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SALMO 23

RESUMO

Neste trabalho foram produzidas blendas a base de cimento de aluminato de calcio homogéneo
(CH) contendo vidro bioativo (BG58S) em diferentes teores (5, 7,5 € 10% em peso) e 6xido de
estroncio (SrO 1% em peso) visando melhorar sua bioatividade e a capacidade de estimular a
regeneragao Ossea. Primeiramente, o vidro bioativo 58S (BGS58S) foi sintetizado em diversas
condigdes e caracterizado quanto a composi¢ao quimica, distribuicao de tamanho de particula
e cristalinidade. A amostra de BG58S selecionada apos as caracterizagdes anteriormente
mencionadas foi utilizada para a produgdao de blendas com cimento de aluminato de calcio
homogéneo (CH) e vidro bioativo (BG58S) em diferentes teores (5, 7,5 € 10% em peso) e foram
caracterizadas quanto a densidade tedrica, microdureza, resisténcia a compressao uniaxial apds
tratamento em solu¢do simuladora de fluido corporal (SBF), porosidade aparente e distribui¢ao
de tamanho de poros antes e ap6s o tratamento com SBF. A adicao de 7,5% em peso de BG58S
no cimento homogéneo de aluminato de célcio (CH) melhorou suas propriedades mecanicas
como microdureza e resisténcia a compressao uniaxial. Na sequéncia, um novo conjunto de
amostras formadas por cimento de aluminato de calcio homogéneo (CH) contendo vidro
bioativo (BG58S) com diferentes teores (5, 7,5 € 10% em peso) e 6xido de estroncio (SrO 1%
em peso) foram produzidas para os testes de bioatividade e bioldgicos (in vitro e in vivo). As
blendas foram mais bioativas devido a presenca de uma fase amorfa altamente soluvel,
conforme confirmado por meio de SEM/EDS principalmente para 7,5% em peso de BG58S
sem e com SrO a partir de 1 dia em SBF. As andlises de FTIR indicaram a formagdo da fase
apatita por meio do aumento da intensidade das bandas associadas ao grupo POs* apos o
tratamento com SBF. Com relagdo aos testes in vitro, todas as blendas permitiram o
desenvolvimento do fendtipo osteobldstico e a formacdo de matriz mineralizada aumentou
devido a inclusdo de BG58S e SrO promovendo o processo de osteogénese. Ensaios de
viscosidade, injetabilidade e trabalhabilidade de suspensdes contendo 73, 74 e 75 % de teor
solidos foram realizados e mostraram que aumento da viscosidade estd relacionado a
diminui¢do da injetabilidade, conforme ha aumento no teor solido das suspensdes. Os testes in
vivo indicaram a neoformacgao Ossea na interface com os diferentes materiais empregados,
sendo que o tecido formado exibia aspecto de normalidade. Na analise histoldgica descritiva
foram observados os aspectos do processo de reparacdo Ossea, verificando-se que a
neoformacao dssea e o arranjo das trabéculas 0sseas imaturas preencheram os defeitos dsseos
criados para o teste. A presenga de linhas reversas observada, ¢ um indicativo da atividade de
remodelagdo dssea. A analise histomorfométrica realizada utilizando imagens de cortes
histologicos realizados na area do defeito 6sseo na qual houve a inser¢do do biomaterial,
revelou que a neoformacgao 6ssea foi maior no defeito 6sseo preenchido com CH/7,5%p BG58S
e 1%-p de SrO. Conclui-se, com bases nos resultados obtidos neste trabalho, que a blenda
CH/7,5%p BG58S e 1%-p de SrO seja a mais promissora para ser utilizada em reparo 0sseo.

Palavras-chave: cimento de aluminato de calcio; vidro bioativo; estroncio; bioatividade; testes
in vitro, testes in vivo.



CALCIUM ALUMINATE CEMENT BLENDS CONTAINING BIOACTIVE GLASS AND
STRONTIUM FOR APPLICATIONS AS BIOMATERIAL FOR BONE REPAIR

ABSTRACT

In this work, homogeneous calcium aluminate (CH) cement-based blends containing bioactive
glass (BG58YS) at different levels (5, 7.5 and 10% by weight) and strontium oxide (SrO 1% by
weight) were produced. to improve its bioactivity and ability to stimulate bone regeneration. In
the first part of the work, bioactive glass 58S (BG58S) was synthesized under different
conditions and characterized in terms of chemical composition, particle size distribution and
crystallinity. The sample of BG58S selected after the characterizations was used to produce
blends with homogeneous calcium aluminate cement (CH) and bioactive glass (BG58S) in
different contents (5, 7.5 and 10% by weight) and were characterized as to theoretical density,
microhardness, uniaxial compressive strength after treatment in body fluid simulating solution
(SBF), apparent porosity and pore size distribution before and after treatment with SBF. The
addition of 7.5% by weight of BG58S in the homogeneous calcium aluminate (CH) cement
improved its mechanical properties such as microhardness and uniaxial compressive strength.
In the second part, a new set of samples formed by homogeneous calcium aluminate cement
(CH) containing bioactive glass (BG58S) with different contents (5, 7.5 and 10% by weight)
and strontium oxide (SrO 1% by weight). weight) were produced for bioactivity and biological
tests (in vitro and in vivo). The blends were more bioactive due to the presence of a highly
soluble amorphous phase, as confirmed by SEM/EDS mainly for 7.5% by weight of BG58S
without and with SrO from 1 day in SBF. FTIR analyzes indicated the formation of the apatite
phase through the increase in the intensity of the bands associated with the PO43- group after
treatment with SBF. Regarding the in vitro tests, all blends allowed the development of the
osteoblastic phenotype and the formation of mineralized matrix increased due to the inclusion
of BG58S and SrO promoting the osteogenesis process. Viscosity, injectability and workability
tests of suspensions containing 73, 74 and 75% solids content were carried out and showed that
an increase in viscosity is related to a decrease in injectability, as there is an increase in the
solid content of the suspensions. The in vivo tests indicated bone neoformation at the interface
with the different materials used, and the tissue formed showed an aspect of normality. In the
descriptive histological analysis, aspects of bone repair development were observed, verifying
that bone neoformation and the arrangement of immature bone trabeculae filled in the gaps.
The presence of reverse lines observed is indicative of bone remodeling activity. The
histomorphometric analysis performed using images of histological sections performed in the
bone defect in which the biomaterial was inserted, revealed that bone neoformation was greater
in the bone defect filled with CH/7.5 wt% BGS58S and 1 wt% SrO. It is concluded, based on the
results obtained in this work, that the blend CH/7,5wt%58S and 1% SrO in the most promising
to be used in bone repair

Keywords: calcium aluminate cement; Bioactive glass; Strontium; Bioactivity; In vitro tests.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 -Estrutura de um 0SS0 LONZO0. ......ooiiiiiiiiiiiiiiiie e 21
Figura 2 - Estrutura do 0SSO COMPACO € €SPONJOSO. ...uvvrererreererreeririeerireeerereeersreesaeeessseeessseeens 22
Figura 3 - Representagdo simplificada da estrutura de um osso longo: a) magnificacdo do osso
esponjoso; b) magnificagdo da sec¢do; c¢) seccao transversal do osso; d) magnificagdo da

ESIIULUTA O OSSO ESPOMNJOSO. ...uvvierurireririeeriieeerteeestteeestteestaeesseeessseeessseeassseeensseeassseessseessseesnsses 23
Figura 4 — CEIUIAS OSSCAS. ..cc.ueiiuiiiiiiiiieiie ettt ettt e 24
Figura 5 — Esquema da disposicao das c€lulas N0 0SS0........ccceevueiiieiiiiiieniiiiienieeiceeeeeen 26
Figura 6 — Esquema ilustrativo da remodelagao 0SSea.........ccceevieriiiiniiiiieeiiiiiieniecceeeeeen 28

Figura 7 - Diagrama ternario do sistema Si0»-CaO-Na,O, com as regides de formacgdo de
ligacdo entre material e tecidos. Composigdes da regido A apresentam 6% em peso de P>Os.

.................................................................................................................................................. 36
Figura 8 — Composi¢des de bioatividade dos vidros produzidos via sol-gel em relagao aos vidros
Produzidos POT FUNAIGAO. ...ccvvieeiiieeiiieeee e et e e ee e e e et e e eaaeesbaeeesseeeenneeenaseeas 39

Figura 9 — Visao geral da metodologia empregada para o desenvolvimento do trabalho. ..... 46
Figura 10 — Etapas da sintese do vidro bioativo de acordo com as condi¢des da Tabela 4. .... 48
Figura 11— Procedimento cirurgico: A) mesa cirurgica; B) tricotomia da regido; C) incisdo; D)
fémur direito exposto com os tecidos divulsionados; E) defeito 6sseo confeccionado; F)
cimento preparado; G) injetabilidade do cimento no defeito 6sseo; H) Tecidos reposicionados
© SUTUTAAOS ...ttt ettt et ettt e bt e e et e e bt e e ab e e bt e s st e et e e sabe e bt e sabeenbeesaeeenbeesneeans 61
Figura 12— Anélise da distribui¢do de tamanho de particulas para os pos de vidro bioativo 58S
produzidos de acordo com as condigdes da Tabela 4..........ccccooveeeiiiieiiieeiieeeieece e 64
Figura 13 — Difratogramas de raios X dos pos de vidro bioativo 58S sintetizados empregando
(a) acido fosforico (AF) ou (b) trietilfosfato (TEP) como precursor de fosforo (P). ............... 65
Figura 14- (a) Densidade tedrica ou real; (b) microdureza; (c) resisténcia a compressao uniaxial
depois do tratamento com SBF e (d) porosidade aparente antes e depois do tratamento com SBF
para as blendas formadas pelo CH e diferentes porcentagens de BG. ........c.ccocvvevcveerrinennenn. 67
Figura 15- Distribuicdo de tamanho de poros (a) sem e (b) com tratamento com SBF para
blendas formadas com cimento de aluminato de céalcio (CH) com diferentes quantidades de

VIATO DI0ATIVO (BG). weiiiiiiiiiii ittt et e et e et eeetaeeestaeeensaeeensaeennneeenns 69
Figura 16- Viscosidade das suspensdes de CH com a adicao de 5%, 7,5% e 10%-p de BG58S
contendo 73, 74 ¢ 75 %-p de teor sélido, avaliados a uma taxa de cisalhamento de 50s’!. ..... 70
Figura 17- Injetabilidade das suspensdes de CH com a adi¢ao de 5%, 7,5% e 10% de BG58S a
73,74 €75 % P de teOr SOIAO. ..ouvviieiiieciie et et 71
Figura 18- (a) Trabalhabilidade das suspensdes de CH-BG com 74 % de teor solido avaliado
por teste 0SCIatOrio (G’ X tEIMPO). cuvveeerrieeiieeeiieeeieeerteeerteeesaeeeiteeeereesaaeesseeeeseeessseeensneens 71

Figura 19 - Micrografias eletronicas de varredura para as blendas de cimento de aluminato de
calcio homogéneo (CH) contendo diferentes teores de vidro bioativo (BG), sem ou com
tratamento em SBF por 1, 7 e 15 dias. As fraturas nas camadas recém-formadas foram causadas
pelo processo de secagem das AMOSIIAS. .......veeeieeeriieerieeeciee et e et et e e e eeeaee e e reeeseneees 73
Figura 20 - Micrografias SEM para as blendas de cimento de aluminato de célcio homogéneo
(CH) contendo diferentes quantidades de vidro bioativo (BG58S) e 1%p de 6xido de estroncio
(SrO) sem ou com tratamento em SBF por 1, 7 e 15 dias. As fraturas nas camadas recém-
formadas foram causadas pelo processo de secagem das amostras. .......ccceeeveeerveerceveenveeennne. 75
Figura 21 - Espectros FTIR para as blendas de cimento de aluminato de célcio homogéneo (CH)
contendo diferentes teores de vidro bioativo (BG) (a) CH-5%BGS58S; (b) CH-7,5%BG58S (c¢)
CH-10%BG358S e (d) CH-5%BGS58S 1 %-p SrO (e) CH-7,5%BG58S 1 %-p de SrO, e (f) CH-
10%BG58S e 1 %-p SrO sem e com tratamento em SBF por 1, 7 and 15 dias. ........cccceeneeee. 77



Figura 22 - Difratogramas XRD para as blendas de cimento de aluminato de calcio homogéneo
(CH) contendo diferentes porcentagens de vidro bioativo (BG) sem e com 1 %-p de estroncio
(Sr) apos tratamento em SBF por 1 € 15 dias.....cccueeeciiieiiiieiiiecie e 79
Figura 23 - Viabilidade celular em cultura de células pré-osteoblasticas expostas aos extratos
das blendas de cimento de aluminato de calcio homogéneo (CH) contendo diferentes teores de
vidro bioativo (BG) e estroncio (Sr) em concentragdes de 12.5%, 25% and 50% e na auséncia
(controle) por 3 dias. As marcacdes em verde indicam viabilidade celular e as em vermelho,
indicam células mortas. Barra de escala=200 M. .........cccoeevviiieiiiieniie e 81
Figura 24 - Teste de viabilidade celular (MTT) em culturas de células pré-osteoblasticas
expostas aos extratos das composi¢gdes de cimento de aluminato de calcio homogéneo (CH)
contendo diferentes teores de vidro bioativo (BG) e estroncio (Sr) em concentragdes de 12,5%,
25% e 50% e na sua auséncia (controle) for 48 e 72 horas. As letras diferentes para as amostras
(50%, 72 h) indicam diferencas significativas entre os grupos na mesma concentragao (Kruskal
Wallis/SNK, p<0.05). Para todos os outros resultados ndo houve diferenga estatistica. ......... 83
Figura 25 - Atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP) em cultura de células pre-
osteoblasticas expostas aos extratos das composicdes de cimento de aluminato de célcio (CH)
contendo diferentes teores de vidro bioativo (BG) e estroncio (Sr) em concentragdes de 12,5%,
25% e 50% e na sua auséncia (controle) apos 7 dias. Barra de escala =200 pm. ................... 85
Figura 26- Aspectos macroscopicos da marcacdo com alizarina em culturas osteoblasticas de
MC3T3-E1 expostas aos extratos das composicdes de cimento de aluminato de calcio (CH)
contendo diferentes teores de vidro bioativo (BG) e estroncio (Sr) em concentragdes de 12,5%,
25% and 50% e em sua auséncia (controle) apds 14 dias. Barra da escala =200 pm. ............ 86
Figura 27 - Quantificacdo bioquimica da mineralizacdo em culturas de células osteoblasticas
MC3T3-El1 expostas aos extratos das composicoes de cimento de aluminato de célcio
homogéneo (CH) contendo diferentes teores de vidro bioativo (BG) e estroncio (Sr) em
concentragoes de 12,5%, 25% and 50% apods 14 dias. As letras diferentes entre as amostras
indicam uma diferenca significativa entre os grupos de mesma concentragao (Kruskal Wallis /
NI S R 0 ) TSRS 87
Figura 28— Fotomicrografia em MO observada no grupo CH-7,5BG ampliado 2,5x. Detalhe da
figura anterior da area de defeito 0sseo: local preenchido inicialmente pelo biomaterial (%),
tecido 6sseo neoformado () e tecido 0sseo pré-existente (A). ..occceeeeveeevieeeiieeniieeenineeenns 89
Figura 29— Fotomicrografia em MO observada no grupo CH-7.5BG ampliado 10x. Detalhe da
figura anterior da area de defeito 6sseo: local preenchido inicialmente pelo biomaterial (),
tecido dsseo neoformado (™) e tecido 0SSE0 Pré-existente ( A ). ...o.ooeeeeeeeeeeereeerereeeeneenn. 89
Figura 30 — Fotomicrografia em MO observada no grupo CH-7.5BG/Sr ampliado 2,5x.
Fotomicrografia em microscopio optico da area de defeito 6sseo: local preenchido inicialmente

pelo biomaterial (), tecido dsseo neoformado (™) e tecido dsseo pré-existente ( A ). 90
Figura 31 - Fotomicrografia em MO observada no grupo CH-7.5BG/Sr ampliado 10x.
Fotomicrografia em microscopio optico, detalhe da Figura 30 da area de defeito osseo: local
preenchido inicialmente pelo biomaterial (), tecido 6sseo neoformado (™) e tecido 6sseo
pré-existente  ( A) ................................................................................................................... 90
Figura 32- Fotomicrografia em MO observada no grupo CH ampliada 2,5x. Fotomicrografia
em microscopio Optico da area de defeito dsseo: local preenchido inicialmente pelo biomaterial
(), tecido 6sseo neoformado (™) e tecido Osseo pré-existente ( A). ............................ 91
Figura 33 - Fotomicrografia em MO observada no grupo CH ampliada 10x. Fotomicrografia
em microscopio Optico, detalhe da figura anterior da area de defeito 6sseo: local preenchido

inicialmente pelo biomaterial (), tecido 6sseo neoformado (™) e tecido 6sseo pré-existente

() oo e e eeeee e et e et s et 91



Figura 34 — Grafico de médias e desvio padrao (+) dos dados obtidos da neoformagdo éssea
(%) na interface com os biomateriais CH, CH-7.5BG e CH-7.5BG/St......cccvvvvviirvireerreenee. 92



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Indice de Envelhecimento (IE) para o Mundo e o Brasil: 1950-2100 ..................... 15
Tabela 2 - Relagdo entre o tipo de material do implante e a resposta do tecido. ..................... 31
Tabela 3 - Principais produtos de dissolucdo i0nica liberados de vidros bioativos e seus efeitos
terap&uticos (ABUKAWA, 2000). .......ueiiiiieeiiieeiieeeieeesteeesteeesteeeseveeeeaeeeaveesaeeesseeessseeenns 42
Tabela 4 - Informagdes técnicas dos reagentes utilizados para a sintese do BG58S. .............. 47
Tabela 5 - Condicdes das diversas sinteses realizadas para obtengao do vidro bioativo BG58S.
.................................................................................................................................................. 50
Tabela 6 -Reagentes usados na preparagao de um litro de solucao de fluido corporal............ 54
Tabela 7 — Composi¢ao quimica (analise EDS) dos vidros bioativos 58S sintetizados variando
algumas condicoes do Processo SOI-EEL.......cooiiiiiiiiiiiiieieeceecee e 66

Tabela 8 - Analises EDS para as superficies das blendas antes e depois do tratamento com SBF
POT 1, 7 € 15 QIAS. weiieiiieiieeiee ettt et e et e et e e eeesb e e essbeesnsaeessbeeesnsaeesnseeennneens 76



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CAC Cimento de aluminato de calcio
CH Cimento de aluminato de calcio homogéneo
BG Vidro bioativo

