdo da seccéo; ¢) magnificacdo do 0SSO esponjoso;

d) magnificacao da estrutura do 0SS0 espon;joso.
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Fonte: Adaptado de Wers, 2014.

2.1.2 Propriedades Biomecanicas

O tecido 0Osseo possui grande capacidade de adaptacdo aos estimulos
mecanicos ao longo da vida, associados as atividades fisiol6gicas. Os estimulos,
estaticos ou dinamicos, sdo solicitagbes mecéanicas por consequéncia da gravidade
ou atividade muscular, por exemplo. Como forma de resposta a estes estimulos, o
0SSO0 possui propriedades intrinsecas, como dureza, forca e elasticidade (JUDAS et
al., 2012; EMI, 2014; GRACA, 2018).

A dureza como caracteristica 0ssea € decorrente da parte inorganica da
matriz extracelular mineralizada, representada principalmente pelos ions como célcio
e fosfato. A agregacdo de fibras coladgenas a hidroxiapatita, formada pelos ions
calcio e fosfato, confere rigidez e resisténcia ao tecido 6sseo. Entretanto, dado a

diferenca microestrutural entre 0 0SS0 compacto e 0 0SSO esponjoso, que consiste
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na deposicao das fibras, tamanho das trabéculas e presenca dos canais de Havers,
O 0SSO compacto possui rigidez e resisténcia superiores aos do 0Sso
esponjoso(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; EMI, 2014; GRACA, 2018).

A parte organica da matriz extracelular mineralizada, proporciona resisténcia
mecanica e um certo grau de elasticidade ao 0sso, pela constituicdo predominante
de colageno, assim viabiliza inclusive, potencial para suportar as forcas de tragédo
(EMI, 2014; CAETANO, 2017).

O o0sso pode ser definido como um material multifasico poroso, que possui
comportamentos anisotropicos, ou seja, suas propriedades mecéanicas ndo atuam da
mesma forma em todas as direcfes, portanto, este é mais resistente na orientacédo
longitudinal, dado a posicdo dos canais de Havers ao longo do eixo 6sseo (GRACA,
2018).

Devido as suas propriedades mecanicas intrinsecas, proporcionadas pela
composi¢cdo organica e inorganica, além do microambiente estruturado, 0S 0SSOS
podem suportar certo grau de compressao e tracado sem que ocorra fraturas, visto
gue a resisténcia a tracdo € menor do que a resisténcia a compressao. Entretanto,
quando a forca de resisténcia € excedida, seja por fragilidade 6ssea natural ou
adquirida, ou por grande impacto, a fratura ou lesédo traumética ocorre, causando a
perda da integridade esquelética(EMI, 2014; LANDUCI, 2016; GRACA, 2018;
CAETANO, 2017).

2.1.3 Fraturas 6sseas

As fraturas Osseas sdo lesdes traumaticas, resultadas de uma carga de
grande magnitude sobre o 0sso, por meio das forcas de tensdo, cisalhamento,
compressdo, curvamento ou tor¢cdo, que podem atuar em conjunto ou
individualmente. Do ponto de vista mecanico, as fraturas representam a perda da
capacidade do osso de suportar a carga durante a execu¢cdo do movimento, cuja
causa é a perda da integridade da estrutura esquelética ou uma carga superior a
suportada (SIZINIO et al., 1998; HAMILL; KNUTZEN, 2008).

As fraturas séo classificadas em um grupo geral, quanto ao traco e a
exposicao. Em relacdo ao traco, as fraturas podem ser incompletas, quando ocorre
um rompimento parcial do 0sso, ou completa, com perda da continuidade 6ssea. Em

relacdo a exposi¢do, como apresentado pela figura 3, estas podem ser fechadas,
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quando as partes 0sseas permanecem dentro do corpo; ou exposta,quando parte
0ssea é projetada para fora do corpo (FILHO; MIBIELLI; SILOS, 2018).

Figura 3- Representagéo de fraturas fechada e exposta.
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Fonte: Machado et al., 2017.

Outra classificacdo mais especifica das fraturas, apresentada pela figura 4,
sdo em relacdo a posicao desta no 0sso, 0 que inclui a fratura transversa, quando o
traco de fratura atravessa o 0sso numa linha aproximadamente perpendicular a
diafise; fratura linear, quando o traco da fratura é paralelo a diafise, no eixo; fratura
obliqua, quando a fratura € diagonalizada em relacdo ao eixo do 0sso, no qual, esta
pode ser ou néo deslocada; fratura espiral, quando a fratura se encontra ao redor e
transversa ao eixo 6sseo; fratura em galho verde, quando o periésteo permanece
intacto e mantém no lugar as extremidades do osso; e fratura cominutiva, quando
existem muitas partes fraturadas. Além dos exemplos citados, h4 ainda a fratura
patologica, que ocorre devido ao sofrimento 6sseo a debilitagdo precedente por
alguma moléstia, como a distrofia fibrosa ou tumores 6sseos (MACHADO et al.,
2017)
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Figura 4 - Variagao dos tipos de fraturas demonstradas em 0sso longo.
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Fonte: Machado et al., 2017.

O reparo das fraturas envolve eventos inflamatérios e reparatorios para atingir
a remodelacdo 0ssea, assim como as ossificacfes intramembranos e endocondral.
(OVALLE; NAHIRNEY, 2014).

2.1.4 Reparoe remodelagdo 6ssea

Diante de uma fratura 0ssea,uma série de eventos para reparagdo e
remodelacdo 6ssea, ou consolidacdo, se iniciam. Esta tera principalmente, a acao
dos osteoblastos e osteoclastos, no qual pode ocorrer de duas formas: indireta ou
direta (PANSIERI; ESTEVES; JUNIOR, 2019).

A cicatrizacdo indireta se inicia como um processo natural, sem intervencao
cirirgica ou quando essas intervencdes visam movimentacdo no local da fratura,
como por exemplo a fixagao intramedular, externa ou interna de fraturas cominutivas
(GERSTENFELD et al, 2003; GERSTENFELD et al, 2006;
PANSIERI; ESTEVES; JUNIOR, 2019; SOARES,2019).

Este processo de reparo é apresentado pela figura 5, em que a primeira fase
indica uma formacgdo do hematoma, com uma resposta inflamatoéria imediata, no
qual as células-tronco mesenquimais utilizadas no processo se diferenciam em
condrécitos e osteoblastos, que produzem cartilagens e formam o 0sso,
respectivamente. Em seguida, a segunda fase se inicia na formacao de um calo, na
producdo de uma matriz cartilaginosa mineralizada e a reabsor¢cdo desta para a
transicdo 6Ossea, na terceira etapa do processo. Ao final do processo, ocorre a

remodelagcdo Ossea, em que o calo 6sseo é reabsorvido e modificado,
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reestruturando a estrutura anatbmica que suporta as cargas mecanicas
(GERSTENFELD et al, 2003; GERSTENFELD et al, 2006;
PANSIERI; ESTEVES; JUNIOR, 2019; SOARES, 2019).

Figura 5 - Etapas de reparo indireto de uma fratura 0ssea.
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Fonte:Carano; Filvaroff, 2003 (adaptado).

A cicatrizacdo direta ocorre quando o processo é realizado com auxilio de
intervencdes cirargicas. Neste caso, ndo ha resposta inflamatéria ou formacao de
calos, como ocorre na cicatrizacao indireta, sendo assim, 0 processo se inicia ja com
a remodelacdo Ossea. Esta possui dois modos de cicatrizacdo, a cicatrizacdo por
contato, em que ocorre pelo processo simultaneo da unido e remodelacao éssea; ou
a cicatrizacdo por lacunas, em que 0s processos sao viabilizados sequencialmente
(GERSTENFELD et al, 2003; GERSTENFELD et al, 2006;
PANSIERI; ESTEVES; JUNIOR, 2019; SOARES, 2019).

O tecido 6sseo sofre um processo continuo de remodelacdo, em um
mecanismo natural de reconstrucéo das areas do tecido 6sseo de modo a preservar
a sua integridade, preservando-o de degradagdes, assim como no processo final do
reparo de fraturas. Essas modificacdes sdo realizadas em varias fases, como na
transicdo de um o0sso primario em maduro, no crescimento e manutencao
morfolégica, na transicdo do 0SSO esponjoso para compacto, ou seja, para
adaptacdo nas diversas situacoes fisiologicas e patoldgicas, dado a reabsorcao e
deposicdo de matriz 6ssea. (ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006; HENN, 2010;
JUDAS et al., 2012).