SBF Fluido Simulado Corporal



SUMARIO

1 INTRODUQCAQ ..uueceeeeeeeeeeeeeessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 15
2 OBJIETIVOS ..iiiiniinnnicsssnicssssisssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssas 19
2.1 ODjJEtiVo GeIal c.cuuuueeiiiniunricnissnnricssssnnnessssnrncsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 19
2.2 ODbjetivos ESPECIfiCOS ..ccovveierrreicsrnrnssnicssanicssanesssaresssancssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssas 19
3 REVISAO DE LITERATURA ....uuoeeeeerereresesssesessssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssens 20
3.1 O 0580.ucuuuueriicissnnnecssssnnrecsssssressssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 20
3.1.1 A composSicAo qUINMICA A0 OSSO ccuuuueeeeesesueereosssnsiosssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 20
3.1.2 A estrutura do 0SS0 € SUAS COIUIAS ..a.nnannanneonnannneoisnneriosssnerissssnsrissssssscsssssssesssssssssssans 20
3.1.3 Propriedades biomecAnicas d 0SSO ......ueeeoeeeeveessssunvvossssnssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 26
3.1.4 A remMOdelACAO OSSO cuuuueeesseeeesssesrsaesssiicossssessssssssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssss 27
3.2 BIOMALETIALS c.uuvereiirrsnnricsissnnrecsssnnncsssssnsessssssssesssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 29
3.2.1 Cimento de Aluminato de CAICIO ...aeeeeeeeereoounnveonssneveossssnsnissssssrsssssssssessssssssssssssssssans 33
3.2.2 O VIArO DIOALIVO cauuuueennnaneerevsnneveisssssnrisssssasrisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 35
3.2.3 O papel biologico dos elementos AOPANLES .......eeeeeeerevssuveriosssnsrossssssssesssssssesssssssssssans 41
4 MATERITAIS E METODOS........cveurenrensersssrssssmssessssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssses 45
4.1 Sintese do vidro bioativo — BGS8S.......uiiviviiniriiniseninssnncsssnrcssnissssnsssssnssssssssssssssssassssses 46
4.2 Caracterizacio do Vidro bioativo.....cccceeeeiiicccssscnssnnsiicccssssssssssssssscssssssssssssssssssssssens 50
4.2.1 Distribuicio de tamanho de PATHCULAS .......eeeeeeeeonnneroosssunriossssssricsssssssssssssssosssssssessssnnss 50
4.2.2 Difracdo de FAI0S X ....eeeeeeeeueereossssnnioosssnnicsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 50
4.2.3 COMPOSICAO QUIMICA «uvvveveeneevsreosssssssossssssrosssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 50
4.3 Preparacao das blendas de cimento de aluminato de calcio homogéneo (CH) e vidro
bioativo (BG58S) sem e com 6xido de estroncio (SrO) ...cccceeiccrrrericcscsnssccsssnsscssssassessonnns 51
4.3.1 Blendas de cimento de aluminato de calcio homogéneo (CH) e vidro bioativo (BG58S)
sem 0Xid0 de ESIrONCIO (SFD) aauuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasasase 51
4.3.2 Blendas de cimento de aluminato de cdlcio homogéneo (CH), vidro bioativo (BG58S)
Ccom OXIdo de eSIrONCIO (STO) ...unuuurvueeniiiicsssssssssnnssiicosssssssssssssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 52
4.4 Caracterizagao das blendas de CH-BGS8S sem e com 6xido de estroncio (SrO) ...... 52
4.4.1 Caracterizacdo das blendas de CH-BG58S sem oxido de estroncio (SrQ) .......ccceseane. 52
4.4.1.1 Densidade teorica ou real das AMOSIIAS .....ueeeeeueeeeoossssnriossssssrecsssssssssssssssssssssssssssnnns 52
4.4, 1.2 MiICTOAUFEZA ccruuueeveosenverosssusreosssnsssssssssssosssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnass 53
4.4.1.3 Resisténcia mecdnica @ COMPYeSSAO URIAXIAL ..aueeeeeueeveeeossssaereosssssssossssssiossssssassssnnns 53
4.4.1.4 Porosidade aparente e distribuicdo de tamanho de POros ..........eeeeeeeseeneevesssnneeessnnnns 55
4.4.1.5 Viscosidade, trabalhabilidade e injetabilidade ............uuceeeaaeeeoeannnnneosnnnnvesssnnnecsannnns 55
4.4.1.6 BiOQUVIAAAE c.cuuueonnneeoonesonsaerossaensssanisssanssssanssssasssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssns 56
4.4.2 Caracterizacdo das blendas de CH-BG58S com oxido de estroncio (Sr0)........... 57
4.4 2.1 CUIIVO COIUIAT canaaannnnannannnnnnnnnniosnnnnrinssnvrncssssasssssssssssosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 57
4.4.2.2 Testes de CUItUTA CCIUIAT ...aaaannnnnnneroonnnenioisnnniecsisneressssnsicssssssssosssssssesssssssssssssssssssans 57
4.4.2.3 Avaliacdo de NeOfOrmaACAO OSSO a...nnnuneescoenneveosssunerosssssnsssssssssssssssssssosssssssssssssssssssans 59
4.4.2.3.1 Procedimento CIFUTZICO. ....eeeeseusereosssusrsossssassessssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 59
4.4.2.3.2 Andlise histologica e RiStOMOFTfOMEGITICA ..uueeeneeneerevssuveviossssanrsossssasresssssssssssssssssssans 62
5 RESULTADOS E DISCUSSOES ....uveeerreereerereseassesssessssssssssssessssssssssesessssssssssessssssssssens 63
5.1 Vidro bioativo BGSS8S .....ucicvviieireicnsninssnisssanissssnesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssas 63
5.2 Blendas de CH e BG58S sem 6xido de eStroncio (SrO) .....ccccveeicerccensccsssnseccsssasscssnnes 66
5.3 Blendas de CH e BG58S com 1%-p de 6xido de estroncio (SrO) .......cceeveeecsrerecsaresnns 72
6 CONCLUSOES .....ouiuincurinsincnensensesssnsssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 93

REFERENCIAS ..vveeeeeeeveesesesesssssssssssesssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssassssesssssnsns 94



15

1 INTRODUCAO

As projecoes demograficas divulgadas pela Divisao de Populagao da ONU (UNITED
NATIONS, 2019) mostram que o processo de envelhecimento da populacao no mundo caminha
a passos largos e, no caso do Brasil, esse processo ¢ ainda muito mais acelerado. A Tabela 1,
apresenta o Indice de Envelhecimento (IE) para o mundo e para o Brasil, entre 1950 ¢ 2100,

para trés categorias de idosos: 60 anos e mais, 65 anos e mais e 80 anos e mais de idade.

Tabela 1: Indice de Envelhecimento (IE) para o Mundo e o Brasil: 1950-2100
Anos Mundo Brasil

IE60e+ IE65e+ IE80e+ IE60e+ IE65e+ IE80e+

1950 23,2 14,8 1,6 11,7 7,2 0,7
2000 33,0 22,8 3,9 26,5 17,5 2,7
2020 52,9 36,7 7,3 67,8 46,3 9,4
2050 101,2 75,3 20,7 203,2 157,0 46,4
2100 161,7 129.,4 46,4 308,8 262,5 120,3

Fonte: Adaptado de United Nations, 2019.

Considerando os dados apresentados na Tabela 1, pode-se afirmar que o envelhecimento
jé& faz parte da maioria das sociedades e, com o avanco da idade, ¢ natural que nem todas as
partes do corpo possam manter suas fungdes a medida que o processo de envelhecimento ocorre

e, dentre essas partes, destaca-se 0 0sso.

O osso0, como o principal tecido estrutural do corpo humano, fornece suporte e protecao
de varios orgaos, regula o pH do sangue, aloja a medula 6ssea que € o tecido que produz células
sanguineas e fornece os microambientes para varias células progenitoras (hematopoiéticas e
mesenquimais) (KANE; MA, 2013; RIDDLE; CLEMENS, 2018).

Além do processo de envelhecimento, disturbios relacionados ao osso podem levar a
perda oOssea e, muitas vezes, sdo causados por doengas inflamatorias, traumas, tumores ou
doencas degenerativas. A principal questdo de satide ¢ a melhoria da qualidade de vida da
populagdo, o que ¢ bastante desafiador para a engenharia de tecidos. Na verdade, esta area tem

como objetivo estudar e criar biomateriais que possam auxiliar no processo de regeneragao



16

ossea, envolvendo pesquisas em ciéncias da saude e engenharia de biomateriais (ASLAKOOHI

etal.,2019; VASCONCELLOS et al., 2020).

Os biomateriais utilizados para a realizacdo do reparo 6sseo devem ter propriedades
semelhantes as propriedades reais do 0sso, pois por ser uma estrutura rigida possui funcdes de
grande importancia, como proteger e sustentar os 0rgaos presentes no corpo e facilitar a
locomogao (ASLANKOOHI et al, 2019; VASCONCELLOS et al., 2020; WANG; YEUNG,
2017). Além disso, o biomaterial a ser implantado deve ser biocompativel (RAUT et al., 2020).

Dentre os biomateriais mais estudados com potencial para a reparagdo 6ssea, o cimento
de aluminato de célcio (CAC) tem se destacado por suas propriedades fisicas, mecanicas e
biologicas (VICUNA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2020). Este material apresenta
caracteristicas Unicas de cura, endurecimento, microestrutura relacionada (VASCONCELLOS
etal.,2020; OLIVEIRA et al.,2020; HERMANSSON, 2011) e coeficiente de expansao térmica
que sao muito semelhantes ao do osso humano (LOOF, 2008; KOPANDA; MACZURA, 1990).
Além disso, o CAC desenvolve uma resisténcia mecanica aprecidvel a temperatura ambiente e
tem mostrado melhorar suas propriedades bioldgicas quando combinado com outros compostos
como a hidroxiapatita, por exemplo (OLIVEIRA ef al., 2020; OLIVEIRA et al., 2016).

Embora o CAC seja confiavel para aplicagdes biomédicas, outro material que se destaca
entre as principais bioceramicas, ¢ o vidro bioativo (BG) (RAVARIAN et al., 2010;
BALAMURUGAN et al., 2007). O BG representa um dos materiais de reparo 0sseo mais
promissores, devido a sua excelente biocompatibilidade, osteoindutividade, bioatividade, maior
quantidade de célcio e fosforo em sua composicdo quimica em relagdo ao vidro comum e
também capacidade bactericida (TENGIJIAO et al., 2017, VERGNOL et al., 2016;
GHANNAM et al., 2017). Além disso, possui a capacidade de se ligar quimicamente aos
tecidos 6sseos, formando uma camada de apatita em sua superficie, quando exposto a fluidos
fisiologicos, exibindo excelente bioatividade, o que pode ser explicado pela semelhanga entre
a composi¢ao e a estrutura dos materiais bioativos com a fase mineral do osso.

O p6 de vidro bioativo (BG) pode ser utilizado em diversas aplicagdes médicas e
odontoldgicas, acelerando a regeneragdo de tecidos lesados do corpo humano, como fraturas
oOsseas, feridas na pele, problemas na cartilagem, esmalte, e dentina dos dentes, e até nervos.
Por outro lado, as desvantagens do vidro bioativo sdo sua baixa tenacidade a fratura e resisténcia
mecanica (REZAEI et al, 2014). Assim, a confiabilidade mecanica do vidro bioativo puro ndo
¢ suficiente, principalmente em ambientes imidos, pois ndo pode ser utilizado como implante

que requeira aplicagdo de alta carga, como por exemplo dentes ou 0ssos.
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Entre muitas composigdes do sistema ternario SiO2—CaO-P205, o gel-BG 58S (58
Si02, 33 Ca0, 9 P205, % em peso ou 60 Si102, 36 CaO, 4 P205, mol%) ¢ indicado na literatura
(ZHONG, 2000; BUI et al., 2019; CHEN et al., 2018; BAKHTIARI et al., 2020) para
aplicagdes como enxerto 0sseo devido as suas (ZHONG, 2000) propriedades. Esta composi¢ao
apresenta uma grande area superficial especifica promovendo a formagao de apatita em sua
superficie em experimentos in vitro, o que a considera como bioatividade in vivo (BUI et al.,
2019; MOGHANIAN, 2018). O vidro bioativo 58S apresentou boa resisténcia mecanica,
excelente atividade na formagdo de apatita e alta biocompatibilidade. E um vidro biodegradavel
e muito bioativo que possui a capacidade de unido dssea demonstrando seu uso promissor na
reparacao de defeitos 6sseos (CHEN et al., 2018, ZHANG; VAN LE, 2020). A composi¢ao
58S tem uma pequena cristalinidade, uma alta taxa de formagao de apatita em comparagao com
outras composicoes e apresenta degradacgado significativa com uma liberagdo correspondente de
silica soluvel e altas taxas de reabsor¢ao (BALAMURUGAN et al.,2006; SEPULVEDA, 2002;
LI et al., 2020). Com a liberacao de ions calcio, silicio e fosforo, a expressao génica e a
proliferagao de osteoblastos passam a formar o osso rapidamente (ZHANG; VAN LE, 2020).

Outro fator bioativo que tem sido estudado para estimular a regeneragao do tecido lesado
¢ o estroncio (Sr), sugerindo que baixas doses de sais ou 6xido de estroncio estimulam a
formagdo Ossea. Esse metal ¢ muito semelhante ao céalcio nos aspectos fisico-quimicos e
biologicos, além de nao apresentar niveis de toxicidade a saude humana. Sua principal via de
bioacumulagdo € a fase mineralizada do osso, preferencialmente no osso cortical. (USUDA et
al., 2007; QUERIDO et al, 2016).

Além disso, muitas investigacdes mostram que a incorporacao de aditivos elementares
como Zn, Ag, Zr, Cu, Mg e Sr no sistema Si02—CaO-P205 melhora o desempenho dos BGs e
introduz osteocondutividade, angiogenicidade e propriedades antibacterianas (GOUDARZI et
al., 2019; SHARIFIANJAZI, 2019). Dentre eles, o estroncio (Sr) ¢ o mais atrativo para
melhorar as atividades osteogénicas e tem um papel importante no aumento da densidade 6ssea
reduzindo o risco de fraturas no corpo humano. A incorporacao de estroncio em formulagdes
de BGs levou a efeitos terapéuticos mais encorajadores em comparacdo com os nao dopados e
melhorou sua capacidade de regeneracao 6ssea, sendo uma opcao de cura segura para substituir
dentes perdidos, implantes orais, por exemplo [3,8,21]. A adi¢dao de baixas doses de sais de
estroncio tem estimulado a formagdo 0ssea por atuar na atividade metabdlica dos osteoblastos
e também tem efeito anti-inflamatorio (MOGHANIAN, 2018; ZHANG, 2020). O Sr apresenta
aspecto inibitério no comportamento Osseo de reabsorcdo de células osteoclasticas

(GOUDARZI et al., 2019; SHARIFIANJAZI, 2019; MOGHANIAN, 2018).
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Este metal ¢ semelhante ao calcio em seus aspectos fisico-quimicos e biologicos, além
de nao apresentar niveis de toxicidade a saude humana. Sua principal via de bioacumulagao ¢
a fase mineralizada do tecido dsseo, preferencialmente no osso cortical (JIMENEZ, 2019;
USUDA et al, 2007). Assim, considerando a melhora do crescimento 6sseo devido a liberagao
do ion estroncio, a estimulagdo dos osteoblastos pode ser combinada com o efeito na fixagao
6ssea gerando vidros bioativos superiores quando o Ca é substituido por Sr (JIMENEZ, 2019;
MOGHANIAN, 2018; TAHERKHANI ef al., 2016). As composi¢des de BG contendo 5% em
peso de Sr aumentaram a diferenciacao osteoblastica devido a liberacao de ions das particulas
de vidro bioativo no meio de cultura, resultando em material de enxerto 6sseo promissor
(ISAAC et al., 2011). Além disso, a incorporagdo de Sr*>* na composi¢do dos biomateriais inibe
o crescimento bacteriano (LI, 2010).

Gel-BG 58S contendo Sr (25, 50, 75 e 100 mol%) foram investigados usando um
precursor de fosforo diferente, dietilfosfatoetiltrietoxissilano, resultando em materiais com mais
cristalinidade para maiores niveis de Sr na composi¢do [30]. A tendéncia a cristaliza¢ao dos
vidros a medida que o teor de Sr aumenta (5, 10, 25, 50 e 100 mol%) também foi observada
quando o TEP foi usado como fonte de fosfato na sintese do gel-BG 58S (TAHERKHANI et
al., 2016).

Quando comparado com o vidro bioativo sem estroncio, a dissolucao na presenca de
estroncio foi reduzida (LAO et al., 2009) A liberagao deste elemento em baixas concentragdes
quando em contato com o meio bioldgico foi observada em sistemas Si02-CaO—SrO e SiO2—
Ca0O-P205-SrO contendo (1 ou 5% em peso de Sr) (LAO et al., 2009). O BG (1 ou 5% em
peso de Sr) também apresentou liberacao controlada de Sr no meio bioldgico, devendo assim
auxiliar no processo de remodelacdo 6ssea (LAO et al., 2009). Outros trabalhos também
mostraram que a incorporagdo de estroncio (7,9% em peso de Sr) (HESARAKI, 2010) ou (2,
4, 6 e 8% em mol) pareceu diminuir ligeiramente a taxa de precipitacdo de fosfato de célcio,
sendo que a amostra com 6% em mol SrO exibiu bioatividade e proliferacao celular apropriadas
(GOUDARZI et al., 2019). O mecanismo proposto para a diminui¢do da bioatividade € o
bloqueio dos sitios ativos de crescimento do fosfato de calcio pelo Sr2+ em vidros bioativos
substituidos por Sr (MOGHANIAN, 2018). Por outro lado, foi observado que a presenca de
estroncio (5, 10, 25, 50 e 100 mol%) acelera significativamente a produgdo de uma camada de
hidroxiapatita sobre a superficie das particulas de BG (TAHERKHANI et al., 2016; LAO et
al., 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo geral produzir blendas a base de cimento de
aluminato de célcio contendo vidro bioativo e estroncio, que apresentem propriedades
superiores as do cimento de aluminato de calcio quanto a bioatividade e resisténcia mecanica

visando aplica¢do no reparo do tecido Osseo.

2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho sao:

1.Realizar um estudo sistematico sobre a rota sol-gel para a produgdo do vidro bioativo
(BG58S) visando dominar as tecnologias de sintese e entendimento da influéncia de
variaveis desse processo sobre a sua composi¢ao;

2.Caracterizar o vidro bioativo (BG58S) obtido quanto a distribuicdo de tamanho de
particulas, cristalinidade e composi¢do quimica;

3.Desenvolver blendas pela combinagao de vidro bioativo selecionado com biocimento
de aluminato de calcio homogéneo (CH);

4.Caracterizar as blendas obtidas quanto a densidade, microdureza, resisténcia mecanica
a compressao uniaxial, porosidade aparente e distribui¢do de tamanho de poros;

5.Desenvolver blendas pela combinacdo de vidro bioativo (BG) selecionado com
biocimento de aluminato de calcio homogéneo (CH) incorporando 6xido de estroncio
(Sr0O);

6.Caracterizar as blendas obtidas quanto a bioatividade e testes de cultura celular (in vitro)
assim como também nas blendas com 6xido de estroncio (SrO);

7.Avaliar o comportamento das blendas selecionadas quanto a viscosidade e
injetabilidade;

8.Avaliar a influéncia das blendas selecionadas quanto a neoformagao 6ssea (in vivo).
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3 REVISAO DE LITERATURA

Este capitulo contempla o estado da arte de topicos fundamentais para a compreensao e
desenvolvimento deste trabalho. Os assuntos abordados sdo: osso, cimento de aluminato de

calcio (CH), vidro bioativo (BG) e dopantes utilizados para o estimulo a regeneracao Ossea.

3.1 O osso

Dentre os sistemas que compdem o corpo humano, o sistema esquelético € o responsavel
pela sustentagdo e modelagcdo do corpo e suas fungdes incluem a protecao dos tecidos moles,
orgaos vitais e a realizacdo de movimentos. Para isso, o principal constituinte deste sistema, o
0ss0, possui uma estrutura complexa que lhe permite desempenhar tais fungdes de modo
correto, na auséncia de complicacgdes e patologias (AKERS; DENBOW, 2008; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

3.1.1 A composigdo quimica do osso

O tecido 6sseo, o qual forma os ossos, constitui um tipo de tecido conjuntivo
especializado, o qual ¢ formado basicamente por uma parte organica ¢ uma parte inorganica
(mineral). 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 coldgenas, constituidas de colageno tipo I, além de proteglicanos e
glicoproteinas, que tem participacdo na mineralizacdo da matriz. Esta contém, em pequenas
quantidades, fosfoproteinas, citocinas, osteocalcinas (estimulante da atividade dos osteoblastos)
e osteonectinas (facilitador da deposicdo de célcio), que, durante a sintese da matriz organica
realizada pelos osteoblastos, sdo capazes de formar um arcabougo, permitindo a deposi¢ao de
sais minerais. Ja na parte inorganica, os ions em maior quantidade sdo o fosfato e o calcio,
porém, também sdo encontrados bicarbonato, citrato, potassio, magnésio e sodio (ANDIA;

CERRI; SPOLIDORIO, 2006; AKERS; DENBOW, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013;).