Esse processo € iniciado com a ativacdo dos osteoclastos pela remocdo dos

ostedides e exposicdo da matriz mineralizada, ou pela ativagcdo de citocinas. Em
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seguida, a formacéo do osso é dependente da proliferacdo e migracdo das células
osteoprogenitoras, além da diferenciacdo dos osteoblastos, controlados por uma
cascata de eventos genéticos pela regulacdo dos genes de fatores locais e
sistémicos. Estes fatores, sdo os hormonios, citocinas e fatores de crescimento,
como o PTH , vitamina D, interleucinas (IL-1, IL-6), TNF-a , RANKL, RANK e
osteoprotegerina (ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006; HENN, 2010; JUDAS et al.,
2012; MAZZONETTO; DUQUE NETTO; NASCIMENTO, 2012).

Os fatores supracitados realizam a estimulacdo de liberacdo de moléculas
pelos osteoblastos a fim da migracao e adeséo a superficie 6ssea, para a atividade
de producdo de matriz éssea e controle dos osteoclastos, sendo assim, um equilibrio
entre a dindmica dos osteoblastos e osteoclastos, ou seja, formacéo e reabsorcéo, é
imprescindivel para a remodelacdo 6ssea. Um desequilibrio nesta atividade pode
ocasionar reabsor¢cdes patolégicas como artrites ou até mesmo tumores. Outros
fatores podem interferir no processo de equilibrio, como por exemplo: idade,
doencas Osteo-metabdlicas, mobilidade diminuida e acdo de drogas (ANDIA;
CERRI; SPOLIDORIO, 2006; HENN, 2010; JUDAS et al.,, 2012; MAZZONETTO;
NETTO; NASCIMENTO, 2012).

O reparo anatomico e funcional dos 0ssos pelo organismo, naturalmente,
limita-se a situacdes em que ha proximidade entre as extremidades dos 0Ssos.
Entretanto, existem danos que levam a perda de uma grande extensado de material e
as extremidades ndo se unem, além da ocorréncia de uma depressao na regiao de
unido, ou a producéo de ossos como em cirurgias de imobilizacdo da coluna pela
unido dos discos. Em alguns casos, 0os danos nao séao recuperados mantendo-se as
propriedades e fisionomia dos 0sso0s, neste contexto, 0s enxertos 0sseos e a
engenharia de tecidos estdo sendo desenvolvidos, visando a reconstrucdo tecidual
em sua estrutura e funcionalidade para regeneracdo de tecido ésseo através de
intervengdes cirurgicas (SILVA et al., 2017; ALMEIDA et al., 2020).

Uma das formas de reparacao 0ssea € a utilizacdo de enxertos, nos casos em
que ndo ha recuperacdo total das propriedades e fisionomia, portanto, a
reconstrucao tecidual éssea em estrutura e funcionalidade pode ser adquirida nas
intervengdes cirdrgicas com o desenvolvimento da engenharia de tecidos (SILVA et
al., 2017; ALMEIDA et al., 2020).

Entre os tipos de enxerto disponiveis esta o0 autoenxerto, ou enxerto

autdgeno, quando o tecido é originario do préoprio paciente. Neste tipo de
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transplante, o risco de contaminacdo é baixo, bem como h& a presenca de
osteoinducdo, osteoconducdo e osteogeneicidade, entretanto, os riscos desta
técnica incluem um processo pés-operatorio demorado e em morbidades. Alguns
materiais autdgenos geralmente utilizados, sdo 0 0sso esponjoso do 0sso iliaco e
tibia proximal ou o aspirado de medula 6ssea colhido através de puncdo da crista
iliaca (GUTIERRES et al., 2005; SEBBEN et al., 2012).

O aloenxerto, por sua vez, € proveniente de um doador de mesma espécie e
deve ser tratado previamente contra respostas inflamatdrias intensas e infec¢des. O
processamento destes materiais envolve congelamento ou liofilizacdo e este pode
ser disponibilizado em gel, po, fibras e pastas (GUTIERRES et al., 2005;
MACHADO, 2007).

O xenoenxerto € um material proveniente de outras espécies e necessita de
tratamentos contra antigenos, além dos processamentos para deslipidizacao,
desproteinizacao e adicdo de células da medula éssea humana (GUTIERRES et al.,
2005).

Neste sentido, as células ésseas enxertadas podem ser derivadas do
organismo proéprio, de organismos de mesma espécie ou de organismos de espécies
diferentes. Para a neoformacdao tecidual, é necessario que o enxerto possua células
capazes de se diferenciar em tecido 6sseo, um estimulo osteoindutor para que a
diferenciacdo das células ocorra (como a adicdo de fatores de crescimento e
moléculas sinalizadoras, muito comum em enxertos sintéticos) e um meio
osteocondutor para crescimento do tecido (SEBBEN et al., 2012).

JA& os enxertos aloplasticos, s&do substitutos Osseos sintéticos em
desenvolvimento na area de biomateriais. Esses possuem a disponibilidade de
producdo em escala industrial como vantagem, entretanto, exigem tratamentos para
aumentar a osteogenicidade e osteoconducdo. Neste campo, se encontram 0sS
materiais cerdmicos como sulfato de calcio, vidros bioativos e fosfatos de célcio,
como a formacdo de hidroxiapatita que, como citado nos capitulos 3.1.1 e 3.1.2,
fazem parte da matriz 6ssea na parte inorganica, portanto, indica alta relevancia no
reparo 6sseo (GUTIERRES et al., 2005; MACHADO, 2007; SEBBEN et al., 2012).
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2.2 Biomateriais

Os cimentos como implantes porosos, possuem elevada area superficial, o
que permite maior contato entre o organismo e o0 enxerto. Dessa forma,
caracteristicas como maior resisténcia do material, imobilidade do implante e
resposta inflamatoria minimizada, sédo adquiridas. A porosidade do material € obtida
na sintetizacdo deste, durante a eliminacao da fase organica adicionada ao material
(MACHADO, 2007).

Na estratégia de promover interacbes entre o biomaterial utilizado como
enxerto e as células adjacentes formando um tecido, aliado a necessidade de
desenvolver matrizes tridimensionais para as células, geralmenteprovenientes do
proprio paciente,a serem cultivadas in vitroe recolocé-las no tecido lesionado, como
uma estrutura semelhante ao tecido, os scaffolds. Estes sado, portanto,
desenvolvidos pela engenharia de tecidos a fim de atuar no reparo, reconstrucao e
melhora do desempenho de estruturas teciduais perdidas ou danificadas,
tridimensionalmente. Os scaffolds, por definicdo, sdo arcaboucgos, como estruturas
temporéarias para otimizacdo do crescimento e distribuicdo espacial das células,
providenciando suporte mecéanico adequado para a regeneracdo tecidual, através
das células proliferativas, de forma organizada em estruturas complexas (WILLIAMS
et al., 2005; BARBARISI et al., 2015; DALTRO et al., 2020).

Estes arcaboucos possuem controle da microestrutura e topografia celulares,
simulando as atividades do tecido em reparo, que possuem técnicas para
mimetizacdo da matriz extracelular e podem ser enriquecidos com biomoléculas para
a integracdo do biomaterial com o tecido, como os fatores de crescimento e
indutores de diferenciacao, interferindo na bioatividade, ou seja, a interacdo entre
material e tecido (WILLIAMS et al., 2005; BOSE; ROY; BANDYOPADHYAY, 2012;
BARBARISI et al., 2015).

Segundo Dhandayuthapani et al. (2011), BOSE et al. (2012) e SEO et al.
(2014) um scaffold ideal deve promover a bioatividade, adeséo celular, deposicéo de
matriz extracelular e nutrientes para a proliferacdo e diferenciacdo das células, tal
como a degradacéo deste deve se assemelhar as taxas de regeneracédo tecidual e
com os minimos riscos de inflamacgéo ou toxicidade in vivo.

Sendo assim, as caracteristicas necessarias ao biomaterialsdo

biodegradabilidade, ou capacidade de degradacdo no  organismo;
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bioreabsortividade, ou a capacidade dos produtos da biodegradacdo de eliminagéao
pelas vias metabdlicas normais do organismo; compatibilidade mecanica; tamanho
de poro adequado, de diametros entre 200 a 350um para permitir a vascularizacao e
invasado celular, apesar de reduzir a resisténcia mecanica, garantindo os processos
celulares adequados; e biocompatibilidade, como a capacidade de suportar a
atividade celular sem apresentar citotoxicidade, promovendo neoformacédo 6ssea e
mimetizando o ambiente(BOSE; ROY; BANDYOPADHYAY, 2012; SEO et al., 2014).

Nesse contexto, & necessario o desenvolvimento de um biomaterial com
caracteristicas adequadas para atuar como um scaffold e que possua caracteristicas
de biomimetizacdo do microambiente do tecido 6sseo constituido por um composito

ceramico reforcado.

2.2.1 Cimento de Aluminato de Célcio

As bioceramicas sdo continuamente estudadas para a utilizagdo no corpo
humano, principalmente no reparo do sistema esquelético e desenvolvimento de
tecidos duros e moles. Os materiais mais utilizados incluem o titanio, hidroxiapatita,
alumina, zirconia e porcelana, quando ha aplicagdo no sistema esquelético,
formando principalmente cimentos 04sseos, cujo uso é diversificado, sendo
amplamente utilizado em aplicacbes como proteses, reparacdo e preenchimento do
tecidoem casos de traumas e fraturas relacionados a patologias, acidentes e
reestruturacdo da anatomia 6ssea (CGEE, 2010; LOOF, 2008).

Métodos inovadores estdo sendo desenvolvidos para o preenchimento e
reconstrucao aloplasticos de segmentos 0sseos na busca da saude e qualidade de
vida, atendendo as demandas mecanicas e biolégicas. Em consequéncia do
surgimento de complicacbes relacionadas a biocompatibilidade e resisténcia
mecanica, ha a tentativa de desenvolver e aplicar materiais biomiméticos, com
estimulacao a nivel celular, possuindo grande potencial regenerativo (CAUSA, 2007,
LOOF, 2008; PIRES et al., 2015).

Dentre o grupo de materiais com potencial para biomimetizacdo 0ssea, 0
cimento de aluminato de calcio (CAC) se destaca por estar em coeréncia com a
microarquitetura,apresentando caracteristicas como a composi¢cdo semelhante a do
0sso humano, alta biocompatibilidade sem rejei¢éo pelo tecido 6ésseo, promovendo a

osteointegracdo e osteoconducdo e ainda, a formacdo de hidroxiapatita na
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superficie, quando em contato com fluido corporal, devido a bioatividade. Outros
fatores determinantes citaveis para sua efetiva aplicagéo, incluem o baixo custo, alta
pureza, fluidez, melhor ajuste e tempo de endurecimento, alta resisténcia mecanica
(de aumento progressivo) e corrosiva, possuindo barreira contra a microinfiltragéo
bacteriana e viscosidade adequada para utilizacdo. De acordo com as
caracteristicas deste biomaterial, este possui potencial para aplicacdo como um
scaffold, atuando como um compdsito ceramico reforcado (KOPANDA, 1990;
ENGQVIST, 2004; ENGQVIST, 2008; LOOF, 2008; CASTRO-RAUCCI, 2011;
AGUILAR, 2012; BOSE; ROY; BANDYOPADHYAY, 2012; BURGER, 2013;SEO et
al., 2014; PARREIRA, 2016).

Segundo Pompeu (2011), a reacdo de formacdo do CAC pode ser

representada pela equacéo 1.
CaCO, + Al,0, — Ca(AlO,), + (1)

De acordo com esta equacdo, uma sequéncia de reacdes ocorre até a
formacdo deste cimento. Em seguida, as fases deste devem ser selecionadas,
conforme as propriedades desejadas em relacdo a reatividade em agua. A fase CA
(Ca0.Al203) possui alta temperatura de fusdo, hidratacdo lenta e um rapido
endurecimento. Enquanto isso, a fase CAz (Ca0.2Al203) possui hidratacéo lenta e
se caracteriza mais refrataria em relacéo a fase CA. J4 a fase C12A7 (12Ca0.7Al203)
se hidrata rapidamente e possui baixa temperatura de fusdo. Apdés a etapa de
selecdo das fases adequadas, o material deve ser hidratado para aplicacdes

biolégicas.

2.3 Nanotecnologia e aplicacdes biomédicas

Diferentes materiais sdo utilizados para o promover o reparo 6sseo, mas nao
apresentam resultados altamente satisfatérios. A busca por um material biomimético
levou ao conhecimento dosnanomateriais, cuja capacidade intrinseca de elevar o
potencial de desempenho em aplicagcbes biomédicas, emergiu o interesse pelo
entendimento da biocompatibilidade e citotoxicidade destas aplicacbes (VIEIRA et
al., 2017; PIRES et al., 2015).

Os nanomateriais sdo estruturas em escala nanométrica (10° m = 1 nm) que

sao formadas a partir do estudo do fendmeno e da manipulacao de sistemas fisicos,
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ou dananotecnologia, que éuma area multidisciplinar que possibilita a criagdo e
utilizacdo dos menores materiais feitos pelo ser humano. Estes podem ser
preparados pelas técnicas bottomup, que consiste em construir os materiais a partir
de &tomos ou moléculas individuais, ou através do top down, ou seja, quebra de
partes maiores do material em nanoparticulas, ambas por meio de uma sintese. Os
nanomateriais podem se apresentar em diferentes formas, como particulas, fibras,
tubos ou dispositivos(FERREIRA; RANGEL, 2009; CROSS et al., 2016; BERWIG;
ENGELMANN,2017).

Na area biomédica, a nanotecnologia possibilitou a melhora progressiva de
instrumentacbes e metodologias tradicionais, na utilizacdo de nanocristais,
nanodispositivos, nanorob6s, nanotubos, nanovetores e nanoparticulas produzidas
de diversos materiais, além da possibilidade de agregacdo de véarias moléculas na
superficie destas nanoparticulas. Esse campo cientifico pode auxiliar na capacidade
de diagndéstico e tratamento permitindoo aperfeicoamento de equipamentos médicos
e cirargicos, na producdo de novos processos e mecanismos de aplicacdo de
farmacos, visando caracteristicas de menor agressividade e invasividade, tornando-
os mais eficazes (AMORIM, 2007; TREGOUET, 2007; CANCINO, et al., 2014).

Nesse sentido, esses materiais, principalmente nanoparticulas, nanofibras e
nanotubos, sédo aplicados na engenharia de tecidos, utilizados em larga escala
dependendo das caracteristicas desses elementos. As nanofibras sdo muito
porosas, possibilitando a colonizacéo das células e uma eficiente troca de nutrientes.
Enquanto osnanotubos constituem-se bons condutores, favorecendo a transmisséao
de sinais elétricos. Ja as nanoparticulas podem ser apresentadas em aspectos
sélidos ou porosos, fornecendo versatilidade pelo diametro, quimica de superficie e
componentes, com um destaque no campo da medicina regenerativa, pois possuem
potencial de diferenciacéo celular para um fenotipo osteogénico in vitro. (CROSS et
al.,2016; FANG et al., 2017; LI; LIU, 2017).

Neste contexto, a aplicacdo de nanoestruturas € capaz de acelerar a
neoformacdo 0ssea e de vasos sanguineos e remodelar o arranjo dos fatores de
crescimento. Entretanto, algumas propriedades fisicas e bioldgicas sdo necessarias
como exigéncias para um substituto 6sseo ideal, como o fornecimento de uma
matriz porosa, controle de reabsorcéo e remodelacdo, promocéo da diferenciacao
celular e regeneracgdo de tecidos, além de combinar as propriedades mecéanicas dos
tecidos (BERWIG; ENGELMANN, 2017; GAO et al., 2017).
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Atualmente, a engenharia de materiais dispde esforgos no desenvolvimento
de compdsitos estaveis que possam ser manipulados sem perder caracteristicas
relevantes, dado que podem ser efetivamente utilizadas para aplicacdes biomédicas,
neste caso,no reparo 6sseo. Portanto, a associagao entre as nanoparticulase o CAC
possibilita a criacdo de um microambiente semelhante em estrutura, forma e
tamanho aos constituintes naturais dos 0ssos, aprimorando as propriedades
mecanicas, osteointegracdo e osteoconducdo. (MARANGONI et al., 2013;
PARREIRA et al., 2016; OLIVEIRA et al, 2017).

Dentre o campo das nanoparticulas, as metdlicas sdo representadas
principalmente pelo ouro, prata, cobre, ferro, zinco, chumbo, platina e aluminio.
Estas, quando em associacdo com o CACH apresentam biocompatibilidade,
citotoxicidade reduzida e sdo de facil funcionalizacdo, porém, a citotoxicidade a
longo termo requer estudos complementares. Entre as nanoparticulas metalicas, ha
um destaque para as nanoparticulas de ouro (AuNPs) e nanoparticulas de prata
(AgNPs), dado que apresentam carateristicas Unicas em consequéncia ao efeito

guantico, sendo amplamente utilizadas na area da saude (VIEIRA et al., 2017).

2.3.1 Nanoparticulas de Ouro

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) podem ser caracterizadas por coloides
com propriedades Opticas intrinsecas decorrentes da ressonancia plasmonica de
superficie, que se caracteriza pela intensa absorcdo e dispersdo quando um
determinado comprimento de onda incide, devido a oscilacao coletiva dos elétrons,
relacionados com o tamanho e morfologia destes. Com isso, estas caracteristicas,
somadas a grande area superficial, podem ser controladas de acordo com o0 método
de sintese apropriado, para a manutencdo da morfologia da particula e quimica de
superficie (BAPTISTA et al., 2008; CHEN; SCHLUESENER, 2008; MELO JR; et al.,
2012; PARREIRA, 2016; VIEIRA et al., 2017).