3.1.2 A estrutura do osso e suas células

O tecido 6sseo ¢ dinamico, pois ao logo de toda vida encontra-se em constante

remodelagdo, sendo responsavel pela movimentacdo, sustentagdo, modelagdo, protecao de
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orgaos vitais do corpo ¢ medula 6ssea. Para o desempenho de todas as suas fungdes, o sistema
0sseo apresenta uma estrutura bastante complexa que deve ser constantemente renovada
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; SANTOS, 2011).

A estrutura do osso ¢ formada por duas partes principais sendo elas a diafise, que
corresponde ao corpo do 0sso, € a epifise, que estad presente nas extremidades O0sseas. A diafise
¢ constituida principalmente por 0osso compacto que proporciona uma barreira protetora para
armazenar a medula dssea. A epifise apresenta osso esponjoso, o qual ¢ formado pelas
trabéculas dsseas que conferem propriedades estruturais ao osso. A Figura 1 apresenta a

estrutura de um osso longo, onde podem ser observadas a difise e a epifise.

Figura 1 -Estrutura de um osso longo.

_..-\'(‘;; Cartilagem articular
Epifise g ;t:\\\‘@ "
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Metéfise
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Osso compacto
T Periésteo
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Artéria nutricia em
foramen nutricio

Metafise

Epifise
distal

Cartilagem articular

(a) Umero (osso do brago) parcialmente seccionado

Fonte: adaptado de Akers e Denbow (2008).

Além das func¢des fundamentais de sustentagdo, prote¢ao e locomogao, o 0sso representa
a maior reserva de calcio do organismo, aloja a medula dssea e proporciona apoio aos musculos

esqueléticos. Quando sdo analisadas as estruturas macro e microscopicas do osso, algumas
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diferencas importantes podem ser notadas. Considerando a estrutura macroscopica, 0 0SSO
possui duas formac¢des com mesma constituicao, porém, diferentes em estrutura e funcao. O
primeiro € o osso compacto (ou cortical), que ndo possui cavidades visiveis e sua estrutura ¢
solida e homogénea. O segundo se denomina 0sso esponjoso, com muitas cavidades visiveis
que constituem o alojamento da medula 6ssea, como apresentado na Figura 2 (AKERS;

DENBOW, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Figura 2 - Estrutura do o0sso compacto e esponjoso
RS LI S :
'.' % b’ vo

Fonte: Junqueira; Carneiro, 2013

Quanto a localizacao, o osso compacto € encontrado em uma delgada camada superficial
compacta nas extremidades, ou epifises, assim como na totalidade da diafise, ou corpo, dos
ossos longos. Este também ¢ encontrado na periferia dos ossos curtos, formando uma envolta
camada compacta. Os envoltorios rigidos formados pelo osso compacto caracterizam
resisténcia a deformagao (AKERS; DENBOW, 2008). O osso esponjoso ¢ encontrado na regiao
central dos ossos longos e curtos, inclusive na delimitacao do canal medular e nas epifises dos
o0ssos longos. Os trabéculos da matriz 6ssea do 0sso esponjoso proporcionam aspecto poroso
ao tecido e sdo preenchidos pela medula 6ssea, chamada hematdgena quando em recém-
nascidos, apresentam coloracao vermelha devido a alta porcentagem de hemécias e produgao
de células do sangue; e a medula 6ssea amarela que, com o aumento da idade, passa a ser
infiltrada com tecido adiposo (AKERS; DENBOW, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
Considerando a estrutura microscopica, ou histolédgica, o tecido dsseo se divide em primario
(ou imaturo) e secundario (maduro ou lamelar). Os dois tecidos apresentam os mesmos
constituintes, entretanto, o tecido imaturo ¢ temporario, o que indica que ¢ o primeiro tecido a

aparecer no desenvolvimento embriondrio, assim como no reparo de fraturas, sendo substituido
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gradativamente pelo tecido maduro. O tecido primario apresenta fibras colagenas

desorganizadas e dispostas em varias diregdes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

O tecido 6sseo maduro possui as fibras coldgenas organizadas em faixas paralelas entre
si, denominadas lamelas, entre as quais estao 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

substancia cimentante (AKERS; DENBOW, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Cada sistema de Havers possui de quatro a vinte lamelas dsseas € no centro, um canal que
contém vasos, o canal de Havers, que se comunicam com a cavidade da medula e superficie
Ossea externa através dos canais de Volkmann, que sdo obliquos ou transversais em relagao aos

canais de Havers, atravessando as lamelas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Nesta estrutura, apresentada na Figura 3, também ¢ citavel um revestimento por tecido
conjuntivo fino e cé€lulas osteogénicas, constituindo o enddsteo e o peridsteo, que nutrem o
tecido e fornecem osteoblastos para o crescimento 6sseo. O enddsteo reveste as cavidades do
tecido 0sseo esponjoso, € os canais medulares, de Havers e de Wolkmann. J4 o periosteo contém
fibras colagenas, denominadas, neste caso, de fibras de Sharpey, que fixam este fino tecido ao
tecido 6sseo (AKERS; DENBOW, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Figura 3 - Representacdo simplificada da estrutura de um osso longo: a) magnificagdo do osso

esponjoso; b) magnificagdo da seccdo; ¢) secgdo transversal do osso; d) magnificagdo da estrutura do
0SS0 €Sponjoso.
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O osso ¢ formado por varios tipos de células e entre elas destacam-se os osteoblastos, os
osteocitos, osteoclastos e as células osteoprogenitoras (AKERS; DEWOW, 2008). As

respectivas estruturas das células dsseas mencionadas sdo apresentadas na Figura 4.

Figura 4 — Células 6sseas.
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Fonte: Tormena, 2009.

Os osteoblastos correspondem as células responsaveis pela sintese € mineralizacao da
parte organica da matriz dssea, ou seja, o colageno tipo I, os proteglicanos e as glicoproteinas.
Localizam-se nas superficies O0sseas e estao dispostos lado a lado sobre o ostedide (superficie
em formacao) de forma semelhante a um arranjo que se parece com um epitélio simples,
apresentando estrutura em forma de cuboide quando em atividade intensa e, formato achatado
quando encontra-se em pouca atividade (AKERS; DENBOW, 2008; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

Durante a sintese do osso, os osteoblastos secretam matriz orgdnica e entdo, a
mineralizam. Estas células exibem niveis elevados de fosfatase alcalina, que ¢ uma enzima que
contribui para a mineralizacdo da matriz e na formagao de cristais de hidroxiapatita. Quando
estes estdo adjacentes a matriz organica recém sintetizada, pequenas vesiculas sdo
desenvolvidas pela superficie, desprendendo-se dos osteoblastos. As vesiculas da matriz, como
sao denominadas, contém glicoproteinas em seu interior e fosfatase alcalina na membrana, que
hidrolisam os ions fosfato internalizando-os para a vesicula. Apos este processo, ocorre uma
supersaturagao de fosfato e calcio no interior das vesiculas que, apos romperem-se, espalham a
precipitacdo de fosfato de calcio formado pela matriz (ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006;
AKERS; DENBOW, 2008).
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Quando sofrem as mudancas morfoldgicas e funcionais que culminam com a diminuigao
de secrecao de proteinas, os osteoblastos sdo transformados em células de revestimento 6sseo,
representando o fendtipo final da linhagem osteoblastica. Nesta fase, estas células recobrem as
superficies quiescentes ¢ formam uma camada de células interconectadas com a fungdo
homeostatica, regulando a concentragcdo plasmatica de calcio, além de estarem associadas ao
remodelamento 6sseo. Na deposicao da matriz ao redor do corpo das células e prolongamentos,
sao formados as lacunas e os canaliculos, portanto, quando aprisionados, os osteoblastos

tornam-se ostedcitos (AKERS; DENBOW, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Os ostedcitos sao as células responsaveis pela manutengdo de nutrientes e se localizam
no interior da matriz 6ssea. Sao células de morfologia eliptica, achatada e apresentam poucas
organelas de sintese e secre¢do, o que evidencia atividade metabolica pobre, porém,
indispensavel para a manutengdo da homeostase O0ssea. Sdo encontrados aprisionados no
interior da matriz dssea, sendo um por lacuna, com seus diversos prolongamentos situados no
interior de canaliculos. Os prolongamentos estabelecem jun¢des comunicantes tipo gap entre
0s ostedcitos a outros ostedcitos adjacentes e osteoblastos, por onde passam pequenas
moléculas e ions, permitindo que todos possam responder as modificacdes sistémicas e
superficiais. Dessa forma, os canaliculos constituem uma rede responsavel pela manutencao e
vitalidade da matriz, portanto sdo essenciais para a manutencao Ossea (ANDIA; CERRI;

SPOLIDORIO, 2006; AKERS; DENBOW, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Os osteoclastos sdao responsaveis pela reabsor¢ao do tecido 06sseo, que possuem areas
especificas com porg¢oes dilatadas, depositadas em depressoes escavadas pela atividade dessas
c€lulas, conhecidas como lacunas de Howship. Além da fungdo principal de promocao de
desmineralizacao e degradagao da matriz 6ssea, os osteoclastos podem internalizar também os
osteocitos da reabsorcao 0ssea e como sao células moveis, tem a migracao estimulada pelos
osteoblastos em apoptose para os sitios a serem reabsorvidos, que entdo reconhecem estes e
internalizam essas células apoptoticas, sendo assim, o processo ¢ auto regulavel, ou seja, €
dependente da necessidade do tecido, devido também a dissolu¢do mineral que precede a
degradacao da matriz, promovendo a migragao deste tipo celular pelo tecido (ANDIA; CERRI;
SPOLIDORIO, 2006; AKERS; DENBOW, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Um esquema da disposi¢do das células no tecido dsseo ¢ apresentado na Figura 5.
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Figura 5 — Esquema da disposicao das células no osso.
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Fonte: Junqueira e Carneiro, 2013.

Do ponto de vista morfologico, os osteoclastos sdo células gigantes e multinucleadas,
devido a sua formacao pela fusdo de precursores mononucleados provindos da medula dssea
quando em contato com o tecido 6sseo. A superficie ativa dos osteoclastos possui
prolongamentos vilosos, adjacente a superficie 6ssea, formando uma borda em escova e em sua
periferia, ha uma regido citoplasmatica apoiada na matriz 6¢ssea como um local de adesdo,
denominado zona clara (ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006; AKERS; DENBOW, 2008;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A zona clara € rica em actina ¢ miosina e engloba o microambiente de reabsor¢do Ossea,
pois € o local onde ocorre a desmineralizagdo e degradacdo da matriz tecidual. Durante o
processo de desmineralizagdo e degradagdo, os osteoclastos secretam &acido e enzimas
proteoliticas para dentro da zona clara, que atuam localmente na digestdo da matriz organica e
dissolucdo dos cristais de sais de calcio (ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006; AKERS;
DENBOW, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

3.1.3 Propriedades biomecdnicas do osso

Durante a vida, o tecido dsseo apresenta alta capacidade de adaptagdo aos diversos
estimulos mecanicos que estao associados as atividades fisiologicas. Estes estimulos podem ser
classificados em estimulos estaticos ou estimulos dinamicos. Os estimulos correspondem as

solicitagdes mecanicas que ocorrem por conta da gravidade ou de atividade muscular, por
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exemplo. Para atender a esses estimulos, o 0sso apresenta propriedades intrinsecas, como

dureza, forga e elasticidade (JUDAS et al., 2012; EMI, 2014; GRACA, 2018).

A dureza do o0sso esta associada a parte inorganica da matriz extracelular mineralizada, a
qual ¢ representada pelos ions célcio e fosfato. A associagdo das fibras de coldgeno a
hidroxiapatita, que ¢ formada pelos ions calcio e fosfato, fornece ao tecido 0sseo rigidez e
resisténcia. Vale lembrar, no entanto, que o 0sso compacto possui rigidez e resisténcia maiores
que as do 0sso esponjoso, ja que existe uma diferenga microestrutural entre esses tipos de 0ssos

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; EMI, 2014; GRACA, 2018).

O tecido 6sseo também possui um certo grau de elasticidade, o qual € conferido pela parte
organica da matriz extracelular mineralizada, que apresenta predominancia de colageno em sua
constitui¢do, viabilizando assim o tecido 6sseo a suportar forcas de tragao (EMI, 2014).

Considerando a estrutura do osso pode-se defini-lo como um material multifasico e

poroso, o qual apresenta comportamento anisotropico, isto ¢, as propriedades mecanicas

apresentam comportamentos diferentes dependendo da direcao (GRACA, 2018).

A analise das propriedades mecanicas do o0sso, permitem afirmar que o tecido 6sseo pode
suportar certo grau de compressao e tragdo sem que ocorram fraturas. Porém, quando a forca
de resisténcia do osso ¢ excedida, pode ocorrer a fratura ou lesdo traumatica, causando a perda

da integridade do tecido 6sseo (EMI, 2014; GRACA, 2018).
3.1.4 A remodelacdo ossea

A remodelagem ¢ o termo usado para descrever processos de reabsor¢ao e formacao de
tecido mineralizado que mantém a massa ¢ a morfologia. A manuten¢dao de concentragdes
adequadas de calcio no sangue € prioritaria sobre a manutencdo da integridade estrutural do

osso (JOHNSON, 2000).

O remodelamento ¢ um mecanismo de substituicdo, ou reconstrugao, de areas de tecido
0sseo de modo a preservar a sua integridade, otimizar a sua funcao e prevenir a sua degradagao.
Nesse processo, duas atividades ocorrem: a formacao e reabsor¢do d0ssea do tecido, processos
realizados por células do tipo osteoblastos e osteoclastos, respectivamente. A Figura 6

apresenta um esquema simplificado desse processo.

O osso sofre um processo continuo de remodelagdo, em um mecanismo natural de
reconstru¢do das areas do tecido 6sseo de modo a manter a sua integridade, preservando-o de

degradacdes. Essas modificagdes sdo realizadas em varias fases, como na transi¢cao de um o0sso



28

primario em maduro, no crescimento € manuten¢ao morfologica, na transi¢ao do 0sso esponjoso
para compacto, ou seja, para adaptagdo nas diversas situagoes fisioldgicas e patoldgicas, dado

a reabsor¢do e deposi¢cdo de matriz 6ssea (ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006)

Esse processo ¢ iniciado com a ativacao dos osteoclastos pela remogao dos ostedides e
exposicao da matriz mineralizada, ou pela ativagdo de citocinas. Em seguida, a formagdo do
osso ¢ dependente da proliferacdo e migracdo das células osteoprogenitoras, além da
diferenciagdo dos osteoblastos, controlados por uma cascata de eventos genéticos pela
regulacao dos genes de fatores locais e sist€émicos. 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; DUQUE NETTO;
NASCIMENTO, 2012).

Figura 6 — Esquema ilustrativo da remodelagdo ¢ssea
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Fonte: Adaptado de Frost, 1990.

Os fatores supracitados realizam a estimulacdo de liberacio de moléculas pelos
osteoblastos a fim da migragdo e adesdo a superficie 0ssea, para a atividade de producao de
matriz 6ssea e controle dos osteoclastos, sendo assim, um equilibrio entre a dinamica dos
osteoblastos e osteoclastos, ou seja, formacdo e reabsor¢do, ¢ imprescindivel para a
remodelagdo dssea. Um desequilibrio nesta atividade pode ocasionar reabsor¢des patologicas
como artrites ou até mesmo tumores. Outros fatores podem interferir no processo de equilibrio,
como por exemplo: idade, doengas dsteo-metabdlicas, mobilidade diminuida e agdo de drogas

(ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006; NASCIMENTO, 2012).
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3.2 Biomateriais

A ciéncia dos materiais tem contribuindo significativamente para o rapido avanco de
tecnologias cirtrgicas e médicas ao longo de varias décadas. A primeira geracao de materiais
para serem utilizados no corpo humano foi desenvolvida entre as décadas de 60 e 70 e esses
materiais foram denominados biomateriais.

Para que um material possa ser considerado biomaterial ele deve apresentar uma
combinagdo adequada de propriedades fisicas que sejam similares as do tecido que ira substituir,
e ndo deve ser citotoxico (SALOMAO et al., 2010) permitindo assim, a recuperagdo das fungdes
do tecido lesionado devido a acidentes ou doengas degenerativas (ANDRADE et al., 2014).

De acordo com Wan et al. (2006) e Seitz et al. (2009) os biomateriais apresentam trés
caracteristicas principais:

(a) Biocompatibilidade: que pode ser descrita como a habilidade que um material tem para
desenvolver um estimulo tecidual adequado para uma aplicagao especifica.

(b) Biofuncionalidade: corresponde a propriedade do biomaterial exercer fungdes estéticas
e/ou dinamicas necessarias quando implantado.

(c) Bioatividade: corresponde a capacidade apresentada pelo biomaterial de interagir com
tecidos vivos, promovendo estimulos de processos fisico-quimicos que sao naturais do sistema
biologico. Dessa forma favorecem a integracdo do biomaterial com o meio que em foi
implantado. Embora essa caracteristica ndo seja obrigatoria, ele tem se tornado cada vez mais

desejavel.

Eles sao utilizados como um todo ou parte de um sistema que trata, restaura ou substitui
algum tecido, 6rgdo ou fungdo do corpo, ou ainda como um material viavel utilizado em um
dispositivo médico, com intencdo de integrar com sistemas biologicos. Alguns biomateriais
sintéticos com estrutura fisico-quimica similar a matriz 6ssea t€ém sido desenvolvidos para
permitir a rapida penetragdo das células, nervos e vasos sanguineos em direcao ao interior do
material, com isso ¢ possivel a regeneracdo e remodelacdo do tecido natural, mantendo sua
fungdo biologica (CASTRO-RAUCCI et al, 2011).

De modo geral, os biomateriais podem classificados como: metalicos, ceramicos,
poliméricos ou compositos. Nesta classificacdo também estdo incluidos os implantes formados
por materiais compoOsitos bioativos que representam uma combina¢do das biocerdmicas com
vidros bioativos, ou entdo, associagao de bioceramicas com fibras poliméricas. Os biomateriais

assim formados, apresentam propriedades das classes de materiais empregados para a sua
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producdo e dessa forma tornam-se bastante atraentes para determinadas aplicag¢des tais como:

implantes dentarios, aplicacdes ortopédicas, reparos cranianos entre outros.
Considerando a resposta biologica, pode-se considerar a seguinte classificacao:

(a) Materiais biorreativos: dentro dessa categoria temos os metais empregados em
ortopedia ¢ em implantodontia. Porém, esses biomateriais metalicos ndo apresentam
biorreatividade podendo assim serem considerados como bioinertes. No caso de metais
biorreativos os mesmos de encontram no limite entre os materiais bioinertes e os bioativos. Os
metais podem adquirir bioatividade se sofrerem um tratamento de ativagdo em sua superficie
empregando o seu 6xido. Sao exemplos desse tipo de material o titdnio, o nidbio e o tantalo

(PARIDA, 2012)

(b) Materiais bioativos: este tipo de material apresenta resposta biologica especifica
quando interage com o tecido vivo, dessa forma ocorre o aparecimento de uma ligacao entre o
material e o tecido. Sendo assim, ocorre uma interagdo intima tecido sem a intervengao da
camada de tecido fibroso. Tudo indica que essa interagao osso-implante, ¢ tipo quimica, ja que
estudos apontam que os componentes minerais € organicos que estdo presentes no fluido do
corporal humano tém papel fundamental nesse processo. Os vidros bioativos e as bioceramicas
de fosfato de calcio sdo os materiais mais utilizados dentro dessa categoria os vidros bioativos

e as bioceramicas de fosfato de calcio (DAVIS, 2003).