O diametro da particula, de 1 a 100 nm possui relacdo estrita com a gama de
cores da amostra coloidal, variando entre o amarelo, marrom, laranja, vermelho e
roxo. A morfologia e o tamanho das AuNPs implicam em diferentes aplicacdes
principalmente biomédicas, sendo assim, para uma aplicagdo direcionada as células,

um esferoide de aproximadamente 20 nmé considerado adequado (BAPTISTA et al.,
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2008; CHEN; SCHLUESENER, 2008; MELO JR; et al., 2012; PARREIRA, 2016;
VIEIRA et al., 2017).

Com essa caracterizacdo, as AuNPs sdo amplamente utilizadas na area
biomédica e tecnoldgica, apresentando alta biocompatibilidade, encontradas em
produtos de higiene pessoal, cosméticos, detec¢do de biomoléculas, carreadores de
agentes terapéuticos com liberacdo controlada de farmacos, aprimoramento nas
formulacbes diagndsticas e de tratamento para diversas doencas como O cancer,
aumentando a eficacia dos farmacos (BAPTISTA et al., 2008; CHEN;
SCHLUESENER, 2008; MELO JR; et al., 2012; PARREIRA, 2016; VIEIRA et al.,
2017).

2.3.2 Nanoparticulas de Prata

As nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo investigadas na aplicacdo de
diversas areas, principalmente na melhora da resposta bioldégica de materiais
potencialmente contaminados, observados em desinfetantes, tecidos, tratamento de
queimaduras, dispositivos contraceptivos, instrumentacado cirdrgica, tintas, implantes
e proteses 6sseas, pelo destaque no efeito bactericida em concentracdes minimas,
descritas como oligodinadmicas. Além disso, potencializam o efeito farmacolégico de
drogas, assim como as AuNPs. Em escala microscopica, a citotoxicidade pode ser
observada em casos onde a utilizacdo é feita com as particulas em tamanho
diferente daquele adequado para aplicagBes bioldgicas (CHEN; SCHLUESENER,
2008; AMORIM; RANGEL, 2009; MELO JR; et al., 2012; PARREIRA, 2016; VIEIRA
et al., 2017).

Portanto, a capacidade bactericida das AgNPs pode ser caracterizada como
um atrativo na area médica, visto que as aplicacdes aloplasticas possuem o risco de
infeccdo por estes microrganismos. Sendo assim, os ions de prata presentes nas
nanoparticulas impedem a adesdo e, consequentemente, proliferacdo destas na
superficie do biomaterial, pois penetram na membrana da bactéria e destroem o
citoplasma. Para isso, a nanoparticula deve possuir um tamanho menor que 100 nm,
entre, aproximadamente, 40 e 50 nm, o qual ndo apresenta risco de citotoxicidade
para humanos. Assim como as AuNPs,estas caracteristicas, somadas a grande area

superficial, podem ser controladas selecionando o método de sintese adequado
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(CHEN; SCHLUESENER, 2008; AMORIM; RANGEL, 2009; MELO JR; et al., 2012;
PARREIRA, 2016; VIEIRA et al., 2017).

Uma das principais caracteristicas das AgNPs, é a ressonancia plasmoénica
de superficie, observada pela diversidade de cores relacionada as oscilacdes dos
elétrons de conducdo, quando estdo em ressonéancia com a luz incidente,
apresentada da mesma forma pelas AuNPs (CHEN; SCHLUESENER, 2008; MELO
JR; et al., 2012; PARREIRA, 2016; VIEIRA et al., 2017).
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3 MATERIAIS E METODOS

Estes estudos foram desenvolvidos no Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba, nos Laboratorios de
Nanosensores e de Processamento e Caracterizagao de Materiais Avangados | e Il.
Os experimentos em animais foram feitos por meio de uma parceria com 0
Laboratério de Tecido Osseo da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”.

3.1 Sintese de nanoparticulas

A sintese de nanoparticulas de ouro e prata baseou-se na metodologia de
Lee e Meisel (1982), para obtencdo de coloides esféricos com dimensdes

nanométricas, conforme apresentado na Figura 6 (LEE; MEISEL, 1982).

Figura 6 - Sintese de Nanoparticulas.
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A sintese das AuNPs consistiu na reducao do cloreto de ouro (lll) trihidratado
(HAuCls .3H20, 520918, Sigma Aldrich) pelo citrato de sodio tribasicodihidratado
(NasCsHsO7:2H,0, Sigma Aldrich. Uma solucéo de 500 ml de HAuCls .3H20 (0,048%)
foi aquecida sob agitacdo constante em um baldo volumétrico de trés pescocos até
atingir seu ponto de ebulicdo. Em seguida, 50 mL de CsHsNaszO7. 2H20 a 1% foi
acrescentado, preservando a temperatura de ebulicdo por mais uma hora. Logo
apos o periodo de estabilizacdo, cessou-se 0 aguecimento e manteve a solucao sob
agitacdo até a temperatura ambiente.

As AgNPs foram obtidas pela redugcéo de uma solu¢ao contendo 500 mL de
nitrato de prata (AgNOs, Sigma Aldrich) (0,0182%) por 50 mL de citrato de sodio a
2% sob agitacdo constante em aquecimento de ebulicdo. O sistema foi mantido em
aquecimento por 30 min, mantendo-se a agitagao.

Ambas as solugdes coloidais foram armazenadas a 4°C ao abrigo da luz. A
qualidade do material produzido foi verificada pelas técnicas de caracterizacdo de

Espectroscopia UV-visivel eEspalhamento Dindmico da Luz (DLS).

3.2 Caracterizacdo das nanoparticulas

3.2.1 Espectroscopia UV-Visivel

Os espectros de absor¢bes das amostras, na regido UV-Visivel do espectro
eletromagnético, foram medidos no espectrofotbmetro DeNovix DS-11 (DeNovix Inc.,
USA). A regido espectral analisada foi de 190nm a 840 nm, com resolucéo espectral
de 1 nm e caminho 6ptico de 1 mm. Para as leituras foram utilizados 2 pL da
amostra depositadas no pedestal do equipamento. Os graficos foram plotados para

as analises dos resultados.

3.2.2 Diametro hidrodinamico

A técnica por espalhamento dindmico de luz (DLS) foi utilizada para
determinar a distribuicdo de diametro hidrodindmico das AuNPs e AgNPs, por meio
do equipamento Zeta Sizernano — ZS90 (Malvern), com angulo de 90°. Nesta
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analise, um volume de 400 pL da solucdo coloidal foi adicionada a cubeta de
poliestireno(Modelo ZENO0118, Sarstedt). Uma média de trés andlises por

amostragem foi realizada para a obtencéo do resultado e os graficos foram plotados.

3.2.3 Diametro Hidrodinamico

A técnica de DLS associada a aplicacdo de um potencial elétricofoi utilizada
determinar o Potencial Zeta das AuNPs e AgNPs. As medidas foram feitas no
equipamento ZetaSizernano — ZS90 (Malvern), com angulo de 90° em cubeta
capilar com eletrodo de ouro (modelo DTS1070, Malvern). Nesta andlise, 1 mL de
cada solucdo coloidal foi injetada vagarosamente na cubeta, com auxilio de uma
seringa para evitar a formacéo de bolhas de ar. O valor do potencial Zeta foi a média

aritmética de trés analises.

3.3 Sintese do Nanocompdésitos

O cimento de aluminato de calcio hidratado foi fabricado por meio de
moagem, em moinho de bola por uma hora. Neste processo foi feito a partir da
mistura de CA (CaAl204) e CAz (CaAlsO7) na propor¢do molar de 1:1, com
Castament FS60 (dispersante a 0,6% em peso, Basf, Alemanha) e um plastificante
CaCl2.2H20 (2,8% em peso, Labsynth, Brasil).

Para a preparagdo dos nanocompositos, as amostras foram preparadas
utilizando suspensdes aquosas (80% em peso de CACH) dividindo-se em grupos: 1)
Grupo controle, 20% em peso de agua tipo 1; 2) CACH+AuNPs, 20% em peso de
suspensao coloidal de ouro 7x10! nanoparticulas/mL; 3) CACH+AgNPs, 20% em
peso de suspenséo coloidal de prata 7 x 10*! nanoparticulas/mL. As amostras foram

moldadas conforme a demanda das analises detalhadas nos préximos topicos.

3.3.1 Analise de Bioatividade

Esta andlise é feita por meio da imersdo das amostras em uma solucao
padrao de Fluido Corporal Simulado (Simulated Body Fluid - SBF), analisando a

formacao de apatita. A preparagéo da solugcdo SBF seguiu procedimento descrito na
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literatura por Rigo (2004), como apresentado na Tabela 1. A solugéo foi preparada
utilizando-se uma quantidade dos reagentes em uma proporgéo 1,5 vezes superior a
concentracdo de ions (mM) inorganicos presentes no plasma humano,permitindo

acelerar a formacao de apatita.

Tabela 1 - Reagentes usados na preparagao de um litro de solucéo de fluido
corporal simulado (Simulated Body Fluid - SBF) de acordo com Rigo.

Reagente SBF 1,5 Rigo
H20 400 mL
NaCl 11,992 g
NaHCOs3 0,529 g
KCI 0,335¢g
K2HPO4 0,261 g
MgCl2.6H20 0,458 g
HCI 0,1M 15 ml
CaCl2.2H20 0,551 g
Na2S04 0,107 g
(CH20H)3CNHz2 - Teor necessario para ajuste pH= 7,25
0,05M
HCI 0,1M Teor necessario para ajuste pH= 7,25

Fonte: Adaptado de Rigo (2004).

3.4 Caracterizacao Estrutural dos Nanocompadsitos

3.4.1 Densidade real das amostras

Para este ensaio foram preparadas amostras em molde quadrado (com
arestas de 20 mm e 4 mm de espessura). ApGs a cura, as amostras foram
desmoldadas, secas a 110°C por 24 h. Os valores de densidade real foi uma média
de 10 leituras para cada amostra, que foram medidas no Picndmetro de hélio
(Ultrapyc 1200e, V5.04,Quantachrome).

3.4.2 Resisténcia mecanica a compressao uniaxial, porosidade aparente e

distribuicdo de tamanho de poros

Para estes ensaios, as amostras foram preparadas em moldes de
formatocilindrico (16mm de diametro x 18mm de altura). As amostras foram

condicionadas a 37 °C, em estufa de ambiente saturado durante 24 h, desmoldadas,
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secas a 110°C por 48 h e submetidas a medidas de porosidade aparente e
distribuicdo de tamanho de poros (ensaios sem tratamento).

Para comparar as propriedades mecanicas e morfologia apos ensaio de
bioatividade. Outros grupos de amostras foram imersa em solucéo de fluido corporal
(SBF) e retornados para a estufa a 37°C. Ap6s 168 h de cura, amostras Umidas
foram submetidas a ensaios de resisténcia a compressao uniaxial, enquanto outras
foram secas a 110°C durante 48h para as medidas de porosidade aparente e
distribuicdo de tamanho de poros.

A resisténcia a compressdo uniaxial foi medida usando uma maquina de
ensaios EMIC DL10000,com velocidade de deslocamento de 0,15 mm/min em pelo
menos cinco amostras de cada composi¢do. A tensdo de ruptura or (MPa) foi

calculada de acordo com a Equacéo 1.

4P] (1]

o = |
R m D2

sendo P (N) é a carga maxima requerida para fraturar cada amostra e D (mm) € o
didmetro médio das amostras.

A porosidade aparente foi avaliada de acordo com o método de imersédo
(principio de Archimedes), usando querosene como liquido de imersdo (ABNT NBR
6220). As amostras em triplicata foram inicialmente pesadas a seco (Ms) e apés 1
hora de imersdo em querosene (p=0.80g/cm?3) sob vacuo, as amostras foram
novamente pesadas quando imersas no liquido (Mi) e Umidas (Mu). Assim, a
porosidade aparente foi calculada pela massa de liquido retida em seus poros

abertos por meio daEquacao 2.

'[:Mu_ M_"-'}

o M{_}] x100 2]

PA= |

A distribuicdo de tamanho de poros foi medida por meio da técnica de
porosimetria de intrusdo de mercurio (Autopore IV 9500, Micromeritics). A técnica é
baseada na equacdo de Washburn, sendo D € o diametro do poro, P é a pressao
aplicada, y € a tenséo superficial do mercurio e ¢ € o angulo de contato (130°) entre
0 mercurio e a amostra. O volume de mercurio (V) que penetra os poros € medido

diretamente em funcéo da presséo aplicada (P) pela Equacéo 3.
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D = 4yPcos(¢) [3]

3.4.3 Resisténcia mecéanica a flexdo 3 pontos

Para este ensaio, as amostras foram preparadas em moldes em formato de
barra (75 mm comprimento x 12,5 mm altura x 12,5 mm de largura). As amostras
apos a moldagem foram mantidas a 37 °C, em uma estufa em ambiente saturado,
durante 24 h. Entdo foram desmoldadas e imersas em solugdo de SBF e mantidas
em estufa a 37 °C. Apds 168 h, as amostras umidas foram submetidas a ensaios de
resisténcia a flexao.

A resisténcia a flexdo foi medida a uma velocidade de 0,5 mm/min (ASTM
C674), para pelo menos cinco amostras de cada composi¢do, usando uma maquina
de ensaios mecanicos (DL 10000, EMIC). A configuracdo em trés pontos foi adotada
a 30 mm dedistancia entre os pontos de apoio. O modulo de ruptura (or) foi

calculado por meio da Equacéo 4.

on = [ooa g

sendo, F (N) é forca maxima na fratura, | (mm) distancia entre os apoios, b (mm)

largura do corpo de prova, d (mm) espessura do corpo de prova.

3.4.4 Dureza

A dureza foi medida utilizando o Durémetro Vickers FV-100e. Para isso
inicialmente realizou-se um teste utilizando cargas de 1 a 100 kgf a fim de
determinar a célula de carga adequada para o ensaio.Assim foi determinado uma
carga de 980,7 mN para CACH e 490,77 mN para 0Ss nanocompositos.
Posteriormente, posicionou-se a amostra abaixo do penetrador e iniciou-se o teste,
sendo repetida por oito vezes, em regides proximas ao seu centro. ApGs a remogao
da carga, foi medido o valor das diagonais da impresséao produzida no material por
meio de um micrometro acoplado a um microscopio. Desta forma foi calculada a

area da superficie impressa pela medicdo das diagonais, quando o Numero Vickers
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(HV) é determinado pela razéo entre a carga (F) e a area superficial da impresséo

(A, mm2), por meio da equagéao 5.

2-F~sin@ F

F
HV = — = — =~ 1,8544—
A d? d?

[5]
Sendo F é a carga aplicada sobre a amostra (mN); d é a soma das diagonais
dividido por dois; HV = dureza Vickers (kgf/mm?)

3.5Aplicacdes dos Nanocompdsitos - Ensaios in vitro
3.5.1 Cultura Celular

Os testes in vitro foram realizados na linhagem celular MG-63, caracterizada
por células do tecido Osseo de morfologia fibroblastica, provindo de um
osteossarcoma (Banco de Células do Rio de Janeiro, 2019). Esta foi cultivada em
monocamada em garrafas estéreis de polipropileno de 25 cm?, contendo meio de
cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma Aldrich),
complementado com 1,5g/L de bicarbonato de sddio, complementado com 10% (v/v)
de soro fetal bovino (Life Technologies, 16000-044). A cultura celular foi mantida em
estufa de crescimento a 37°C (Thermo Scientific, water Jacket serie 8000) em uma
atmosfera de 95% de umidade com adicdo de 5% de CO2. O meio de cultura foi
substituido de acordo com a confluéncia e as células subcultivadas a cada 20 dias,

tripsinizadas comsolucao de Tripsina-EDTA a 0,25%.
3.5.2 Avaliacédo da Atividade Mitocondrial

A viabilidade celular foi determinada pela aplicacdo do teste colorimétrico
MTT (3-(4,5-dimetil) tiazol-2-il-2,5-difenil brometo de tetrazélio, Sigma Aldrich,
M5655).Para a realizagao do teste, a linhagem celular foi tripsinizada e incubada em
trés placas de 24 pogos, uma para cada dia,realizado em 24, 72 e 120 h de
experimento, a uma concentracdo de 1x10° células/po¢o com 1,5 mL de meio de
cultura completo em estufa de crescimento (Water Jacket series 8000, Thermo
Scientific) a 37°C sob uma atmosfera de 5% de CO2. ApoOs 24 h de adeséo celular, o

meio de cultura foi retirado e foram acrescentados 1,2 mL de meio em cada um dos
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pocos. Em seguida, foram adicionados minicesto de poliestireno com membrana de
policarbonato (Thincert, Greinerbio-one) em cada um dos pog¢os. Na area interna do
minicesto, foram depositados os cimentos CACH, CACH + AuNPs e CACH +
AgNPs, em triplicata. Apds 0s tempos experimentais, os minicestos foram retirados,
as placas centrifugadas a 2000 rpm por 10 min. Apds este processo, as placas
foram incubadas com a solucdo de MTT ([3-(4,5-dimetiltiazol- -2yl)-2,5-difenil
brometo de tetrazolina) a 2 mg/mL na estufa de crescimento a 37°C, por 4 h. Este
teste analisa as células metabolicamente ativas em uma cultura celular, pois pela
atividadedas enzimas desidrogenasesmitocondriais, o0 MTT (coloracdo amarela) é
reduzido em cristais de formazan (coloragdo azul), que é diretamente proporcional a
atividade mitocondrial (MOSMANN, 1983)

A leitura de absorcdo foi realizada em triplicata pelo espectrofotbmetro
Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTekinstruments, USA).Este
procedimento foirealizado no laboratério de Bioquimica Aplicada a Engenharia
Biomédica do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (UNIVAP). A atividade
mitocondrial dos gruposfoi expressa em porcentagem, quando comparadas as

absorbancias aos grupos controle, conforme descreve a Equacéo 6.