(c) Materiais reabsorviveis: estes materiais permanecem junto aos tecidos bioldgicos por
um determinado periodo e, na sequéncia acabam sendo degradados, solubilizados ou entao
fagocitados. Apds cumprirem seu papel no organismo, sdao suprimidos sem necessidade de
outro processo cirurgico, sendo os mais utilizados o fosfato tricalcio e acido poli (acido lactico)
(ENGQVUST, 2008). Deve-se levar em consideragdo os produtos formados durante a
decomposicao desses materiais nao podem apresentar toxicidade, ja que serdo sdo eliminados
organismo do paciente.

A selegdo de biomateriais ¢ realizada tendo como foco a sua aplicagdo. No caso do 0sso,
os materiais devem ser preferivelmente osteoindutivos (capazes de promover a diferenciagao de
células progenitoras por um osteoblasto), osteocondutores (suportar o crescimento 0sseo €
incentivar o crescimento do osso circundante) e ter a capacidade de osteointegrar (capaz de
integrar o osso circundante) (BURGUER, 2013). Adicionalmente, a regeneracdo de tecido
envolve o uso de biomateriais na forma de pd, solugdes ou microparticulas dopadas para
estimular o reparo tecidual localizado. Os materiais bioativos liberam substancias quimicas de

produtos de dissolucdo i6nica ou fatores de crescimento em taxas controladas, por difusdo ou
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ruptura de rede que ativam as cé€lulas em contato com os estimulos. As células produzem fatores
de crescimento adicionais que, por sua vez, estimulam multiplas geragcdes de células em
crescimento para se auto diferenciarem nos tecidos necessarios ao longo dos processos
bioquimicos e biomecanicos (LOOF, 2008).

Em relacdo ao tipo de material, os biomateriais podem ser macromoléculas naturais,
metais, ceramicos € polimeros sintéticos, que sdo processados para atenderem as especificacoes
de dispositivos médicos que estardo em estreito contato com o0s componentes minerais e
organicos que estao presentes no fluido do corporal humano (SEITZ et al., 2009).

Devido ao desenvolvimento ocorrido na area de biomateriais, eles passaram a ser
empregados em diversos setores clinicos, tais como ortopedia, odontologia e inclusive a area de
farmacos. Ha uma diversidade de produtos que incluem substituicdo Ossea, protese ocular,
articulagdes, valvulas cardiacas, tecido cutaneo, protese mamaria, proteses ortopédicas entre
outros. No setor de farmacos existem polimeros que apresentam a propriedade de liberacao de
medicamentos de forma controlada, de acordo com a sua velocidade de absor¢@o pelo organismo
(LOOF, 2008).

Dentre os biomateriais, as bioceramicas destacam-se por apresentarem a caracteristica de
biocompatibilidade e t€ém encontrado grande potencial de aplicacdo no organismo humano e
como liberadores de farmacos (MOREJON-ALONSO et al., 2012), além de possuirem uma
estrutura semelhante ao componente inorganico do osso, a hidroxiapatita.

De acordo com Hench (1993), a resposta interfacial provocada pelas interagdes biologicas
entre o material de implante e o tecido receptor, as bioceramicas podem ser classificadas como

apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Relagdo entre o tipo de material do implante e a resposta do tecido.

Material Tipo de resposta
Material toxico O tecido circunvizinho morre
Material ndo-téxico e biologicamente Um tecido fibroso de espessura variavel ¢
inativo (quase inerte) formado

Material ndo-téxico e biologicamente
ativo (bioativo)
Material ndo toxico e absorvivel E substituido pelo tecido circunvizinho
Fonte: O Autor.

Uma ligagdo ¢ formada na interface

E importante lembrar que nenhum material implantado no corpo humano é totalmente
inerte, todos os materiais promovem uma resposta do tecido hospedeiro. Um implante toxico e
que prejudica o tecido ao seu redor, € claro que deve ser evitado. A reagdo biologicamente

inerte, que causa o desenvolvimento de uma capsula fibrosa ao seu redor € o tipo mais comum
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de resposta tecido-implante. Esta capsula ¢ uma resposta protetora que evita o contato do tecido
com o implante (LUZ; MANO, 2011).

A reacdo bioativa forma uma ligagdo através da interface entre o implante e o tecido. Esta
ligagdo evita o movimento entre os dois materiais conectados e imita o tipo de interface formada
quando tecidos naturais se auto-reparam. Para esse tipo de ligacdo ser formada os materiais
implantados precisam apresentar algum grau de atividade quimica. Uma importante
caracteristica de uma interface bioativa ¢ que ela muda com o tempo, assim como os tecidos
naturais os quais estdo em um estado de equilibrio dinamico.

Um caso especifico de interface bioativa ocorre quando a mudanga quimica na interface
¢ suficientemente rapida, sobre a qual o material dissolve ou ¢ resbsorvido e ¢
consequentemente substituido pelo tecido ao seu redor. A taxa de reabsor¢ao, isto €, o tempo
que leva para o que o implante seja substituido pelo tecido pode variar dependendo do material
escolhido. Um implante pode se conectar ao tecido por varios mecanismos. Tais mecanismos
sdo classificados como mecanico, crescimento de tecidos dentro dos poros, ligagdo interfacial
com tecidos e substitui¢dao de tecidos (NARASARAJU; PHEBE, 1996).

Dentre os biomateriais uma classe que se destaca quando se pensa em reparo 6sseo, sao
as bioceramicas as quais apresentam caracteristicas que possibilitam sua utilizacdo para
substituicdo do tecido 6sseo. Essa classe de biomaterial apresenta uma estrutura semelhante ao
componente inorganico do osso, a hidroxiapatita.

As bioceramicas, sao biocompativeis, osteocondutivas € ndo apresentam proteinas em sua
composi¢do, sendo assim nao apresentam resposta imunoldgica, dessa forma o risco de rejeigao
¢ extremamente baixo (OLIVEIRA et al., 2013). Possuem ainda, alto tempo de degradacdo in
vivo 0 que permite que ocorra a remodelacao o0ssea no local onde ocorreu o implante (LUZ;
MANO, 2014). Dentre as bioceramicas destacam-se as ceramicas ligadas quimicamente as
quais sao produzidas por reacdes em baixas temperaturas e geralmente sao formadas pela
combinagdo entre um po6 e um liquido (OLIVEIRA et al., 2013).

Os biomateriais ceramicos apresentam ainda como vantagens a baixa reatividade
quimica, pois sdo praticamente inertes, apresentam boa resisténcia a compressdo, alta
resisténcia ao desgaste e pequeno coeficiente de atrito, o que ¢ interessante para aplicagao em
articulacdes, no caso das proteses de quadril. As bioceramicas podem ser produzidas em
diversas formas e fases, sendo capazes de cumprir diferentes papéis na reparagao do corpo. Sao
utilizadas na forma densa ou porosa com um formato especifico, sendo utilizadas para
preencher espago enquanto ocorre o processo natural de recuperacao do organismo (OLIVEIRA

etal.,2013).
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Entre os diferentes tipos de bioceramicas com potencial para uso no reparo do tecido

0sseo, o presente trabalho destaca o cimento de aluminato de calcio.

3.2.1 Cimento de Aluminato de Calcio

Dentre as bioceramicas, o aluminato de calcio apresenta duas caracteristicas inerentes que
o tornam mais adequado frente aos outros quando se pensa em aplicagdes onde carga ¢€
requerida, como por exemplo em tratamento de fraturas vertebrais e dentes. O aluminato de
calcio apresenta alto consumo e modificacao de 4gua durante seu endurecimento e reagoes de
cura endurecendo relativamente rapido. A alta transformagdo da dgua proporciona ao sistema
uma resisténcia alta que € varias vezes superior a do fosfato de calcio, por exemplo. Permite
também uma larga variacdo na consisténcia e formulacdo de composicdes podendo ser
empregado para muitas aplicagdes, além de apresentar boa biocompatibilidade.

A producao comercial do cimento de aluminato de célcio (CAC) acontece por meio do de
calcinag¢do de uma mistura de formada por Al>O3 e CaCOs3, onde os valores de temperatura entre

ficam entre 1315 e 1425°C, como descrito por meio da equacao quimica (1).

CaCO; + ALO; — Ca(AlO2), +COT (1)

Inicialmente sdo formadas as fases cristalinas de aluminatos que apresentam altos teores
de Ca. Devido ao aumento da temperatura maiores quantidades de CaO e Al,O3 comegam a
reagir com os produtos formados inicialmente havendo, dessa forma, a sintese de outras fases
as quais apresentam menores quantidades de Ca (ROEMHILDT; MCGEE; WAGNER, 2003).

Todas essas fases produzidas apresentam propriedades diferentes em relacao a reatividade
e a dgua pois, em geral, quanto maior a quantidade de CaO presente, maior sera a reatividade.
Nos cimentos comerciais as principais fases cristalinas sao Ci2A7, CA e CA», sendo C (CaO) e
A (ALLO3) (MOREJON- ALONSO et al., 2012).

No processo de hidratacdo das particulas de cimento estdo envolvidos trés periodos
diferentes: primeiramente ocorre a dissolu¢do de ions, seguida de nucleagdo e precipitacdo das
fases hidratadas. Assim que as particulas de cimento entram em contato com a agua, tem a
inicio a dissociacdo das fases anidras de aluminato de célcio e ocorre a liberagcdo, no meio

liquido, dos ions calcio (Ca®") e tetra hidroxido aluminato (Al(OH)s"). A dissolug¢do ocorrera
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até que a ocorra um certo nivel de concentracdo desses ions na solucdo aquosa € a mesma
alcance um certo nivel de saturacdo, o que promovera a precipitacao na forma de hidratos de
aluminato de calcio, o que pode ser explicado pelos mecanismos de nucleagdo e crescimento.
A concentragdo de ions em solugdo, para niveis abaixo da condicao de saturagao, ¢ diminuida
pela precipitagdo dos primeiros produtos hidratados o que diminui a concentragdo de ions em
solucdo para niveis abaixo da condicdo de saturacdo, favorecendo a dissociagdo de fases
anidras. Este processo de dissolugdo-precipitagdo ¢ continuo e ocorrerd at€¢ que a maior parte
da fase anidra tenha reagido. Caso haja favorecimento da nucleag¢do heterogénea na superficie
das particulas, as fases hidratadas precipitadas formarao fortes ligagdes entre particulas
vizinhas, propiciando o endurecimento ou pega do cimento (AZEVEDO et al., 2007,
HEJAZIA; AHMADIANA, 2014).

Devido a sua facilidade de rea¢dao de hidratacdo a temperatura ambiente com possivel de
ajuste tempo de endurecimento e reologia, baixo custo, alta resisténcia mecanica e alta resisténcia
a corrosao, o CAC constitui o agente ligante mais utilizado em aplicagdes refratarias
(KOPANDA; MACZURA, 1990). Em 1987, Hermansson iniciou um estudo visando sua
aplicagdo na area da satide no campo odontoldgico, com o objetivo de produzir um material que
possibilitasse um processo de restauracdo dental mais biocompativel do que a amalgama
(HEJAZIA; AHMADIANA, 2014).

Atualmente, o CAC vem se destacando entre as bioceramicas no reparo de ossos, devido a
sua propriedade de prevencdo do micro infiltragdo bacteriana (RADWAN et al, 2017) entre
outras vantagens ha sua coloragao branca e o desenvolvimento de pega hidraulica. Pode-se citar
ainda que sua aplicagdo pode realizada em campo timido sendo o tempo de reacao controlado
pela adicao de determinados aditivos. Também representam atrativos a sua habilidade de formar
apatita in situ indicando sua bioatividade, boa fluidez e condi¢des de trabalhabilidade (HEJAZIA;
AHMADIANA, 2014).

Adicionalmente, o cimento de aluminato de calcio como biomaterial é indicador indicado
também para o uso na ortopedia devido a suas propriedades tais como: como alta viscosidade,
permitindo injecdo direta apOs a mistura, baixa reagdo exotérmica e alta biocompatibilidade
(LUZ; MANO, 2014). Estudos mostram que a aplicagdo do CAC para reparagdo de defeitos
0sseos apresenta excelentes resultados devido a sua composicao e seu coeficiente de expansao
serem semelhantes ao do dente e osso humano (MOREJON-ALONSO et al., 2012).

O desenvolvimento de composicdo de CAC contendo fosfato tricélcico (a-TCP) tem
mostrado que cimentos mistos s3o0 menos citotoxicos € mais biocompativeis que o cimento 6sseo

convencional (cimentos resinosos, os cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol, € os cimentos
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contendo hidroxido de célcio) (LUZ; MANO, 2014). As ceramicas de fosfato de célcio possuem
variadas aplicagdes biomédicas sendo usadas para reparar defeitos dsseos € no aumento e
manuten¢ao de cristas dsseas alveolares. Outra ceramica de fosfato de calcio ¢ a hidroxiapatita
[Cai0(PO4)s(OH)2], uma das mais interessantes bioceramicas devido as suas similaridades
quimica e cristalografica com os componentes inorganicos encontrados nos tecidos duros (dentes
e 0ss0s). Este composto apresenta alta biocompatibilidade, ndo induzindo a rejeigao por parte do
tecido 6sseo e possibilitando a osteointegracao e a osteoconducao (NARASARAJU; PHEBE,
1996).

Cimentos com alta resisténcia mecanica, preparados a partir de fosfatos de calcio e
aluminato de célcio tém sido desenvolvidos e avaliados para uso na reparacdo de 0ssos €
articulacdes. Neste caso, a presenca do fosfato de calcio tende a melhorar a atividade bioldgica
do material, enquanto o aluminato € responsavel por fornecer alta resisténcia mecanica e uma
boa resisténcia a corrosdo quando em contato com fluidos corporais (MOREJON-ALONSO et

al., 2012).

3.2.2 O vidro bioativo

Desde a descoberta do primeiro composto de vidro bioativo, 45S5 Bioglass®, por L.
Hench na década de 1960, uma série de trabalhos comegou a investigar a reacdo do vidro
bioativo e suas aplicagdes biomédicas (HENCH; WILSON, 1993). Os estudos primarios sobre
o vidro bioativo foram conduzidos para a compreensao de suas interagdes com o tecido 6sseo
e como ele pode se ligar diretamente ao osso em uma sequéncia de reagdes que levam a
formacgdo das camadas de hidroxiapatita. Além disso, as interagdes entre o vidro bioativo € o
colageno, tanto no 0sso quanto no tecido mole, foram também investigadas (CORBI et al.,

2012).

Os vidros bioativos foram o primeiro exemplo de material que pode se ligar aos tecidos
vivos sem ser isolado em uma capsula fibrosa e abriram o caminho para um conceito totalmente
novo de materiais dentro da medicina. Pela primeira vez, foram desenvolvidos materiais que
ndo apenas eram capazes de resistir dentro do corpo humano sem serem toxico ou degradados,
mas também podiam desempenhar um papel ativo nos processos de regeneragdao tecidual

(HENCH; WILSON, 1993).
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Diante disso, ¢ facil perceber o quanto esses materiais tornaram-se atraentes para fins
médicos e porque eles t€ém sido tdo amplamente estudados e investigados durante as ultimas
décadas. A facilidade em modificar uma composi¢ao de vidro e inserir quase todos os tipos de
elementos dentro da rede amorfa criou uma variedade de possibilidades para adequar as
propriedades dos vidros bioativos a uma série de aplicagdes diferentes dentro da medicina
(DUCHEYENE; LEMONS, 1998). Na busca da melhoria das propriedades desse material,
diversos tipos de vidros bioativos foram sintetizados e modificados por meio de alteracdo dos
reagentes e suas razdes molares e adi¢do de novos elementos, com o objetivo de produzir vidros
bioativos com propriedades especificas.

A sintese do Bioglass® 45S5 foi baseada no sistema ternario SiO>-Na,O-CaO, com a
adicao de 6xido de fosforo (6% em peso). A composicao foi escolhida perto do ponto eutético,
a fim de se obter um material com baixa temperatura de fusdo e facil processabilidade (HENCH;
WILSON, 1993).

Ao modificar a composi¢ao do Bioglass® 45S5, dentro do diagrama de fases ternario
S10,-Na>O-CaO e adicionando outros 6xidos, Hench e colaboradores encontraram varios tipos
de vidros bioativos com diferentes propriedades tais como taxa de dissolucao e capacidade de

ligacao tecidual, conforme pode ser observado na Figura 7.

Figura 7 - Diagrama ternario do sistema Si0,-Ca0-Na,O, com as regides de formacao de ligacdo entre
material e tecidos. Composigdes da regido A apresentam 6% em peso de P,O:s.

SIO_ A= Ligacao ossea

B= Sem ligacao (reatividade muito baixa)
C= Sem ligacao (reatividade muito alta)
D= Sem ligacao (nao forma vidro)

S= Ligacao com tecidos moles

E= Composicao do Bioglass®

AW Vitroceramica
(P>Os variavel)

Na,O

Fonte: Adaptado de Hench, 1993.

A principal desvantagem do vidro bioativo 45S5 diz respeito a sua fraca trabalhabilidade.

Na verdade, a temperatura de transi¢ao vitrea e o inicio da cristalizacao sdo proximos, limitando
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assim a possibilidade de sinterizacdo. Tendo uma janela de sinterabilidade estreita, o vidro
bioativo 45S5 ndo pode ser sintetizado sem cristalizacdo (AZEVEDO et al., 2007; HEJAZIA;
AHMADIANA, 2014), o que envolve uma diminuicao da bioatividade, embora a mesma nao

seja totalmente suprimida (ITO et al., 2000).

Os estudos primarios sobre o vidro bioativo foram conduzidos para a compreensao de
suas interagdes com o tecido 6sseo e como ele pode se ligar diretamente ao 0sso em uma
sequéncia de reagdes que levam a formagdo das camadas de hidroxiapatita. A formacao de
ligacdo entre a interface do vidro bioativo e do tecido Osseo ocorre através de mudangas
quimicas e estruturais na superficie do material quando ele entra em contato com o meio aquoso
do corpo. Segundo estudos (HENCH; WILSON, 1993) essas alteragdes ocorrem em 10

estagios, descritos a seguir.

(1) Primeiramente, ocorre troca idnica dos ions Na* e Ca** do material com H* ou H3;O"
da solugdo, provocando hidrélise dos grupos de silica e criando grupos silanois (causando

aumento do pH da solu¢do), como representado pela equacao quimica (2).

Si-0-Na + H + OH" — Si-OH + Na*(aq) + OH- )

(2) A troca de cations aumenta a concentracdo de hidroxilas na solucdo, promovendo o
ataque do reticulado de silica presente no material. Silica soluvel ¢ perdida para a solugdo na
forma de Si(OH)s devido a quebras de ligacao Si-O-Si, continuando a formacao de grupos

silanois (Si-OH) na superficie do material, assim como representado pela equagao quimica (3).

Si-0-Si + H,O — Si-OH + OH-Si 3)

(3) As reacdes de condensagdo e repolimerizacao formam uma camada rica em SiO; na
superficie do material.

(4) Ha a migragdo dos grupos Ca?" e PO4* para a superficie através da camada rica em
Si02, produzindo um filme rico em CaO-P>0s que ¢ formado acima da acima da camada de
silica. Na sequéncia, hd o crescimento deste filme amorfo de CaO-P>Os por meio da

incorporagdo de calcio e fosforo da solugdo.
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(5) Ocorre a cristalizacao do filme amorfo de CaO-P>Os por meio da incorporagao dos
anions OH" e COs? oriundos da solugdo, produzindo assim uma camada de hidroxila de apatita
carbonatada (HCA).