" . . b — 4b
Atividade Mitocondrial (%) = - amostra”#3<branco [6]

AbsScontrole— AbSpranco

3.6 Aplicacdes dos Nanocompdésitos - Ensaios in vivo

Foram utilizadas 20 ratas adultas (Rattus norvegicus, variante albinus,
Wistar), pesando cerca de 300 gramas cada, para avaliar a neoformacédo 6ssea na
interface osso-biomaterial. Aos 90 dias de idade, foi realizado um defeito 6sseo
monocortical de 3,0 mm de didmetro em cada fémur direito de todos os animais, 0s
quais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos (n = 4). Antes da cirurgia, 0S
animais foram pesados e anestesiados e a mesa cirurgica foi preparada.

Os farmacos utilizados nos procedimentos anestésicos e suas respectivas
concentracOes foram: cloridrato de xilazina 2,3 g / 100 mL (Anasedan® - Vetbrands,

Jacarei - Brasil), substancia sedativa e relaxante muscular; e cloridrato de cetamina
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1,16 g / 10 mL (Dopalen® - Vetbrands, Jacaréi - Brasil), anestésico geral.
Inicialmente, foi preparada uma solugéo contendo a mistura de 0,8 ml de cloridrato
de xilazina e 0,5 ml de cloridrato de cetamina. Apos anestesia dos animais, os locais
cirdrgicos do fémur direito foram submetidos a tricotomia e antissepsia com solucéao

de é&lcool iodado, conforme apresentado na Figura 7.

Figura 7 - Imagens do procedimento cirdrgico: a) procedimento do defeito 6sseo; b)

defeito finalizado; c) cimento injetado no orificio; ¢) procedimento cirdrgico finalizado.

Fonte: Autora em Colaboragdo com a UNESP (2020)

As incisdes foram realizadas na regidao correspondente a face medial dos
fémures. Os musculos foram divididos para expor o osso cortical, onde um defeito
com diametro final de 3,0 mm foi realizado utilizando brocas de diametro
progressivo, sob irrigacdo abundante e continua com solugéo fisiologica, visando
evitar superaquecimento, devido ao atrito das brocas com o osso. Enquanto os
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defeitos 6sseos foram feitos, os cimentos foram preparados. Apos a preparagao, 0s
cimentos foram injetados, utilizando seringas hipodérmicas, nos defeitos 0sseos
preparados.

Apo6s o preenchimento dos defeitos com materiais injetaveis, os tecidos foram
reposicionados e a camada muscular e a pele foram suturadas com fio de seda n° 4
(Ethicon / Johnson & Johnson). Novamente, a antissepsia foi realizada com &lcool
iodado. No final da cirurgia, um medicamento analgésico (dipirona sodica 150 mg /
kg) foi administrado por via subcutanea a cada 8 h até 48 h apds a cirurgia. Apés a
cirurgia, os ratos foram colocados em gaiolas, cada uma contendo 5 animais, com
racdo e agua ad libitum, em ambiente com ar-condicionado. Durante esse periodo
pos-operatorio, eles foram monitorados, inicialmente, 2 h apés o periodo de
recuperacdo anestésica e a cada 24 h até o periodo de eutanasia de 30 dias. As

pecas, apos a eutanasia, foram mantidas em formalina tamponada a 10%.

3.6.1 Andélise Histoldgica

O fragmento 6ésseo em cada um dos fémures direitos, contendo a mistura, foi
removido apos a eutanasia e, em seguida, fixado em formaldeido tamponado a 10%;
depois as pecas foram desmineralizadas por imersdo em solucdo de &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA Titriplex Ill, EMD Millipore, Massachusetts, EUA).
ApOs a desmineralizagdo, os blocos foram fixados em parafina e cortes histolégicos
de 5 ym de espessura foram obtidos longitudinalmente para analise histolégica na
interface de mistura Ossea. A analise da reacdo tecidual apresentada pelos
diferentes materiais foi realizada em microscépio Optico Zeiss Axiophot 2 (Carls
Zeiss, Oberkochen, Alemanha). Eventos histopatol6gicos como presenca de células
mononucleares e polimorfonucleares, macréfagos, osteoclastos, além da presenca
de reabsorcao 0ssea, foram consideradas necrose tecidual para avaliacdo do reparo
0sseo.

A porcentagem de osso neoformado na interface osso-material foi avaliada
em trés campos de cada fragmento contendo os diferentes materiais, representando
interface medial, distal e nova formagédo 6ssea embaixo do material. Cinco secdes
continham os materiais foram digitalizados (25x), usando Zeiss Axiophot 2 (Carl
Zeiss, Oberkochen, Alemanha) associado ao Axiocam MRC 5 (Zeiss).
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Posteriormente, 75 areas de cada material foram analisadas e a nova porcentagem

0ssea foi calculada usando o software de imagem Image J (NIH).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados das caracterizacdes das Nanoparticulas e das propriedades
mecanicas, morfologicas e bioatividade do nanocompositos foram objeto de
publicacdo na revista “Researchon Biomedical Engineering”, no artigo intitulado de
“Compositions of calcium aluminate cement containing gold and silver nanoparticles
for biomaterial applications”. Importante ressaltar, que este foi o primeiro trabalho no
grupo na area de biomateriais para reparo 0sseo, mostrando a viabilidade da
associacdo de nanoparticulas para o aumento da biocompatibilidade de CACH, que
ja esta bem consolidado na literatura.

Enquanto, que os resultados dos testes in vitro e in vivo foram submetidos na
revista “Journal of Biomedical Materials Research: Part B — Applied Biomaterials”, no
artigo intitulado de “In vitro and in vivo investigations of calcium aluminate cement
associated with nanoparticles for biocompatibility and bone neoformation

improvements”

4.1 Nanoparticulas de Ouro e Prata

A Figura 8 apresenta os resultados da caracterizacdo das solu¢des coloidais
de AuNPs e AgNPs, que foram incorporadas no CACH. Este resultado é importante,
pois permite verificar se nanoparticulas possuem dimensdes nanométricas, quando
suas propriedades, conforme descrito no item 2.3, sdo diferentes dos materiais em
dimensdes macroscopicas, permitindo interacdes que viabilizem o aumento de
biocompatibilidade.

Neste grafico, as AuNPs téma banda caracteristica de ressonancia
plasmdnica de superficie (SPR) em 524 nm, com distribuicdo de diametro unimodal.
As AgNPs a banda SPR esta centrada em 410nm, mas foi observado uma
distribuicdo bimodal de diametros, que € resultado aceitavel para este material,
devido a dificuldade do controle dos parametros de sintese.



49

Figura 8 - Nanoparticulas de Ouro e Prata: a) Espectro UV-Visivel e b) Diametro

hidrodindmico.
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Na analise do espectroUV - visivel dasAuNPsa banda de SPR centrada em
524 nm esta associada a nanomateriais de dimensdes na escala nanomeétrica, visto
que,a posicdo desta banda estd relacionadacom o didmetro médio das
nanoparticulas sintetizadas(VIJAYAKUMAR et al., 2011;SINDHU et al., 2014,
CAMPOS et al.). Este resultado corrobora com as analises de DLS, mostrando o
didmetro hidrodindmico de 21,52 + 0,26 nm. Para as AgNPs, a banda SPR esta
centrada em 410nm, com uma solucdo coloidal composta de duas distribuicdes de
tamanhos uma em 4,18nm e outra em 54,76 nm. A banda de absor¢cdo de SPR tem

origem na proximidade entre as bandas deconducédo e valéncia, permitindo que os
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elétrons se movam livremente e oscilem coletivamente em ressonancia com a onda
eletromagnética incidente, sendo dependente do tamanho das particulas, do meio
dielétrico e do ambiente quimica (ZHANG et al, 2016). Os valores de potencial
Zetamedidos foram de-50+18 mV e -41+2mV, para as AgNPs e AuNPs,
respectivamente. Importante ressaltar, que a magnitude do potencial Zeta é
indicativo da estabilidade coloidal, quando valores potenciais Zeta superiores a 30
mV ou inferiores a -30mV estdo correlacionados com alto grau de estabilidade.
(GORUP, 2010, ANDRADE 2008). Portanto, as nanoparticulas produzidas estao nas

dimensdes adequadas para aplicagdo no CACH.