(6) H4 a adsorcao e dessorcao de fatores de crescimento bioldgicos na camada de HCA
(continuada durante todo o processo) para ativar a diferenciacao de células.

(7) Ha remocao dos detritos ¢ realizada pelos macrofagos o que ird permitir a ocupagao
dos espacos pelas células.

(8) Nesta etapa, correm as ligagdes das cé€lulas com a superficie bioativa.

(9) Ocorrera a diferenciacao das células para formacao de células de crescimento 6sseo
(osteoblastos).

(10) Finalmente, a matriz extracelular ¢ gerada pelos osteoblastos para formagao do osso

Tendo como objetivo a obtengao de um novo vidro bioativo que apresentasse semelhanga
com o vidro bioativo 45S5, novas rotas de sintese foram estudadas e assim foi desenvolvido o
vidro bioativo 58S nos anos 90, através do processamento via sol-gel. Esta nova rota de sintese
mostrou-se bastante interessante pois o vidro bioativo 58S, ao contrario do 45S5, pode ser
obtido em temperaturas mais baixas, da ordem da temperatura ambiente e, dessa forma, sdao
eliminadas algumas desvantagens dos processos de fundi¢ao além do menor custo operacional
e facil produgao de pos (ITO et al., 2000).

O vidro bioativo 58S tem composi¢cdo quimica: 60% SiO», 36% CaO, 4%P>0s (% em
mol) e 58%Si0,, 33%Ca0, 9%P,0s5 (% em massa) e seu nome ¢ originado a partir desta
composi¢ao 58S (58% de Si0O, em massa). Devido a sua composigdo e por ser processado via
sol-gel, o 58S apresenta mais rapida formagdao de HCA na sua superficie em relagdo ao 45S5
(~5h in vitro e até 4 semanas in vivo). Este vidro bioativo apresenta degradacao significativa
com correspondente liberagdo de silica solvel e, além disso, estudos mostram que tratamentos
realizados com os produtos da dissolugdo i6nica deste vidro bioativo promovem a ativagao
celular por meio da proliferagao de osteoblastos (GORDAN et al., 2007).

Apesar deste vidro bioativo apresentar 60% mol de SiO», ele é capaz de promover a
ligagcdo com tecido 6sseo, uma vez que ¢ processado via sol-gel, permitindo a extensao da regido

de ligacdo com o osso até composicdes com 90% de Si02 (MOREJON-ALONSO et al., 2012).

Os materiais produzidos via sol-gel além de apresentarem alta bioatividade, at¢ mesmo
para 90% em mol de concentracdo de silica, apresentam maior velocidade de formacao de

fosfato de calcio carbonatado (HCA) em relagdo aos vidros bioativos produzidos por fundi¢dao
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convencional. Isso se deve a maior liberagdo de silica solivel a qual promove a nucleagdo de
cristais de hidroxiapatita no material vitreo (MOREJON-ALONSO et al., 2012). Além disso,
os produtos resultantes apresentam nano porosidade e elevada superficie de contato em relagao

ao vidros bioativos denso preparado por fusio (MOREJON-ALONSO et al., 2012).

Na Figura 8 ¢ apresentado o diagrama ternario com a variacdo das composi¢des de
bioatividade dos vidros produzidos via sol-gel em comparagdo com os vidros produzidos por

fundi¢do (NARASARAJU; PHEBE, 1996).

Figura 8 — Composi¢des de bioatividade dos vidros produzidos via sol-gel em relagdo aos vidros
produzidos por fundicdo.

Sio

2

Formacao de apatita
nos biovidros via sol-gel
(em 7 dias)

Formacao de apatita
em biovidros por
S\ fundicdo (em 7 dias)

Formacao

! Né&o-formacéo
de vidro

de vidro

(0] CaO

P20s

2
Fonte: Adaptado de HENCH; WHEELER; GREENSPAN, 1998.

Na metodologia sol-gel, inicialmente sdo utilizados precursores organicos que formam o
sol, particulas coloidais (com diametro de 1 — 100 nm) dispersas em um liquido. Em seguida,
forma-se o gel, rede rigida e interconectada com porosidade submicrométrica e cadeias
poliméricas cujo comprimento médio € superior a 1 um (LUZ; MANO, 2014).

O processo sol-gel ¢ realizado em algumas etapas, as quais sao descritas a seguir:
Mistura: o sol ¢ formado por meio da mistura mecanica das particulas coloidais em agua; as
reagOes envolvendo o tetraetil ortosilicato (TEOS - fornecedor de silicio para a formagao do
vidro) liberam 4gua e alcool que resultam no inicio da formagado das redes de silica, as quais

mantém presos em seu interior agua e alcool expelidos pela reagdo do TEOS. Estas reagdes sao
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chamadas de hidrélise e poli condensagdo (equagdes quimicas 4 ¢ 5) e podem ocorrer em

diferentes temperaturas.

Si (OC;Hs)s + n HhO <=Si (OC,Hs)a.n (OH) , + n CHsOH (4)

SiOH+=SiOH <= =Si — O — Si=+H>0 (5)

Gelificagdo: a gelificagdo de um sistema pode levar alguns minutos até varios dias, dependendo
da sua composi¢do. Em alguns casos, um catalisador para a reagao de hidrolise, tal como, acido
nitrico e um catalisador de gelificagdo, tal como, hidroxido de amodnio sdo adicionados ao
sistema permitindo o ajuste do pH e controle das taxas de hidrélise e gelificagao. Em condi¢des
acidas, a hidrolise comega por formagao rapida de um grupo oxigénio-alquilo protonado uma
vez que a concentragdo de H™ ¢ alta na solug@o. Isso torna o silicio mais eletrofilico e mais

propenso a ser atacado por H>O. Assim, a reacao de hidrolise sob condic¢des acidas € acelerada

como representado abaixo.

g+
=85i-0-CH;+H,0 & =§8i----0-C,H; & =8§8i-0O-H + C,H,OH
f "
e OH°
) e H
(Liberado do acido)

Envelhecimento: durante este periodo as reagdes de policondensacdo continuam a ocorrer

concomitantemente com a reprecipitacao de redes do gel, fator que aumenta a espessura dos

pescogos formados entre as particulas e diminui a porosidade.

Secagem: durante a secagem ocorre a remog¢ao do liquido presente nos poros interconectantes
da rede; logo este processo deve ser controlado de forma a evitar trincas e falhas no material

durante a evaporagdo da agua.

Desidratagdo ou estabilizagdo quimica: apds esta etapa o solido se torna ultra poroso e estavel

quimicamente uma vez que as ligagdes de silanol sdo removidas da rede dos poros.

Densificagdo: os poros sdo eliminados por meio da exposicao do material a altas temperaturas.
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Enfim, o processamento de materiais por sol-gel € muito utilizado por: (i) ser realizado a
baixas temperaturas; (ii) obter como resultado material com elevadas pureza e homogeneidade;
(i11) permitir variar a estrutura do material por meio do controle das reacdes de hidrdlise e
policondensagdo que ocorrem durante a sintese; (iv) ser obtida uma maior bioatividade,
possibilitando o controle da mesma pela mudanga da composi¢do ou microestrutura; e (v)
apresentar grande facilidade de produgao de pos (HEJAZIA; AHMADIANA, 2014).

O precursor mais utilizado para a produgao de vidro bioativo pelo processo sol-gel € o
TEOS, o qual como visto sofre hidrolise em ambiente acido e € precipitado na forma de
particulas quando em ambiente bdasico. Nitratos de calcio e dacido nitrico tém sido
tradicionalmente utilizados na maioria dos vidros bioativos sintetizados pelo processo sol-gel,

devido sua alta solubilidade, baixo custo e facilidade de decomposigdo térmica.

3.2.3 O papel biologico dos elementos dopantes

A excepcional versatilidade dos vidros bioativos em termos de propriedades fisico-
quimicas e propriedades bioldgicas depende muito da sua composi¢ao, que pode ser direcionada
para se obter o efeito desejado, como por exemplo, alta cinética de formacao de hidroxiapatita.

Além disso, foi amplamente demonstrado que a adi¢gdo de modificadores mono e
bivalentes (por exemplo, K>O, Na,O, CaO e MgO) ¢ 1til para ajustar a taxa do processo de
bioatividade em vidros a base de silicato e/ou reabsor¢ao de vidros a base de fosfato (HEJAZIA;
AHMADIANA, 2014) e que pequenas quantidades de AlOs3 (<3 mol%) sdo uteis para
aumentar as propriedades mecanicas dos vidros bioativos (MOLDOVAN et al., 2015).

Além disso, pequenas quantidades de oligoelementos podem ser incorporadas na
composi¢do de vidro de modo que, uma vez liberada, possa provocar efeito terapéutico
apropriado in situ. Uma visao geral dos efeitos biologicos de alguns dos produtos de dissolugao

10nica liberados de vidros bioativos € apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3 - Principais produtos de dissolugdo idnica liberados de vidros bioativos e seus efeitos
terapéuticos (ABUKAWA, 2006).

Elemento Efeitos

Papel chave nos processos metabolicos, especialmente para a
Si formacgao e calcificagdo do tecido 6sseo. Estimulagao da produgao
de colageno tipo 1. Promogado de nova vascularizagao.

Promogao da proliferacio de osteoblastos. Estimulacdo da
Ca angiogénese. Promocdao da migracdo e proliferagdo de células

epidérmicas. Aceleragdao da coagulaciao do sangue.

Efeito anti-inflamatério. Estimulacdo da formagdo oOssea pela
Zn ativacdo da sintese proteica em osteoblastos.

Mg Estimulagdo da nova formacdo oOssea. Promoc¢dao da adesdo e
estabilidade das células Osseas.

Ag Propriedades anti-inflamatorias e antimicrobianas.

Tratamento de osteoporose por meio de estimulacao da regeneragao
Sr Ossea.

Fonte: O Autor

Estudos indicam que ions de silicio e silicato estimulam os osteoblastos ativando familias
de genes envolvidos na osteogénese (ABUKAWA et al., 2006). Célcio, além de desempenhar
um papel ativo no processo de dissolugdo do vidro, € um constituinte fundamental dos ossos e
pode ativar a remodelacao dos 0ssos.

Alta concentragdo de calcio ativa receptores especiais que estdo presentes nos
osteoblastos e nos osteoclastos, mas enquanto nos primeiros os ions de calcio aumentam a
atividade celular, nos ultimos os ions de calcio acabam limitando a atividade das células. Como
resultado, o célcio promove a formagdo de novos 0ssos, porém, concentracdes muito altas
podem ser toxicas (PENA; AZA, 1999).

O zinco e o magnésio tém quase os mesmos efeitos. Eles podem impedir a reabsor¢ao
ossea, estimulando a proliferacao e diferenciagdo de osteoblastos, bem como a capacidade de
mineralizacdo d0ssea. O zinco tem propriedades anti-inflamatdrias e tem sido utilizado para a

producao de vidro bioativos para uso ortopédico e odontoldgico (SOUZA et al., 2018).

O estroncio (Sr), € um elemento trago originalmente encontrado em minas de chumbo

perto de Strontian (Escécia) no final dos anos 1700, e foi isolado em 1880. E encontrado nos
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compostos minerais celestita (SrSOs4) e Estroncianita (SrCOs), que estdo presentes no solo e na

agua potavel (HENKEL et al., 2013).

O estroncio (Sr) dentro da biologia e patologia humana sempre atraiu menor interesse que
os outros dois metais divalentes, calcio e magnésio também pertencentes a familia dos metais
alcalinos terrosos. Durante anos foi objeto de estudo académico sem despertar grande interesse
em estudos clinicos. Este cenario tem sofrido modificagdes devido ao interesse crescente do
papel bioldgico do Sr ap6s o desenvolvimento de medicamentos a base desse elemento, que
tiveram sua eficiéncia comprovada na redugdo de incidéncia de fraturas em pacientes com

osteoporose.

O estroncio, como o calcio, ¢ um agente que tem afinidade pelo osso. Estd naturalmente
presente no figado, musculos e fluidos fisioldgicos, e principalmente presente no o0sso,
correspondendo a 3,5% do teor de calcio. E preferencialmente encontrado em ossos jovens e

em maior quantidade no tecido 6sseo esponjoso do que no cortical.

Estudos in vitro e in vivo demonstraram efeito estimulatorio do Sr sobre os osteoblastos

e efeitos inibidores sobre os osteoclastos, associado a um aumento da densidade e resisténcia.

A crescente evidéncia dos efeitos benéficos do estroncio no tecido ésseo justifica a
crescente interesse na incorporacdo da Sr nos biomateriais para reparacao de tecido duro
(HENKEL et al., 2013).

Experimentos pioneiros com animais mostraram que os sais de estroncio podem diminuir
a reabsorcao Ossea ¢ aumentar a massa ¢ a formagao 6ssea sem afetar a mineralizacao Ossea,
aumentando a possibilidade de que o estroncio realmente apresente potencial para o tratamento

da osteoporose.

Além de sua analogia quimica com o Ca, o Sr € um elemento que tem afinidade pelo osso
(“bone seeking”) e 98% do contetdo total de Sr do corpo pode ser encontrado no esqueleto.
ApoOs a administragdo do sal Sr, este elemento passa através das paredes dos capilares do tecido
osseo por difusdo para alcancar o fluido extracelular 6sseo e, finalmente, se deposita no osso,
sendo adsorvido na superficie da apatita dssea ou substituindo o Ca nos cristais 6sseos. O Sr*?,
apresenta raio i6nico (1,13 A) maior que o do Ca*? (0,99 A), sendo assim, sua incorporac¢do aos
cristais 0sseos leva a um comprimento da ligacao hidroxila-Sr maior que o do Ca-hidroxila.
Isso, por sua vez, resulta em uma diminuicdo na energia da rede, que ¢ inversamente

proporcional a distancia de ligagdo e, portanto, uma diminuicao subsequente na cristalinidade.
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Assim, a incorporagdo de Sr ao mineral 6sseo pode levar a modificacdes nos parametros de

rede, tamanho do cristal e cristalinidade do mineral 6sseo.
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4 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento deste trabalho relativo a sintese e caracterizagao do vidro bioativo
(BG58S) e de suas blendas com cimento de aluminato de calcio homogéneo (CH) contendo ou
nao oxido de 6xido de estroncio (SrO), assim como as suas caracterizagdes fisico-quimicas e
de bioatividade foram realizados no Laboratério de Ceramicas Avangadas ¢ na Central
Analitica Multiusuério do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do Vale

do Paraiba (UNIVAP).

Os experimentos de viabilidade celular (in vitro) foram realizados na Faculdade de
Odontologia da Universidade de Ribeirao Preto (UNAERP) e na Faculdade de Odontologia de

Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo, Campus de Ribeirao Preto.

Os testes bioldgicos in vivo foram Realizados na Universidade Estadual Paulista “Julio

de Mesquita Filho”, no Instituto de Tecnologia, Campus de Sao José¢ dos Campos.

Para facilitar a compreensao da metodologia de estudo aplicada neste trabalho, a Figura
9 apresenta um esquema simplificado das diversas etapas desenvolvidas durante a realizagdo

desse trabalho. Posteriormente, havera o detalhamento de cada uma dessas etapas.



Figura 9 — Visao geral da metodologia empregada para o desenvolvimento do trabalho.
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4.1 Sintese do vidro bioativo — BG58S

O vidro bioativo (BG-58S), de composicao ternaria 58S102-33Ca0O-9P,0s (%-p) foi

preparado empregando-se reagentes de alta pureza. As fontes precursoras dos respectivos
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oxidos de silicio (Si), céalcio (Ca) e fosforo (P) utilizadas foram respectivamente:
Tetraethylorthosilicate, TEOS, Si(OC>Hs)as,); nitrato de calcio tetrahidratado, Ca(NO3)».4H,O0,
e Trietilfosfato, TEP, OP(OC2Hs); ou Acido fosférico, AF, H;POs. O solvente utilizado na
sintese foi o alcool etilico absoluto, C2HsO; para a catalise da reacao de hidrolise, uma solugao
de acido nitrico 2M foi utilizada e uma soluc¢ao de hidréxido de amonio 1M como catalisador
da gelificagdo. As demais informagdes referentes aos reagentes empregados na sintese sao

apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Informacdes técnicas dos reagentes utilizados para a sintese do BG58S.
Massa molar  Massa especifica

Reagente % Pureza Fornecedor
(g/mol) (g/em?)
TEOS 208,33 0,93 98 Sigma
Ca(NO3)2. 4H20 236,15 1,90 99 Synth
TEP 182,15 1,07 99 Sigma
AF 98,00 1,71 85 Synth
C:Hs0 46,07 0,79 99,8 Neon
Quimica
HNO; 63,00 1,40 65
Moderna
NH,OH 35,05 0,90 28-30 Gold

A sintese do BG-58S foi realizada empregando a técnica sol-gel a temperatura ambiente.
O processo envolveu reacdes de hidrdlise e policondensagdo utilizando quantidades
estequiométricas de TEOS, nitrato de calcio tetrahidratado e TEP ou AF, obedecendo a
composi¢ao nominal do BG 58S: 58% Si0., 33% CaO, 9% P20s (% p).

A Figura 10 apresenta um esquema simplificado das etapas da sintese do BG58S e na
sequéncia ha uma descri¢do detalhada de cada fase do processo. As condigdes de sintese

estudadas sdo apresentadas na Tabela 4.
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Figura 10 — Etapas da sintese do vidro bioativo de acordo com as condi¢des da Tabela 4.

Etanol absoluto Adicdo do Tietilfosfato (TEP)
Precursor ou
Tetraetilortosilicato de [> Acido Fosférico (AF)
(TEOS) Béquer Fésforo (H,PO,)
- vedado
H,O deionizada (agitacio) 20 @tos
HNO3 2M
Adicdo de Ca(NO;),
20 tos
Adigao de NH,OH X mol/L
sim nio
Secagem a 60°C (24h) Secagem a 120°C (24h)

Calcinagdo em forno mufla, 550°C

Fonte: O autor.

Todo o processo de sintese ocorreu em um béquer de vidro, vedado com filme plastico,
que permaneceu sob agitacdo magnética durante as etapas de sintese, as quais sao descritas a
seguir:

Etapa I: em um béquer de 400 mL de capacidade, foram adicionados 50 mL de etanol
absoluto, 45,9 mL de agua destilada, 22 mL de TEOS e 2,8 mL de solu¢ao de acido nitrico 2M.
A razdo molar agua/TEOS empregada foi variada e sera justificada mais adiante neste trabalho.
A solugdo foi mantida sob agitagdo magnética por 30 minutos.

Etapa II: Ap6s 30 min de agitagdo foram adicionados 2,2 mL de TEP ou 1,0 mL de AF
e a agitacdo magnética foi mantida por 20 minutos;

Etapa III: na sequéncia, foram adicionados 14,04 g de nitrato de célcio tetrahidratado e
a agitacdo magnética foi mantida por 20 minutos, até que o nitrato de calcio fosse totalmente
dissolvido;

Etapa IV: apos a completa dissolugdo do nitrato de calcio, foram adicionados ou ndo 10
mL solugdo de hidréxido de amonia (1M ou 2M) mantendo-se agitacdo magnética vigorosa, até
o inicio da gelificacdo quando, a agitacdo magnética foi substituida pela agitagdo com um
bastdo de vidro. O BG sintetizado foi colocado em uma placa de petri e levado a estufa para

secagem a 60°C, por 24 horas, para que a agua residual e o alcool fossem eliminados.
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Etapa V: O BG seco foi macerado em almofariz e na sequéncia calcinado em forno tipo
mufla, a 550 °C, durante duas horas com rampa de aquecimento igual a 3 °C/min.