4.2 Nanocompaositos de Ouro e Prata

Atualmente, os CACH associados ou ndo a outros materiais vem sendo
amplamente empregado para o tratamento do tecido Osseo, devidos as suas
propriedades mecéanicas e aos resultados clinicos positivos no tratamento de
fraturas 6sseas (AJAXON et al., 2018). De acordo com Pereira (2011), as
propriedades mecéanicas do tecido 6sseo podem ser divididas em intrinsecas, que se
referem ao comportamento do material somente em nivel teciduais e extrinsecas
que se referem ao osso como um todo, refletindo em seus valores os efeitos
combinados do tamanho, da forma e das caracteristicas teciduais que podem ser
determinadas por meio do teste de resisténcia a flexdo por trés pontos e de
compressao.

Assim, a analise da resisténcia a flexdo e compressdo em biomateriais
empregados em sitios 0sseos € de suma importancia, visto que as regibes de
tecidos duros tendem a receber grandes tensdes. Portanto, a concentracdo de
tensdes acima do limiar do material, podem resultar em microfraturas que favorecem
proliferacdo de bactérias, infiltracdo e deslocamento do material, fatores contribuem
para o insucesso clinico do material (PEREIRA et al., 2011).

Os resultados da caracterizacdo quanto a densidade tedrica e propriedades
mecanicas das amostras CACH, CACH+ AuNPs e CACH+ AgNPs séo apresentadas
na Figura 9, sendo possivel notar que a incorporacdo de nanoparticulas ao CACH

modificou suas propriedades.
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Figura 9 - Propriedades mecanicas das amostras e CACH, CACH+ AuNPseCACH+
AgNPs: a) Densidade real; b) Resisténcia & compressao uniaxial; c) Resisténcia

mecanica a flexao; d) Microdureza.
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Os valores de densidades dos compostos estudados (CACH, CACH + AuNPs
e CACH + AgNPs) apresentaram comportamento similar, indicando que os métodos
fornecem resultados suficientemente reprodutiveis. Observa-se que os valores
medidos (~ 2,5 g/cm?) foram préximos ao relatado na literatura para o 0sso que varia
de 1,55-2,2 g/cm® e superior ao apresentado pelo cimento O6sseo de
Polimetilmetacrilato (PMMA) (-~ 1,3 g/cm®. Ressaltando que a literatura é
controversa quanto a variabilidade das leituras de densidade Ossea nos diferentes
sitios esqueléticos (SCHEIBEL et al., 2009).

Os valores de resisténcia a compressao uniaxial e microdureza para as
amostras de CACH+AuNPs e CACH+AgNPs foram menores que a amostra padréao

de CACH. Entretanto, as amostras de CACH+AuNPs mostraram os melhores
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resultados de resisténcia mecéanica a flexdo. Esses valores de resisténcia a
compresséo uniaxial ficaram abaixo do valor observado para o 0sso humano
corticalna faixa de 88-230 MPa (BONAN, 2014).

Entretanto, na literatura existe uma grande variacdo na resisténcia a
compresséo, dependendo da formulacdo do CACH (ZHANG et al., 2014, AJAXON,
PERSSON, 2017). Ajaxon et al. (2018), ressalta que para alguns casos, onde as
fraturas sdo restritas a uma determinada regido e quando o cenario de carga
esperado € principalmente compressivo, 0os cimentos a base de CACH podem
fornecer suporte adequado e ser a escolha preferida em relagcdo aos materiais
menos biocompativeis usados atualmente, por exemplo, cimentos 6sseos acrilicos.

Na andlise de flexdo as amostras de CACH+AuNP apresentou a maior
resisténcia a flexdo, seguida das amostras de CACH e CACH+AgNPs,
respectivamente. Evidenciando que houve um ligeiro aumento da resisténcia a
flexdo do CACH, quando associado as nanoparticulas de ouro. No entanto, os
resultados sao inferiores ao verificado para o0 0sso cortical (compacto) longitudinal
gue apresenta resisténcia a flexdo de 50-150 MPa (BONAN et al., 2014) ou 100-200
MPa (MUNDSTOCK et al., 2010) e o cimento 6sseo PMMA 50,7 MPa (SOUZA et al.,
2010).

Os resultados de porosidade aparente e distribuicdo de tamanho de poros
para as amostras CACH, CACH+ AuNPs e CACH+ AgNPs sdo apresentados na
Figura 10. Todas as amostras apés tratamento com SBF obtiveram uma reducao de

porosidade aparente e diametro de poros.
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Figura 10 - Distribuicdo de tamanho de poros, tamanho médio de poro e porosidade antes e

apos tratamento com SBF por sete dias das amostras CACH, CACH+ AuNPs e CACH+
AgNPs. Porosidade aparente para as amostras CACH, CACH+ AuNPs e CACH+ AgNPs.
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Os resultados da porosimetria (dv/dlog) séoreferentes a dimensdo dos poros
pés-aplicacdo dos compostos estudados (CACH, CACH+AuNP e CACH+AgNP)
associados ou ndo a SBF. Neste estudo, observou-se menor formacdo de poros,
bem como, deslocamento significativo referente aos tamanhos dos poros, onde foi
possivel identificar valores inferiores pés-interagdo com a SBF, o qual foi observado
para todas as composi¢coes estudadas, as quais foram submetidas a incorporagao
com a SBF. Segundo Demirtas; Kaynak e Gumusderelioglu (2015) e Oliveira et al.
(2018) enfatizam que estes resultados, podem ser explicados mediante presenca de
precipitado na superficie dos materiais, que indicam principios de bioatividade entre
0S compostos, com excelente interacdo com tecidos vivos, visto que, a formacao de
precipitado, deriva-se da interacdo dos cimentos aos compostos disponiveis na
solucédo SBF, revestindo a superficie sélida e preenchendo os poros, reduzindo sua
porosidade aparente pés-intervencdo com o SBF. Este resultado pode ser
confirmado por meio das micrografias de MEV, quando se observa a formacéo de
precipitado na superficie do material (Figura 11).
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Figura 11 - Andlises por microscopia eletrénica de varredura da superficie das
amostras CACH, CACH+ AuNPs e CACH+ AgNPs antes e ap0s contato com
solucéo SBF por 7, 14 e 21 dias. Analises por microscopia eletronica de varredura

da superficie das amostras CACH.
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Fonte: Autora (2020)

Neste contexto, a fase de hidroxiapatita carbonatada que se forma na
superficie do material bioativo € quimica e estruturalmente equivalente a fase
mineral do osso. E esta equivaléncia que é responsavel pela ligacdo interfacial,
permitindo uma ligacdo quimica ao osso (SEABRA, 2013). Essa precipitacéo
promove fechamento dos poros,justificando a queda de porosidade aparente apos
tratamento com SBF. Segundo Rodrigues et al. (2016), bioatividade é o resultado
das reacfes quimicas que ocorrem na superficie de um material exposto aos fluidos
corporais para formar uma camada superficial de apatita hidroxil-carbonatada apds a
implantagdo, que é um critério essencial para estabelecer a ligacdo com 0 0sso
natural.

O estudo do comportamento biolégico de scaffolds na SBF é considerado o
método mais eficiente para autenticar sua bioatividade no ambiente corporal.
Marquis et al. (2009); Harvey; Henderson e Vengallatore(2010); Khang et
al. (2010) ; Kubinova e Sykova (2010) e Vallet-Regi (2010) afirmam em seus estudos
que biomateriais compativeis ao tecido bioldgico podem favorecer um ambiente
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adequado para a proliferagdo celular e a matriz de crescimento. Uma vez que
durante o processo de cicatrizacdo 0ssea, esses materiais podem ser degradados e
até gerarem resposta imunoldgica. Isto deve-se ao fato de que o tempo de
degradacédo depende da propriedade, densidade e enzimas existentes nos tecidos
0sseos

Os resultados de viscosidade e injetabilidade em funcéo do teor de sdlidos
sao apresentados na Figura 12. A faixa de percentual de soélidos nas suspensdes foi
entre 76 e 78 %, observando menor injetabilidade para as amostras commaior teor
de solidos, que era um resultado esperado. E importante ressaltar que ndo houve
alteracOes significativas da injetabilidade das suspensdes de CACH quando misturas
com AuNPs ou AgNPs, sendo uma funcéo do teor de solidos. Este parametro visa a
producdo de pastas com coesdo contendo o maximo de solidos possivel, sendo
bastante importante em situagdes clinicas.