Etapa VI: Depois de calcinado, o p6 de BG foi novamente macerado em almofariz e
caracterizado quanto a sua distribuicdo de tamanho de particulas, cristalinidade e composi¢ao

quimica.

Foi realizado um estudo sistematico para a definicdo dos parametros de sintese para a
obtengdo do vidro bioativo (BG58S) mais adequado para ser misturado ao cimento de aluminato
de calcio homogéneo (CH). Diversas condigdes de sintese foram avaliadas e sdo apresentadas
na Tabela 5.

Este estudo envolveu a variagdo da Razdo Molar (R) (Agua/TEOS), a mudanca do
precursor de fosforo (TEP ou AF) em diferentes concentracdes (1M ou 2M), o uso de um agente
de gelificacao (NH4OH), com diferentes concentragdes (1M ou 2M) para diminuir o tempo de
formagao do gel e, também, a auséncia desse agente gelificante no processo.

A variagdo dessas condi¢des de sintese teve como meta a obten¢ao do vidro bioativo
(BG58S) com composi¢ao quimica mais préxima possivel da composi¢do nominal, tamanho de
particula menor que o das particulas do CH e baixa cristalinidade.

De acordo com a literatura (DESHMUKH et al, 2020) o aumento da razdo de Razao
Molar (R) Agua/TEOS ¢ um fator determinante o tamanho das particulas do BG58S, porém,
raz0es maiores que 13 podem levar a diminuicdo da velocidade da reagdo de forma
significativa. A ideia de se empregar o acido fosforico (AF) como agente precursor foi uma
tentativa para minimizar o custo na obtencdo do BGS58S, ja que o trietilfosfato (TEP) ¢ um
reagente de elevado valor comercial. O uso de uma acelerador de geleificagdo (NH4sOH) ¢
bastante interessante porque diminui drasticamente o tempo de formagao do gel, de horas para

apenas poucos minutos.
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Tabela 5 - Condigdes das diversas sinteses realizadas para obtenc¢do do vidro bioativo BG58S.

Amostras Precursor ,Razﬁo (R) Adigao Secagem
de Fosforo Agua/TEOS NHsOH

TEP-SA TEP 7,85 - 120°C/24h
TEP-1M TEP 7,85 IM 60°C/24h
TEP-2M TEP 7,85 2M 60°C/24h
TEP-2M (R13) TEP 13 2M + ultrassom  60°C/24h
AF-SA H3PO4 7,85 - 120°C/24h
AF-1M H3PO4 7,85 1M 60°C/24h
AF-2M H3PO4 7,85 2M 60°C/24h
AF-2M (R13) H3PO4 13 2 M + ultrasson  60°C/24h

Fonte: o Autor

4.2 Caracterizacao do vidro bioativo

Os pods de vidro bioativo (BG58S) produzidos por rota sol-gel, segundo as condigdes

indicadas na Tabela 4, foram caracterizados quanto a:

4.2.1 Distribuicdo de tamanho de particulas

Os pos de BV-58S resultantes foram caracterizados quanto a distribui¢do de tamanho de

particulas usando um analisador S3550 (Microtrac).

4.2.2 Difracdo de raios X

A caracterizagdao quanto a presenca de fases cristalinas foi realizada por meio da técnica
de Difrag¢do de Raios X com o equipamento Difratdmetro de Raios X (Shimadzu: XRD-6100),
varredura 26 de 10 a 80° a partir de uma fenda de 0.3.

4.2.3 Composicdo quimica

A composi¢do quimica dos pds de vidro bioativo (BG58S) produzidos foram avaliadas

por meio da aplicagdo da técnica de espectrometria de raios X por dispersao de energia (EDS).
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4.3 Preparacio das blendas de cimento de aluminato de calcio homogéneo (CH) e vidro

bioativo (BG58S) sem e com éxido de estroncio (SrQO)

ApoOs a obtengao e caracterizacao dos p6s de BG58S obtidos pela rota sol-gel, de acordo
com as condi¢des apresentadas na Tabela 4, foi selecionada a amostra de vidro bioativo que
apresentou melhores resultados quanto a composicao quimica, distribui¢do de tamanho de
particula e cristalinidade, para a formacao das blendas com cimento de aluminato de célcio

homogéneo (CH).

4.3.1 Blendas de cimento de aluminato de cdlcio homogéneo (CH) e vidro bioativo (BG58S)

sem oxido de estroncio (SrO)

Inicialmente, foi preparado o CH por meio da mistura a seco de cimento de aluminato de
calcio (CAC) com dispersante poliglicol (Bayer, 0,6%-p) e plastificante CaCl,.2H>O
(Labsynth, 2,8%-p). A mistura preparada foi colocada em moinho de bolas para a
homogeneizagdo durante 1 hora.

A seguir, foram adicionados ao CH, diferentes teores (5, 7,5 e 10%-p) de BG58S e as
misturas foram homogeneizadas durante 1 hora empregando-se o moinho de bolas. Apos essa
operagdo, foram obtidos os seguintes grupos: (1) CH; (2) CH5BG (CH-5 p%BG58S); (3) CH-
7,5BG (CH7,5 p% BG58S) e (4) CH-10BG) (CH-10 p% BGS58S).

As misturas foram utilizadas para preparar suspensdes aquosas contendo 75% de sélidos
e moldar corpos de prova cilindricos (didmetro = 6 mm e altura = 2 mm) para analises de
densidade teorica e microdureza. Outro conjunto de amostras (didmetro =16 mm e altura=18
mm) foram moldadas para testes de resisténcia a compressao uniaxial, porosidade aparente e
distribuicao de tamanho de poros. As amostras foram curadas em atmosfera saturada a 37 °C
durante 5 horas e depois caracterizadas.

As misturas também foram utilizadas para preparar suspensoes aquosas contendo 73%,
74% e 75% em peso de solidos as quais foram caracterizadas quando a viscosidade,

injetabilidade e trabalhabilidade.
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4.3.2 Blendas de cimento de aluminato de calcio homogéneo (CH), vidro bioativo (BG58S)

com oxido de estroncio (SrO)

Na sequéncia do trabalho, foram preparadas as blendas que além do CH e diferentes teores
do BGS58S, incluem em sua composi¢cdo 1%p de o6xido de estroncio (SrO, 99,9%, Sigma-
Aldrich) resultando nos grupos adicionais: (5) CH-5BG/Sr (CH-5%p de BG58S-1%p de SrO);
(6) CH-7,5BG/Sr (CH-7,5%p de BG58S-1%p de SrO) e (7) CH-10BG/Sr (CH-10% p de
BG58S-1%p de SrO). Todos os grupos foram utilizados para preparar suspensdes aquosas
contendo 75% em peso de s6lidos e moldadas em moldes cilindricos (didmetro = 6 mm e altura
=2 mm) para avaliacdo da bioatividade enquanto suas misturas de pé seco foram previamente

esterilizadas a 120 °C por 2 horas e utilizadas em testes de viabilidade celular.
4.4 Caracterizagao das blendas de CH-BGS8S sem e com éxido de estroncio (SrO)

4.4.1 Caracterizacdo das blendas de CH-BG58S sem oxido de estroncio (SrO)

4.4.1.1 Densidade teorica ou real das amostras

A densidade teorica ou real das amostras, previamente secas a 110 °C por 24 horas, foi
avaliada pela técnica de picnometria com hélio (Ultrapyc 1200e, V5.04). Os valores de

densidade foram expressos como a média de vinte medidas tomadas de cada mistura.

O picnometro de hélio ¢ constituido por duas cdmaras de volumes conhecidos (por
calibracao prévia): a camara onde se coloca a amostra e a camara de expansao, ligadas por uma
valvula (véalvula de expansao). Pressuriza-se a camara que contém a amostra até uma pressao
P1 (cerca de 17 psig). Seguidamente, a valvula de expansao ¢ aberta e, em consequéncia, ocorre
um abaixamento de pressao para P>. O volume do sélido € calculado a partir da seguinte equagao

6:

Py (Va' Vs) =P (Va' Vit Ve) (6)

onde: Vs=V,—Ve/ (P1/P2-1), sendo: V.- volume da camara da amostra; V- volume da camara

de expansao; Vs- volume do sélido.



53

A massa volumica ¢ automaticamente calculada pelo aparelho, através da relagao entre a
massa do solido (introduzida como dado de entrada) e o volume (V;) derivado da equagdo
acima. A principal vantagem deste método reside na sua capacidade para medir apenas o
volume da substancia, ou seja, descontar ao volume total da amostra todos os poros (a menos

que estes sejam fechados ou inacessiveis ao gas).

4.4.1.2 Microdureza

O teste de microdureza foi realizado em Vickers FV-100e utilizando amostras secasa 110
°C por 24 horas. Os valores de microdureza foram expressos como a média das cinco

indentagdes de cada amostra utilizando cargas de 98,07 N.m.

As amostras foram posicionadas abaixo do penetrador e iniciou-se o teste, sendo repetida
por cinco vezes, em regides proximas ao seu centro. Apos a remocao da carga, foi medido o
valor das diagonais da impressao produzida no material por meio de um micrometro acoplado
a um microscopio. Desta forma foi calculada a area da superficie impressa pela medi¢ao das
diagonais, quando o Numero Vickers (HV) ¢ determinado pela razao entre a carga (F) e a area

superficial da impressdo (A, mm?), por meio da equacao 7.

9. F.gin 36

av-L _ 2~ 1,8544£
A d?

2 (7)

sendo F ¢ a carga aplicada sobre a amostra (N.m); d ¢ a soma das diagonais dividido por dois;

HV = dureza Vickers (kgf/mm?).

4.4.1.3 Resisténcia mecdnica a compressdo uniaxial

Para o ensaio de caracterizagdo correspondente a resisténcia a compressao uniaxial, as
amostras foram submersas em solu¢do de fluido corporal simulado (SBF) e mantidas por 7 dias
a 37°C e, a depois ensaiadas umidas.

A preparacao da solucdo SBF empregada seguiu o procedimento descrito na literatura por

Rigo et al (2004) e seus componentes e respectivas quantidades sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 -Reagentes usados na preparagdo de um litro de solugdo de fluido corporal
simulado SBF) de acordo com Rigo.

Reagente SBF 1,5 Rigo
Agua 400 mL
NaCl 11,992 g
NaHCO3 0,529 ¢
KClI 0,335 ¢
K2HPO4 0,261 g
MgCL.6H>O 0,458 g
HCI10,1M 15 ml
CaCL.2H,O 0,551 ¢g
NazS04 0,107 g
(CH20H);CNH: 0,05M Teor necessario para ajuste pH= 7,25
HC10,1M Teor necessario para ajuste pH= 7,25

Fonte: O autor

A resisténcia a compressao uniaxial (ISO 9917-1) 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 composicao. A tensao de ruptura or (MPa) foi calculada de acordo com

a Equacao 8.

or = |-55] ®

2
mw D=

sendo P (N) ¢ a carga maxima requerida para fraturar cada amostra ¢ D (mm) ¢ o didmetro

médio das amostras.
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4.4.1.4 Porosidade aparente e distribui¢do de tamanho de poros

As amostras, depois de desmoldadas, foram secas a 110°C por mais 24 horas apos o
periodo de cura. Medidas de porosidade aparente e distribuicdo de tamanho de poros foram
realizadas em materiais secos, que foram classificados como testes “sem tratamento em SBF”.
Outras amostras cilindricas foram colocadas em contato com solucdo de fluido corporal
simulado (SBF) a 37°C por 7 dias. Ap0s este periodo, as amostras foram secas 110 °C por 24
h e sua porosidade aparente e distribuicao de tamanho de poros foram avaliados e denominados

como ‘“‘com tratamento em SBF”’.

A porosidade aparente foi avaliada de acordo com o método de imersao (principio de
Archimedes), usando querosene como liquido de imersao (ASTM C830). As amostras em
triplicata foram inicialmente pesadas a seco (Ms) e ap6s 1 hora de imersdo em querosene
(p=0.80g/cm?) sob véacuo, as amostras foram novamente pesadas quando imersas no liquido
(Mi) e imidas (My). Assim, a porosidade aparente foi calculada pela massa de liquido retida em

seus poros abertos por meio da Equacao 9.

PA = [M“ "’S] x 100 9

(My— M;)

A distribuicao de tamanho de poros foi medida por meio da técnica de porosimetria de
intrusao de mercurio (Autopore IV 9500, Micromeritics). A técnica ¢ baseada na equacao de
Washburn, sendo D ¢ o diametro do poro, P ¢ a pressdo aplicada, y € a tensdo superficial do
mercurio e ¢ ¢ o angulo de contato (130°) entre o mercurio e a amostra. O volume de mercurio
(V) que penetra os poros ¢ medido diretamente em fung¢do da pressdo aplicada (P) como descrito

pela Equagao 10.

D = 4yP-'cos(¢) (10)

4.4.1.5 Viscosidade, trabalhabilidade e injetabilidade

Os ensaios de viscosidade e trabalhabilidade usando as suspensdes aquosas das diferentes

misturas foram realizados em um redometro Viscotester 1Q Air HAAKE, sendo a viscosidade
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caracterizada por meio de medidas rotacionais a uma temperatura de 25 °C, enquanto a
trabalhabilidade foi realizada a 37° C por meio de medidas oscilatorias.

Para os ensaios de injetabilidade foram utilizadas seringas hipodérmicas descartaveis de
5 mL e agulhas hipodérmicas de 1.6 mm de didametro x 40 mm de comprimento (16G x 1 1/2”)
(Abdala 2018). Os resultados de injetabilidade foram obtidos por meio de uma expressao
matematica, onde se utilizam os valores da seringa vazia (My), da seringa preenchida (M) e da

seringa apo0s a inje¢ao (M3z), como mostrado na Equacdo 11:

Injetabilidade (%) = [(Ml"(”lv‘;)‘fw’”z)‘“")] .100 (11)
1~ Mo

4.4.1.6 Bioatividade

Os testes de bioatividade, foram realizados para amostras em duplicata de cada uma das
blendas produzidas sem e com 6xido de estroncio (SrO) para que fosse possivel fazer um estudo
comparativo a respeito da intensificagdo da bioatividade estimulada pela inser¢do do 6xido de
estroncio nas blendas. As amostras foram previamente esterilizadas a 110 °C por 2 h. Na
sequéncia foram acondicionadas em recipientes de polietileno e imersas em 19 mL de solugao
SBF. Os recipientes contendo as amostras foram mantidos continuamente agitados a 100 rpm
a 37,0 °C, empregando-se um shaker incubador (MA420, Marconi) durante 1, 7 e 15 dias. Em
seguida, as amostras foram filtradas e lavadas com agua deionizada e acetona para remover a
solucdo e interromper qualquer reacdao superficial. Logo apds a secagem em temperatura
ambiente por 3 dias, as amostras foram avaliadas por microscopia eletronica de varredura
(SEM, EVO MA10 Zeiss) com analise de energia dispersiva de raios X (EDS), difracao de raios
X (XRD-6000, Shimadzu), infravermelho com transformada de Fourier espectroscopia (FTIR,
PerkinElmer, Spectrum 400) na faixa de 2000 a 450 cm™!, antes e apos imersdo em SBF. Uma
razdo de 4rea de superficie para volume de 0,1 cm™! foi mantida para todas as imersdes, € as

solucdes de SBF nao foram trocadas durante os experimentos.

A solucao SBF ¢ frequentemente utilizada e indicada para avaliagdes in vitro da formacao

de camadas superficiais de apatita em materiais de acordo com a ISO 23317/2014.
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4.4.2 Caracterizacdo das blendas de CH-BG58S com oxido de estroncio (SrO)
4.4.2.1 Cultivo celular

Células MC3T3-E1, semelhantes a osteoblastos (subclone 14, CRL-2594, American Type
Culture Collection - ATCC, Manassas, VA, EUA) foram descongeladas e cultivadas em frascos
de 75 cm? (Corning Inc., Corning, New York, NY, EUA) com meio de cultura, composto por
a-MEM (Invitrogen, Grand Island, NY, EUA), 10% FBS (Fetal Bovine Serum, Invitrogen) e
100 UI/mL-100 pg/mL penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich). Apos a subconfluéncia, as
células foram contadas e plaqueadas a uma densidade de 10.000 células / cm? diretamente em
pocos de placa de poliestireno (Corning Inc.) e cultivadas em meio osteogénico (composto de
meio de cultura mais 7mM -glicerofosfato e 50 pg / mL de 4cido ascoérbico) e deixada aderir
por 24 horas antes da exposicao ao extrato das composicdes sob avaliagdo. Durante todo o
periodo de cultivo, as células foram mantidas a 37 °C, em atmosfera imida contendo 5% de

CO» e 95% de ar atmosférico, sendo os meios de cultura trocados a cada 3 dias.

4.4.2.2 Testes de cultura celular

0,2 cm?® do po referente a cada composi¢io das blendas e CH puro foram utilizados para
preencher o fundo dos 24 pogos de uma placa e, apds o assentamento inicial, as amostras foram
condicionadas com 1,9 mL de meio osteogénico livre de soro (1 mL/cm?) por 24 horas, na
temperatura de 37 °C, em atmosfera imida contendo 5% de COz e 95% do ar atmosférico. Apos
esse periodo, o meio de cultura utilizado para o condicionamento foi coletado, filtrado e
armazenado a -20°C até o uso nos experimentos. Para a exposicao das culturas de células, o
extrato de cada uma das composi¢des foi descongelado a temperatura ambiente e diluido nas
proporcdes de 50; 25 e 12,5% em meio osteogénico, sendo adicionado soro fetal bovino
(Invitrogen) na concentragdo final de 10%. As culturas expostas apenas ao meio osteogénico
serviram como controle. Apds 3 dias, a viabilidade celular foi avaliada qualitativamente usando
o kit comercial Live/Dead (Viabilidade/Citotoxicidade, para células de mamiferos, Molecular
Probes Inc, Eugene, OR, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante. As células viaveis foram
marcadas com fluorescéncia verde pela reacdo da calceina (C30H26N2013) com esterases
intracelulares, enquanto as células mortas foram marcadas com fluorescéncia vermelha pela
ligacdo do homodimero-1 de etidio (EthD-1) aos 4cidos nucleicos expostos com a ruptura das

membranas celulares (Morte celular). As imagens foram obtidas em microscopio invertido
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trilocular, por fluorescéncia direta (Led B-G-U-UV Trinocular, Digilab, Piracicaba, SP, BR),

com camera digital Nikon acoplada.

A viabilidade/citotoxicidade também foi avaliada quantitativamente por meio da
atividade mitocondrial apos 48 e 72 horas de exposicao aos pos das amostras, usando o ensaio
colorimétrico MTT {[3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo difeniltetrazolio]} (Sigma-
Aldrich), um sal que ¢ reduzido pelas proteinases mitocondriais, ativo apenas em células
vidveis. Aliquotas de MTT com 5 mg / mL em PBS foram preparadas e as culturas primarias
foram entdo incubadas com esta solu¢ao a 10% em meio de cultura por 4 horas a 37 ° C em
atmosfera umida contendo 5% de CO» e 95% de ar atmosférico. Apos esse periodo, as culturas
foram lavadas com 1 mL de PBS aquecido. Em seguida, foi adicionado 1 mL de solucao de
1sopropanol acida (100 mL de isopropanol e 134 pL de HCI) a cada pogo sob agitagdo durante
5 min, para solubilizacdo completa do precipitado formado. Aliquotas de 200 uL foram
removidas dos pocos e transferidas para uma placa de 96 pogos para medigao colorimétrica em

um espectrofotdometro (570 nm; pQuanti, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA).