No caso de defeitos/traumas 6sseos com acessibilidade limitada, o emprego
do cimento de forma precisa pode ser essencial para 0 sucesso do tratamento
(RIGO et al., 2004; ALVES et al.,, 2006; JABERI et al., 2013). Nas ceramicas
injetaveis sao originarias de ceramicas ligadas quimicamente, cujo comportamento
de presa € controlado por reagBes quimicas especificas que podem ocorrer a

temperatura ambiente como cimentos aluminato-célcio (CAC).
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Figura 12 - Imagens para injetabilidade manual para suspensdes aquosas de
CACH, CACH+ AuNPs e CACH+ AgNPs com teor de solidos de 76 e 78% em peso,
usando agulha hipodérmica. Ensaios reoldgicos oscilatérios (G’ e G”) a 370C em

funcdo da frequéncia para suspensoes.
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Fonte: Autora (2020)

4.3 Nanocompdsitos testes in vitro

Esta pesquisa tem como base registros na literatura que relatam as AuNPs,
com cerca de 20nm de diametro, tém grande potencial na regulacdo da atividade
dos osteoblastos, aumentando a fosforilagdo ERK / nivel total de ERK, o que sugere
a ativacao da via ERK / MAPK. Na verdade, essa via esta relacionada ao controle da
proliferacéo e diferenciacdo, as nanoparticulas também podem aumentar o nimero
do nddulo 6sseo e o contetdo de célcio, registrado em teste in vitro (ZHANG et al.,
2014). Enquanto as AgNPs influenciam a regulacéo das expressfes RUNX2 que € o
fator de transcricdo mais upstream essencial para a diferenciacdo dos osteoblastos,
devido a regulagéo da expressao de Sp7 (KOMORI, 2017).

Neste ambito, ambas as nanoparticulas foram utilizadas com o intuito de

melhorar o reparo 0sseo e foram associadas ao CACH. A Figura 13apresentaas
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micrografias da superficie das amostras CACH, CACH+AgNPs e CACH+AuUNPs,
sendo possivel observar a evolucdo da superficie em funcdo do tempo de
incubacédo. Este resultado mostra a influéncia das células e do microambiente do
meio na morfologia. Nas primeiras 24 h néo é evidente diferencas entre 0s grupos
experimentais. Este resultado sugere o inicio da adesé&o celular/proliferacdo. Porém,
as micrografias em 72h e 120h mostram uma nova morfologia,que indica a formacéo
de camadas formadas pela proliferacdo celular. Este fato é mais evidente, quando
comparamos com a Figura 11, que registrou as mudancas morfolégicas da interacéo

dos cimentos aos compostos disponiveis na solugédo SBF.

Figura 13 - Analises por microscopia eletrénica de varredura da superficie das

amostras CACH, CACH+ AuNPs e CACH+ AgNPs em contato com cultura celular
por 24, 72 e 120 dias.
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Fonte: Autora (2020)
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A Figura 14 apresenta os resultados das medidas de atividade mitocondrial
(AM), que exibe um aumento de aproximadamente 34,6% quando aplicado o CACH,
32% quando aplicado o CACH + AuNPs e 20% quando aplicado o CACH + AgNPs,
em comparacdo ao grupo controle. Quando analisados os dias experimentais, é
possivel observar que em 24 h houve um aumento médio de 10% na atividade
mitocondrial, considerando a média dos grupos amostrais. Enquanto que em 72 h
houve um aumento drastico de 45%, retornando a valores menores em 120h.

Quando os resultados de AM séo associados as mudancas de morfologia
registradas nas micrografias,pode-se sugerir algumas fases. Nas primeiras 24 h a
adesao celular € mais evidente, com poucas modificagBes de superficie associadas
a um ligeiro aumento de AM, com a excecdo do grupo CACH+AgNPs. Para 72 h, a
proliferacdo celular € mais evidente, com valores de AM mais significativos
associados a mudancas morfologicas em todos os grupos. Para 120 h, a superficie
esta totalmente preenchida, quando os valores de AM voltam a patamares proximo

daqueles registrados para 24h.

Figura 14 - Atividade mitocondrial da linhagem MG-63 apds aplicacdo do CAC.
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Os resultados de AM acima de 70% sugerem materiais biocompativeis, as

micrografias apresentam proliferacdo (ISO-10993-5-2009). Em resumo, o0s
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resultados indicam que CACH, CACH + AuNPs e CACH + AgNPs sao elegiveis para

testes in vivo.

4.4 Nanocompaositostestes in vivo

Apbs levar em consideragdo os resultados das propriedades mecanicas dos
cimentos e das analises in vitro, a aplicacdo in vivo € um passo importante para
verificar a viabilidade de estudos clinicos. A analise histoldgica revela neoformacéo
O0ssea e o0s resultados da quantificacdo sdo apresentados na Figura 15, sendo
possivelobservara variabilidade entre o percentual de neoformagdo Ossea entre 0s

grupos, permitindo comparar 0s gruposexperimentais.

Figura 15 - Andlise histologica: a) Quantificacdo da area 6ssea neoformada; b)
grupo controle; b) grupo CACH; c¢) grupo CACH + AgNPs e; d) Grupo CACH +
AuNPs. A seta vermelha indica regides de neoformacéo no tecido 6sseo.
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Fonte: Autora em Colaboragdo com a UNESP (2020).
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Quando apenasos valores médios dos grupos sdo considerados, constata-se
gue o grupo controle apresentou o menor valor percentual de neoformagéo, seguido
pelo grupo CACH+AgNPs, CACH e CACH+AuUNPs, respectivamente. Dentre 0s
grupos, oCACH+AuUNPs apresentou a maior média percentual de neoformacéao.
Entretanto € necessario verificar a significancia estatistica destes resultados. A
figura 16 apresenta os resultados do teste ANOVA one way combinada com o teste
de Dunnet, sendo utilizada para comparar a significancia estatistica dos valores

percentuais de neoformacéo do tecido 6sseo.

Figura 16 - Analise ANOVA combinada com teste Dunnett, neoformacéo nos
grupos.
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Fonte: Autora (2021)

Os resultados da andlise estatistica evidenciaram  diferenca
significativaapenas para o grupo CACH+AuUNPs, visto que o intervalo ndo contempla
0 zero. Nas demais combinagcbes, 0S grupos nao apresentam resultados de
neoformacéo estatisticamente relevantes, quando comparados ao grupo controle.
Dessa forma, o composito CACH+AuUNPs foi o que obteve diferenga significativa

para a neoformacéao 0ssea.
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Outro ponto importante a ser ressaltado no modelo animal utilizado é o grupo
controle. Este grupo representa o processo natural de cicatrizacdo para reparo do
0sso lesado, sem qualquer cimento ou enxerto 6sseo. Apés 30 dias, a resposta de
reparo 6sseo em animais saudaveis é suficiente para reparar toda a extensao
superficial (RIMONDINI et al., 2005). Assim, os tipos de cimento devem proporcionar
neoformacdo éssea igual ou maior que o grupo controle, no tempo experimental
adorado os animais do grupo controle ja estavam recuperados.Assim, a ANOVA
unilateral e o teste de Dunnett foram escolhidos com base neste perfil de modelo
animal, onde o grupo controle é uma referéncia muito adequada para resultados de
sucesso (BROWN, 2005).

Embora os resultados in vivo mostrem neoformacdo com médias superiores
aos grupos controle, sugerindo um resultado positivo para os tipos de aplicacbes de
cimento (Figura 15), o CACH + AuNPs foi o grupo significativo (Figura 16), o que
esta de acordo com relatos de que nanoparticulas de ouro podem ajudar no controle
do trajeto do osso (LI et al., 2020).Porém, a adicdo de nanoparticulas de prata no
CACH, nao trouxe nenhum beneficio na melhoria da biocompatibilidade, bem como

nas propriedades mecanicas apresentadas.
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5 CONCLUSAO

Os resultados apontaram que a adicdo de AuNPs ao cimento de aluminato de
calcio homogéneo melhorou a resisténcia mecéanica a flexao, porosidade e diametro
de poros. Enquanto a adicdo de AgNPs nao contribuiu para a melhoria das
propriedades mecanicas, diminuindo o desempenho do material comparado com o
padrao CACH. Por outro lado, o0 CACH associado aAuNPs ou AgNPs contribuiu para
aumentar a bioatividade do cimento de aluminato de calcio, sendo evidenciada
modificagdo mais evidente da morfologia superficial.

Os resultados das andlises in vitro, mostrou que todos 0s grupos
experimentais estudados eram elegiveis a aplicacdo in vivo, pois todos os valores de
atividade mitocondrial foram acima de 50%. Enquanto que os resultados das
analises in vivo confirmaram que associacdo CACH+AgNPs ndo é benéfica, em
termos de propriedade mecéanica ou neoformacéo 6ssea.

Os resultados convergem que a associacdo CACH+AuUNPs tem potencial de
aplicacdo clinica, melhorando o desempenho do material e aumentando a

biocompatibilidade.
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