Aos 7 dias, foi realizado um teste para avaliacdo qualitativa da atividade ALP,
empregando marcador Fast Red. O meio de cultura foi removido e os pog¢os foram lavados com
solucao de PBS (solucdo salina tamponada com fosfato, Invitrogen) aquecida a 37 °C. Foi
adicionado 1 mL / pogo de solugao tampao Tris 120 mM (Sigma-Aldrich) com pH 8,4, contendo
1,8 mM Fast Red TR (Sigma-Aldrich), 0,9 mM naftol-ASMX-fosfato (Sigma-Aldrich) e 1:9 de
dimetilformamida (Merck KGaA, Darmstadt, HE, DE) e as placas foram mantidas por 30 min
em uma atmosfera imida contendo 5% de COz e 95% de ar atmosférico. As imagens foram
obtidas em microscopio invertido trilocular, por fluorescéncia direta (Led BGU-UV Trinocular,

Digilab, Piracicaba, SP, BR), com camera digital Nikon acoplada.

Aos 14 dias, as culturas foram lavadas em solucao de PBS (Invitrogen), fixadas em alcool
etilico 70% a 4°C por 60 min e lavadas em PBS (Invitrogen) e 4gua bidestilada. Posteriormente,
foram corados com vermelho de Alizarina 2% (Sigma-Aldrich), pH 4,2 a temperatura ambiente
(RT) por 15 minutos, novamente lavados com PBS (Invitrogen), agua deionizada e as placas
foram deixadas secar em temperatura ambiente (= 25 °C). As imagens macroscopicas dos pogos
foram obtidas em um estereomicroscopio MZ6 (Leica, Wetzlar, LD, DE), em aumento final de
8X, usando uma camera DC300 F (Leica) com resolugdo de 1,3 Mega Pixel. A quantificagdo
bioquimica da mineralizagao foi realizada pelo método colorimétrico, em que 360 uL de acido
acético a 10% foram adicionados a cada pogo e a placa foi levada ao agitador por 30 min em

temperatura ambiente (= 25 °C). O contetido de cada pogo foi transferido para tubos Eppendorf
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(Eppendorf, Hamburg, HA, DE) e posteriormente aquecido a 85 °C por 10 min e,
posteriormente, mantido em gelo por 5 min. Os tubos foram centrifugados a 10.500 rpm, a 23
°C, por 15 min. Em seguida, 100 pL. do sobrenadante, formado apds o processo de
centrifugacdo, foram transferidos para um novo conjunto de tubos Eppendorf (Eppendorf). Em
seguida, 40 pL. de hidréxido de amonio a 10% foram adicionados para neutralizar o acido, e
todo o contetdo (140 pL) foi transferido para uma placa de 96 pogos (Corning Inc.). A

absorvancia foi medida usando um espectrofotometro (405 nm, Epoch 2).

Os dados quantitativos foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
seguido do pods-teste de Student-Newman-Keuls, quando apropriado (o = 5%), analisados por

meio do SigmaPlot (Systat Software Inc., SJ, EUA).

4.4.2.3 Avaliacdo de neoformacdo ossea

Para esta etapa do trabalho os grupos experimentais avaliados foram: a) Grupo CH, b)
Grupo CH-7,5BG (CH7,5 p% BGS58S), c¢) Grupo CH-7,5BG/Sr (CH-7,5%p de BG58S-1%p de

SrO). Os materiais foram usados na forma de uma pasta injetavel contendo 74%-p de sélidos.

4.4.2.3.1 Procedimento cirurgico

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Odontologia do Campus de Sao Jos¢ dos Campos/UNESP e foi realizado de acordo com os
Principios Eticos para a Experimentagdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (CONCEA) aprovado sob o numero 19/2020. Esse trabalho também
seguiu as diretrizes preconizadas pelo ARRIVE (Animal Research Reporting of In Vivo

Experiments) (Percie Du Sertid et al., 2020).

Nove ratos Wistar, com 90 dias e pesando cerca de 300g, foram usados neste estudo. Os
animais provenientes do Biotério Central da Unesp, situado em Botucatu, permaneceram
durante o experimento no Biotério do ICT/UNESP em gaiolas onde receberam agua e ragdo ad
libitum. O ambiente foi cuidadosamente monitorado para manter a temperatura em torno de
20°C e a umidade em 55%. Os testes foram iniciados apds 15 dias de adaptagdo ao ambiente,

com ciclos diarios alternando 12 horas correspondentes ao periodo de luz e ao periodo noturno.

Previamente a cirurgia, os animais foram pesados e anestesiados por via intraperitoneal
pela combinagdo dos farmacos cloridrato de xilazina 10 mg/kg (Anasedan® - Vetbrands, Jacarei

- Brasil), substancia sedativa e relaxante muscular; e Cloridrato de Ketamina 100 mg/kg
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(Dopalen® — Vetbrands, Jacaréi - Brasil) de acordo com o Guia de Procedimentos do Biotério

— ICT/UNESP.

ApOs a anestesia dos animais, os locais cirargicos dos fémures direito e esquerdo foram
submetidos a tricotomia e a antissepsia com solugdo de alcool iodado. A incisdo foi realizada
com lamina de bisturi nimero 15 na regido correspondente a face medial destes. Os tecidos
foram divulsionados para expor a cortical onde foi realizado o defeito critico com broca
cilindrica de 4,0 mm sob irrigagdo abundante e continua com solug¢ao fisiologica, visando evitar
0 aquecimento decorrente do atrito da broca com o 0sso. Os animais foram subdivididos sendo
que 3 ratos no total de 6 defeitos foram preenchidos por cada grupo de biomaterial estudado. O
material de preenchimento foi escolhido aleatoriamente pelo método de sorteio e o animal foi

marcado.

o

Apds o preenchimento, os tecidos foram reposicionados e suturados com fio de seda n
4 (Ethicon/Johnson & Johnson). Novamente foi realizada antissepsia com alcool iodado. Ao
término da cirurgia, foi administrado um farmaco analgésico cloridrato de tramadol, 8-10
mg/kg, por via oral, a cada 12 h, durante 05 dias apos a cirurgia. Foi administrado também o
antibiotico Pentabiotico 0,01 mL/ 100g via intramuscular, imediatamente ap6s a cirurgia € apos
5 dias. Ap0s a cirurgia, os ratos foram colocados em gaiolas, com ragao e agua ad libitum, em

ambiente com exaustao de ar, e monitorados até o prazo da eutanasia de 4 semanas.

O método de eutanasia foi por meio de dose excessiva da solucdo anestésica, na qual foi
administrada tripla dose da solu¢do anestésica anteriormente citada via intramuscular, seguida
de guilhotina. Apds a eutanasia, os fémures foram acondicionados por um periodo minimo de

48 horas no formol. A Figura 11 apresenta as etapas do procedimento cirurgico.
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Figura 11— Procedimento cirtirgico: A) mesa cirargica; B) tricotomia da regido; C) incisdo; D) fémur
direito exposto com os tecidos divulsionados; E) defeito 6sseo confeccionado; F) cimento preparado;
G) injetabilidade do cimento no defeito 6sseo; H) Tecidos reposicionados e suturados

Fonte: elaborada pelo autor.
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4.4.2.3.2 Anadlise histologica e histomorfométrica

As amostras foram preparadas para analise histoldgica convencional pelo método de
descalcificagdo apds o periodo minimo de fixagdo da pega no formol a 10% por 48 horas. A
seguir, as amostras foram colocadas no acido féormico a 20% por cerca de 40 dias para que
ocorresse a descalcificagcdo. Posteriormente foram lavadas em agua corrente por 20 minutos, €
submetidas a concentragdes crescentes de alcool (70%, 90% e 100%), em seguida foram
imersas em xilol para o processo de diafanizacdo. Finalmente as pecas, previamente
identificadas, foram incluidas em parafina utilizando moldes individuais. Posteriormente, as
pecas foram submetidas a cortes semi-seriados de 5 pm com o micrétomo automatico, situado
no laboratorio Centro de Biociéncias Aplicado a Pacientes com necessidades Especiais
(CEBAPE) no Departamento de Biociéncias e Diagnostico Bucal do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Sao José dos Campos (ICT / Unesp). Os cortes foram corados com hematoxilina
e eosina, e para finalizagdo foram selados com entellan e laminula no Laboratorio de Tecido
Osseo, também situado no mesmo Instituto e Departamento.

A andlise histomorfométrica foi realizada utilizando imagens de cortes histologicos
realizados na area do defeito 6sseo na qual houve a inser¢ao do biomaterial. O software Image
J (National Institutes of Health, Bethesda, MD) foi utilizado para quantificar a proliferagcdo de

tecido 0sseo na interface com o biomaterial.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Vidro bioativo BG58S

Neste trabalho foi avaliada a influéncia de algumas variaveis do processo sol-gel sobre
as caracteristicas do p6 de vidro bioativo obtido, como apresentado na Tabela 4. Este estudo
envolveu a varia¢io Razdo (R) Agua/TEOS, a mudanca do precursor de fosforo (TEP ou AF),
0 uso ou nao de um agente de gelificacdo, além da variacdo da concentragcdo desse agente de
gelificacdo quando ele foi empregado para diminuir o tempo de formagao do gel.

A variagao dessas condigOes de sintese teve como meta a obtencao do BG58S com
composi¢do quimica mais proxima possivel da composicdo nominal, tamanho de particula
menor que o das particulas do CH e baixa cristalinidade.

De acordo com BBBB (BBB,) 0 aumento da razio de Razdo (R) Agua/TEOS ¢é um fator
determinante do tamanho das particulas do BG58S, porém, razdes maiores que 13 podem levar
a diminuicdo da velocidade da reacdo de forma extrema. A ideia de se empregar o acido
fosforico como agente precursor foi uma tentativa de minimizar o custo na obtengao do BG58S,
ja que o TEP ¢ um reagente de elevado valor comercial. O uso de uma acelerador de geleificagao
¢ bastante interessante porque diminui o tempo de formacao do gel drasticamente, de horas para
apenas poucos minutos.

Os resultados quanto a distribuicdo de tamanho de particulas dos pos obtidos, sdo

apresentados na Figura 12.
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Figura 12— Analise da distribui¢do de tamanho de particulas para os pds de vidro bioativo 58S
produzidos de acordo com as condi¢des da Tabela 4.
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Fonte: o autor

Para que haja um bom empacotamento entre as particulas do vidro bioativo e as
particulas do cimento de aluminato de calcio homogéneo (CH), as particulas do vidro bioativo
(BG) devem ser menores que as particulas do CH, as quais possuem diametro médio igual a 8
um (SALOMAO et al., 2010). Analisando-se a Figura 11, podemos perceber que o vidro
bioativo obtido com TEP 2M R13 apresenta mais de 50% das particulas com tamanho inferior
a 10 um, obtendo particulas com diametro médio Dso = 4 um o que deve favorecer o

empacotamento entre as particulas resultando em maior resisténcia mecanica da blenda CH-

BG.

Os po6s de vidro bioativo (BG) sintetizados de acordo com as condi¢des apresentadas na
Tabela 5 também foram submetidos a analise por Difragdo de raios X e os resultados sdo

apresentados na Figura 13.
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Figura 13 — Difratogramas de raios X dos p6s de vidro bioativo 58S sintetizados empregando (a) acido
fosforico (AF) ou (b) trietilfosfato (TEP) como precursor de fosforo (P).
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Fonte: o Autor

Os resultados apresentados na Figura 13 indicam que os pds apresentam baixo grau de
cristalinidade. De acordo com a literatura, quanto mais amorfo for o vidro bioativo maior sera

a sua bioatividade (HENCH; WILSON, 1993).

Os pos de vidro bioativo (BG) sintetizados também foram avaliados quanto a
composi¢do quimica por meio da técnica de espectrometria de raios X por dispersao de energia

(EDS), como apresentado na Tabela 7.
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Tabela 7 — Composig¢do quimica (analise EDS) dos vidros bioativos 58S sintetizados variando algumas

condigdes do processo sol-gel.

Composicao nominal 58%Si07 33%Ca0 9%P205
TEP-SA (R=7,85) 49,19-50,17 43,40-43,44 6,90-6,92
TEP-1M (R=7,85) 63,95-64,29 30,80-31,20 4,83-4,91
TEP-2M (R=7,85) 67,15-67,79 26,04-27,22 5,84-5,97

TEP-2M (R=13) 57,28-57,96 32,49-33,59 9,52-9,56
AF-AS (R=7,85) 56,20-56,94 34,51-34,81 8,59-8,93
AF-1M (R=7,85) 56,51-59,07 33,38-35,14 7,66-8,24
AF-2M (R=7,85) 55,20-56,94 33,51-34,81 7,59-8,93

AF-2M (R=13) 53,20-56,94 31,51-34,81 6,59-8,93

Analisando-se os resultados da Tabela 7, pode-se perceber que os valores para a
composi¢do quimica do vidro bioativo 58S obtido empregando-se TEP e hidroxido de amdnia
2 M, com razdo de agua/TEOS igual a 13, foi o que mais se aproximou dos valores da

composi¢ao nominal.

Considerando que essa condigdo de sintese (TEP-2M, R13) apresentou composicao
quimica mais proxima a composi¢ao nominal e distribuicdo de tamanho de particulas mais
adequada e baixa cristalinidade, este foi o p6 de vidro bioativo escolhido para a producao das
blendas com cimento de aluminato de calcio homogéneo (CH) contendo ou nao estroncio. A

partir de agora, essa condi¢do de sintese passa a ser denominada apenas como BGS5SS.

5.2 Blendas de CH e BG58S sem 6xido de estroncio (SrO)

Ap0s a selecao do vidro bioativo com as melhores condi¢des de sintese, foi avaliada a
influéncia da adicdo de vidro bioativo (BG58S) em algumas propriedades do cimento de
aluminato de célcio. Os resultados da caracterizacao da densidade tedrica ou real, propriedades
mecanicas e porosidade aparente foram registados para misturas de cimento de aluminato de
calcio contendo vidro bioativo (5, 7,5 e 10% em peso) e sdo apresentados na Figura 14. E
possivel notar que a adicdo do pd de BG-58S ao cimento homogéneo (CH) influencia

significativamente suas propriedades mecanicas.
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Figura 14- (a) Densidade tedrica ou real; (b) microdureza; (c) resisténcia & compressdo uniaxial depois
do tratamento com SBF e (d) porosidade aparente antes e depois do tratamento com SBF para as blendas
formadas pelo CH e diferentes porcentagens de BG.
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Fonte: O autor

Os resultados apresentados na Figura 14a mostram que a adicdo de BG ao CH nao
apresenta diferencgas significativas em comparacdo com a densidade teorica de CH puro,
independentemente do conteido de BG. As blendas apresentaram valores médios superiores
em relagdo ao tecido Osseo esponjoso (1,25 g/em?®) e tecido Osseo cortical (1,92 g/cm?)

(NAKAO et al., 2019).

Analisando os resultados encontrados para microdureza, Figura 14b, pode-se observar
que o CH tem sua microdureza melhorada ao se adicionar 7,5% de BG (com significancia
estatistica), indicando que houve uma boa adesdao de BG na matriz de cimento. A adicao de
niveis mais elevados de BG levou a uma redugdo na microdureza. A composi¢ao com 10% de
BG tornou-se mais viscosa € mais BG foi notado na superficie das amostras, portanto o teste de
microdureza que avalia a resisténcia a uma deformacgao plastica localizada pode ter sido mais

influenciado pela fase de vidro adicionada, o qual apresenta menor resisténcia a compressao
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em comparagao com CH. Nesse caso, o valor obtido foi inferior ao verificado para os tecidos

cortical (44,60 MPa) e trabecular (44,66 MPa) (BALA et al., 2013).

Os resultados obtidos para a resisténcia a compressao uniaxial apds o tratamento com
SBF, Figura 14c, mostraram que o comportamento do CH (D50 ~ 8 pm) melhorou
significativamente com a adicao de BG (D50 ~ 4 um). A presenca de duas ou mais matérias-
primas em uma mistura a base de cimento afeta as propriedades reoldgicas e 0 empacotamento
de particulas do sistema. Pos finos tendem a preencher os vazios entre as particulas maiores da
mistura, diminuindo o nivel de porosidade das amostras preparadas, dependendo das
caracteristicas e do teor dos aditivos incorporados no cimento de aluminato de calcio. Assim, a
blenda CH-10% de BG apresentou diminui¢ao na porosidade aparente antes do tratamento com
SBF (Figura 14d). As blendas 7,5% de BG (55 MPa) e 10% de BG (50 MPa) tiveram
compressao uniaxial proxima ao menor valor registrado para o osso cortical humano com

compressao uniaxial na faixa de 52-196 MPa (HAVALDAR et al.; CESAR et al., 2017).

E importante que o biomaterial utilizado para o reparo 6sseo apresente resisténcia
mecanica proxima ao 0ssO para suportar os mesmos niveis de estresse. A concentragao de
tensdes acima do limite do material pode causar defeitos como microfraturas e,
consequentemente, favorecer a proliferagdo bacteriana, infiltracao e deslocamento do material.
Os aumentos observados na resisténcia dessas misturas também podem ser correlacionados a
queda significativa na porosidade aparente observada apos o tratamento com SBF, conforme

mostrado na Figura 14d.

De acordo com estudos anteriores (QUERIDO et al.,2016; OLIVEIRA et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2018) a queda significativa da porosidade aparente observada apds o
tratamento com SBF pode ser explicada pela presenca de precipitados na superficie dos
materiais. Assim, o mesmo efeito deve ter ocorrido para o CH puro e as misturas com BG no
presente trabalho. A interagdo desses biomateriais com os ions disponiveis na solucao de SBF
promove a formacgao de precipitados, que recobrem a superficie dos materiais e preenchem os
poros, reduzindo sua porosidade aparente. Este efeito foi mais significativo para a mistura 7,5%

de BG em comparacao com 10% de BG.

Este comportamento pode estar associado ao fato da blenda CH-10% de BG apresentar
menor porosidade antes do SBF e consequentemente menos poros a serem preenchidos pelos
precipitados.

Outra consequéncia observada por esses autores ¢ que o tamanho geral dos poros dos

biomateriais € menor apos o tratamento com SBF quando comparados aos materiais colocados
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apenas em contato com a agua. Os resultados da distribuicao de tamanho dos poros (dV/dlogd)

sem ou com o tratamento com SBF para misturas de cimento de aluminato de calcio contendo

vidro bioativo (5, 7,5 e 10% em peso) sao mostrados na Figura 15. Todas as amostras mostraram

porosidade aparente reduzida e didmetro de poro menor apos o tratamento com SBF indicando

a formagao de precipitados que fecham os poros. Apos o tratamento com SBF, poros maiores

que 0,2 pum nao sao mais observados.

Figura 15- Distribui¢go de tamanho de poros (a) sem e (b) com tratamento com SBF para blendas
formadas com cimento de aluminato de calcio (CH) com diferentes quantidades de vidro bioativo (BG).
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1974 ¢ 75 % de teor solidos sdo apresentados nas Figura 16 el7, respectivamente.
Observa-se que o aumento da viscosidade esta relacionado a diminui¢ao da injetabilidade,

conforme ha aumento no teor sélido das suspensdes.

A trabalhabilidade das suspensdes de CACH-BG também ¢ apresentada na Figura 18. De
modo geral, pode-se dizer que a adicdo de BG58S ao CH permitiu um leve aumento nos valores

de trabalhabilidade quando se comparado ao CH puro.

Figura 16- Viscosidade das suspensdes de CH com a adicdo de 5%, 7,5% e 10%-p de BG58S
contendo 73, 74 e 75 %-p de teor solido, avaliados a uma taxa de cisalhamento de 50s™'.
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Figura 17- Injetabilidade das suspensdes de CH com a adigdo de 5%, 7,5% e 10% de BG58S a 73, 74
e 75 % p de teor solido.
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Figura 18- (a) Trabalhabilidade das suspensoes de CH-BG com 74 % de teor solido avaliado por
teste oscilatorio (G’ x tempo).
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5.3 Blendas de CH e BG58S com 1%-p de éxido de estroncio (SrO)

Esta etapa do presente estudo teve como foco os testes de bioatividade e cultura de
células nas blendas CH-BG 1%-p de 6xido de estroncio. As blendas formadas apenas por CH
e BG58S também foram ensaiadas para que pudesse ser realizado um estudo comparativo e,
assim verificar a influéncia ou ndo do oOxido de estroncio (SrO) na intensificacdo da
bioatividade. A presenga de precipitados na superficie dos materiais devido a reagdo entre suas
superficies com os ions disponiveis na solu¢do de SBF indica sua bioatividade. Bioatividade ¢
definida como a capacidade do material de gerar uma camada de hidroxiapatita carbonatada em

sua superficie, a fim de induzir fortes ligacoes interfaciais com tecidos vivos (SEABRA, 2013).

A formacdao de precipitados na superficie da amostra pode ser observada nas
micrografias (MEV) conforme apresentado na Figura 19 para blendas a base de cimento de
aluminato de calcio homogéneo (CH) contendo diferentes teores de vidro bioativo (BG), sem
ou com tratamento com SBF. O tratamento com SBF promoveu alteragdes na superficie das

amostras em funcao do tempo quando comparadas as amostras antes do tratamento.
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Figura 19 - Micrografias eletronicas de varredura para as blendas de cimento de aluminato de calcio
homogéneo (CH) contendo diferentes teores de vidro bioativo (BG), sem ou com tratamento em SBF
por 1, 7 e 15 dias. As fraturas nas camadas recém-formadas foram causadas pelo processo de secagem
das amostras.
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Fonte: o autor

A formagao de uma camada superficial de precipitados apds a imersao em SBF ocorreu
principalmente para composi¢des com 7,5% em peso de BG a partir de 1 dia em SBF. Isso ¢
indicativo de que a adi¢ao de BG a CH melhorou sua bioatividade. O vidro bioativo (BG58S)
possui excelente bioatividade promovendo a ligacdo quimica aos tecidos dsseos por meio de
uma camada de apatita em sua superficie quando exposta a fluidos fisioldgicos (TENGJIAO et

al., 2017; KAUR et al., 2016; WU et al., 2010).

O vidro bioativo (BG58S) sofre uma sequéncia de reagdes quimicas quando imerso em
SBF, o que pode explicar seu mecanismo de bioatividade. No inicio, ocorre a rapida troca de
ions H" da solugao fisiologica por cations modificadores presentes em sua superficie ¢, dessa
forma, os grupos silica hidrolisam levando a formacao de ligagdes silanol (Si-OH) em sua
superficie. Em seguida, mais ligagdes silanol sdo formadas devido a hidrélise das ligagdes Si-
O-Si devido ao aumento do pH e ocorre a condensagdao e repolimerizacdo dos silandis

superficiais para formar uma camada superficial rica em SiO». Essa camada reage com os ions



74

Ca’?" ¢ PO4* que migram do material e do meio para a superficie, induzindo a formag¢io de uma
camada amorfa de fosfato de calcio. Por fim, ocorre a incorporacdo dos ions hidroxido e
carbonato do meio e essa camada amorfa cristaliza progressivamente em uma apatita
carbonatada reativa bioldgica (BUI et al., 2013; BALAMURUGAN et al., 2006; ISLAN et al.,
2017). Essa camada de hidroxiapatita carbonatada ¢ quimica e estruturalmente equivalente a
fase mineral O0ssea, favorecendo a ligagdo quimica entre o biomaterial ¢ o osso (SEABRA,

2013).

De acordo com a literatura, vidro bioativo (BG58S) também foi adicionado ao cimento
de aluminato de calcio (5, 7,5 ou 10% em peso) sendo verificado aumento na quantidade de
apatita formada ap6s imersao em SBF com o aumento da quantidade de BG, principalmente
devido 4 alta solubilidade da fase amorfa (GARCIA-ALVAREZ et al., 2019). Aglomerados de
um composto rico em Ca e P com morfologia esférica foram formados apoés 21 dias. O
composto formado foi identificado por DRX como hidroxiapatita (HA) nas amostras contendo
7,5 e 10% em peso de BG. A intensidade dos picos correspondentes ao HA aumenta a medida
que o conteudo de BG aumenta, indicando que o material se torna mais bioativo (GARCIA-

ALVAREZ et al., 2019).

As micrografias de MEV obtidas para blendas a base de cimento de aluminato de célcio
homogéneo contendo diferentes teores de vidro bioativo (BG58S) e 1% em peso de oxido
estroncio (SrO), sem ou com tratamento com SBF sdo apresentadas na Figura 20. Observa-se
que a adig¢ao de SrO na composicao nao influenciou significativamente na precipitacao de fases
promovida pela adicao de BG, mantendo a formag¢ao de uma camada superficial de precipitados
principalmente para blendas com 7,5 ¢ 10% em peso de BG e 1% em peso de estroncio (Sr) a

partir de 1 dia em SBF.
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Figura 20 - Micrografias SEM para as blendas de cimento de aluminato de calcio homogéneo (CH)
contendo diferentes quantidades de vidro bioativo (BG58S) e 1%p de 6xido de estroncio (SrO) sem ou
com tratamento em SBF por 1, 7 ¢ 15 dias. As fraturas nas camadas recém-formadas foram causadas
pelo processo de secagem das amostras.
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Fonte: O autor

A Tabela 8 mostra as andlises de EDS das superficies da mistura antes e depois da
interacao com SBF por 1, 7 e 15 dias. A formacao do composto rico em Ca e P na superficie,
que pode corresponder a apatita, pode ser indicada principalmente pelo aumento de P no
espectro de EDS apos SBF. Por outro lado, observa-se diminui¢dao no teor de aluminio, que ¢

um dos principais elementos quimicos encontrados no CH (substrato).
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Tabela 8 - Analises EDS para as superficies das blendas antes e depois do tratamento com SBF por 1,

7 e 15 dias.
Composicao quimica
(%-p)

CH
CH-1dia
CH-7 dias
CH-15 dias
CH-5BG

CH-S5BG-1dia
CH-5BG-7 dias
CH-5BG-15 dias
CH-7.5BG
CH-7.5BG-1 dia
CH-7.5BG-7 dias
CH-7.5BG-15dias
CH-10BG
CH-10BG-1 dia
CH-10BG-7 dias
CH-10BG-15dias
CH-SBG/Sr
CH-SBG/Sr-1 dia
CH-S5BG/Sr-7 dias

CH-SBG/Sr-15dias

57.3x0.5

58.6x0.4

62.1+2.5

S57.6x1.1

51.3+0.7

61.9+0.5

60.0£0.3

62.2+0.8

62.9+0.3

59.3+2.2

62.3x0.7

61.4+1.1

56.1+0.8

68.8+1.2

63.9x0.5

58.1+1.2

59.6x1.4

60.3+0.5

66.8+1.7

58.8+0.4

Al

20.2+0.8

16.0t1.4

21.2+¢2.7

3.3:0.6

153.6+0.4

12.0+0.4

1.4+0.4

3.4£15

24.3x0.2

3.2¢1.8

11.2+0.9

6.3x0.9

26.1+0.6

10.0+0.3

0.3x0.1

2.6%0.3

22.8%t1.6

15.6+1.4

10.4£11

4.6+£0.8

Si

3.2¢0.3

2.2¢0.2

0.4+0.2

1.7+0.2

0.6+0.1

0.6x0.1

0.6x0.2

0.4+0.1

0.8+0.1

3.4x0.2

0.3+0.1

1.0+0.2

3.5x0.6

7.5¢1.3

7.0£1.7

5.3x0.6

1.2+0.2

0.8+0.1

9.3+0.2

0.3x0.1

2.9+0.4

13.5+0.2

11.3+0.2

12716

7.6x0.5

10.8+x0.4

0.5+0.1

4.1+0.3

13.5%0.2

12.6+0.4

0.3x0.2

1.0+0.2

3.6x0.5

10.2+0.7

Ca

11.3+0.7

12.8+1.3

8.3t1.8

21.0+0.9

12.3+0.2

21.1+0.7

24.8+0.2

21.4+0.8

12.5%0.2

24.2+2.4

158.3x0.9

21.1x0.7

16.5£0.5

13.8+0.9

22.2+0.3

25.7+0.7

13.9+0.3

14.9+0.4

11.0+£1.0

19.7+0.6



77

Os espectros de FTIR das blendas de cimento de aluminato de calcio homogéneo (CH)
contendo diferentes teores de vidro bioativo (BG58S) e 1% em peso de 6xido de estroncio (SrO)

antes e apods a imersao em solugcdo de SBF em diferentes periodos de tempo sdo apresentados

na Figura 21.

Figura 21 - Espectros FTIR para as blendas de cimento de aluminato de calcio homogéneo (CH)
contendo diferentes teores de vidro bioativo (BG) (a) CH-5%BG58S; (b) CH-7,5%BG58S (c) CH-
10%BG358S e (d) CH-5%BG58S 1 %-p SrO (e) CH-7,5%BG58S 1 %-p de SrO, e (f) CH-10%BG58S e
1 %-p SrO sem e com tratamento em SBF por 1, 7 and 15 dias.
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As bandas em 1029 cm’!, 780 cm™ e 533 cm’' sdo atribuidas as vibragdes de

alongamento e balango das ligacdes Al — O do cimento hidratado (MAITRA et al., 2005). A
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banda em 1421-1433 ¢m™! corresponde ao alongamento da ligagdo C-O do COs?", resultante
da carbonatagcdo do aluminato hidratado. A exposi¢cdo das pastas de cimento ao ar resulta em
uma carbonatagao muito rapida.

Ap0s o tratamento com SBF, a intensidade do pico de PO4* em 1030 cm™' aumentou
indicando a formagdo da fase apatita (REZAEI et al., 2014) e os picos caracteristicos de CO3*
nos nameros de onda de 872 ¢ 1440 ¢cm™' também foram detectados devido a reatividade da
superficie das amostras com o CO; da atmosfera (WU et al., 2010; QIU et al., 2000; MACON
etal.,2017; LUZ; MANO, 2011). Por fim, a dissolugao e formagao do processo de apatita pode
ser verificada pelo aumento da intensidade do pico em 1030 cm! correspondente a PO,

Quando comparado com as misturas sem estroncio, a dissolu¢do na presenca de
estroncio é reduzida. A intensidade da banda correspondente ao grupo PO4*" no numero de onda
1030 cm™ que indica a formagdo da fase apatita ¢ menor para misturas com Sr principalmente
para os teores de 7,5 e 10% em peso de BG- 1% em peso de Sr apés 1 dia em SBF em
comparagdo com as amostras sem Sr. Isso mostrou que a presenca de estroncio nao inibiu a
formac¢do da camada de fosfato de célcio, mas retardou sua taxa de precipitacdo (EREIBA et
al., 2014).

A Figura 22 apresenta os padroes de XRD de blendas de cimento de aluminato de calcio
homogéneo (CH) contendo diferentes teores de vidro bioativo (BG) e 1% em peso de estroncio

(Sr) antes e depois da imersao em solugdo de SBF por 1 e 15 dias.
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Figura 22 - Difratogramas XRD para as blendas de cimento de aluminato de calcio homogéneo (CH)
contendo diferentes porcentagens de vidro bioativo (BG) sem e com 1 %-p de estroncio (Sr) apds
tratamento em SBF por 1 e 15 dias.
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Apo6s imersao em SBF, as blendas apresentaram a presenca de gibbsita (AI(OH)3), e
principalmente evidéncias da formacdo de carbonato de calcio cristalino. Nos ultimos anos, a
sintese de CaCOs; foi estudada em detalhes devido as suas aplicagdes ortopédicas,
medicamentosas e biomédicas. Particulas esféricas de CaCOs; apresentaram rapida penetragao
em fibroblastos humanos e ndo apresentaram citotoxicidade (ORAL; ERCAN, 2018). A
identificacdo da fase de fosfato de célcio precipitado ndo pode ser feita com precisdo
possivelmente por se tratar de uma fase amorfa.

Os resultados da analise qualitativa da viabilidade celular em culturas de células pré-

osteoblasticas expostas aos extratos das blendas por 72 horas sdo apresentados na Figura 23.
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Figura 23 - Viabilidade celular em cultura de células pré-osteoblasticas expostas aos extratos das blendas
de cimento de aluminato de calcio homogéneo (CH) contendo diferentes teores de vidro bioativo (BQG)
e estroncio (Sr) em concentragdes de 12.5%, 25% and 50% e na auséncia (controle) por 3 dias. As
marcacdes em verde indicam viabilidade celular e as em vermelho, indicam células mortas. Barra de
escala=200 pm.
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Fonte: o autor

As células vidveis foram marcadas com fluorescéncia verde, enquanto as células mortas
foram marcadas com fluorescéncia vermelha. A predominancia de células vidveis foi detectada

em todos os grupos experimentais. Na comparacdo entre grupos de mesma concentragdo, em
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12,5%, 25% e 50%, notou-se ligeira queda na densidade celular nos grupos CH e CH-10BG,
enquanto os demais grupos apresentaram densidades celulares semelhantes ao controle.

A viabilidade/citotoxicidade também foi avaliada quantitativamente por meio da
atividade mitocondrial apds 48 e 72 horas de exposi¢do aos extratos das blendas, utilizando o
ensaio colorimétrico MTT, conforme apresentado na Figura 24. Apds 48 horas de exposigao,
niveis semelhantes de viabilidade celular foram detectados no controle e em todos grupos,
independentemente da concentragdo utilizada (Kruskal Wallis / SNK; p> 0,05).

Ap6s 72 horas, o ensaio de MTT ndo revelou diferencas estatisticas para os valores de
viabilidade celular entre os grupos nas concentragdes de 12,5% e 25% (Kruskal Wallis / SNK;
p> 0,05). No entanto, na concentracao de 50%, foram detectadas diferencas significativas entre
os valores de viabilidade celular obtidos nos grupos: Controle> CH-10BG/Sr> CH-7,5BG =
CH> CH-10BG = CH-7,5BG/Sr = CH- 5BG Sr = CH-5BG (Kruskal Wallis / SNK; p <0,05).
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Figura 24 - Teste de viabilidade celular (MTT) em culturas de células pré-osteoblasticas expostas aos extratos
das composi¢des de cimento de aluminato de calcio homogéneo (CH) contendo diferentes teores de vidro
bioativo (BG) e estroncio (Sr) em concentragdes de 12,5%, 25% e 50% e na sua auséncia (controle) for 48 e
72 horas. As letras diferentes para as amostras (50%, 72 h) indicam diferengas significativas entre os grupos
na mesma concentragdo (Kruskal Wallis/SNK, p<0.05). Para todos os outros resultados ndo houve diferenca

estatistica.

% related to Control

% related to Control

160

140

120

100

80

60

40

20

120

100

80

60

40

20

Cell Viability - 48 hours

12.5%

25%
% extract in culture medium

Cell Viability - 72 hours

50%

12.5%

25%
% extract in culture medium

Fonte: o autor

50%

H Control

ECH

B CH-5BG

B CH-7.5BG

B CH-10BG
CH-5BG/Sr

B CH-7.5BG/Sr
CH-10BG/Sr

H Control

mCH

B CH-5BG

H CH-7.5BG

B CH-10BG
CH-5BG/Sr

® CH-7.5BG/Sr
CH-10BG/Sr

A diminui¢ao da viabilidade celular observada em culturas expostas a dilui¢ao de 50%

do meio de cultura pode ser explicada, pelo menos em parte, pelo aumento da concentracao de

ions célcio e hidroxilas no meio de cultura, resultando em aumento do pH do microambiente
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celular; na verdade, niveis muito elevados de célcio podem promover a morte celular por
apoptose ou necrose (ORRENIUS et al., 2003).

Letras diferentes nas amostras (50%, 72 h) indicam uma diferencga significativa entre os
grupos na mesma concentracdo (Kruskal Wallis / SNK, p <0,05). Para todos os outros
resultados, nao houve diferenga estatistica.

As Figuras 25 e 26 mostram os resultados obtidos para a avaliagdo qualitativa da
atividade de ALP apos 7 dias e formagao de nddulo mineralizado apds 14 dias, respetivamente.

A quantificagdo bioquimica da mineraliza¢do no dia 14 ¢ mostrada na Figura 27.
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Figura 25 - Atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP) em cultura de células pre-osteoblasticas
expostas aos extratos das composigdes de cimento de aluminato de calcio (CH) contendo diferentes
teores de vidro bioativo (BG) e estroncio (Sr) em concentragdes de 12,5%, 25% e 50% e na sua auséncia
(controle) apds 7 dias. Barra de escala = 200 pum.
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Figura 26- Aspectos macroscopicos da marcagdo com alizarina em culturas osteoblasticas de MC3T3-
E1 expostas aos extratos das composi¢des de cimento de aluminato de calcio (CH) contendo diferentes
teores de vidro bioativo (BG) e estroncio (Sr) em concentragdes de 12,5%, 25% and 50% e em sua
auséncia (controle) apos 14 dias. Barra da escala =200 um.
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Figura 27 - Quantificac@o bioquimica da mineralizagdo em culturas de células osteoblasticas MC3T3-
E1 expostas aos extratos das composi¢des de cimento de aluminato de calcio homogéneo (CH) contendo
diferentes teores de vidro bioativo (BG) e estroncio (Sr) em concentragdes de 12,5%, 25% and 50%
apos 14 dias. As letras diferentes entre as amostras indicam uma diferenca significativa entre os grupos
de mesma concentragdo (Kruskal Wallis / SNK, p <0.05).
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A partir da avaliagdo qualitativa da atividade da ALP pela marcacao Fast Red, foram
encontradas colOnias positivas para a atividade da enzima fosfatase alcalina em todos os grupos
experimentais expostos aos extratos de cimento, apresentando aspectos macroscopicos
semelhantes aos do controle (Figura 25).

Ao final de 14 dias, a marcagdo dos depositos de calcio por vermelho de alizarina
revelou diferencas significativas para o potencial osteogénico dos diferentes cimentos testados
(Figura 22). Os aspectos morfoldgicos revelaram areas positivas para depositos de célcio em
todos os grupos de cimento nas concentracdes de 12,5% e 25%, principalmente para CH-
7.5BG/Sr (12,5%) e CH-7.5BG (25%). Em 50%, houve queda na marcacdo do vermelho de
alizarina em todos os grupos de cimento, exceto pelo CH-10BG/Sr, que manteve aspectos
macroscopicos semelhantes aos do controle.

Em uma analise quantitativa do teste de mineralizagdo da matriz extracelular (Figura
23), foi revelado que para a concentragao de 12,5%: CH-7.5BG/Sr> CH -5BG = CH - 5BG/Sr
= CH -7.5BG = CH - 10BG = Controle = CH -10BG/Sr> CH (Kruskal Wallis / SNK; p <0,05).
A 25%: CH -7,5BG> CH -7,5BG/Sr = CH -10BG/Sr = CH -5BG/Sr = CH -10BG = CH -5BG>
Controle = CH (Kruskal Wallis / SNK; p <0,05). A 50%: CH-10BG/Sr = Controle = CH -10BG
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= CH > CH - 7,5BG/Sr> CH -5BG/Sr = CH -7,5BG> CH -5BG (Kruskal Wallis / SNK; p
<0,05).

Os achados de diferenciacdo celular revelaram que todas as blendas permitiram o
desenvolvimento do fenotipo osteoblastico, uma vez que as culturas foram positivas para
atividade de ALP e depodsitos de mineralizagdo da matriz. A partir dos dados de mineralizagao,
observou-se que a inclusao de BG-58S e Sr no CH promoveu o processo de osteogénese,
principalmente para os grupos CH -7,5BG, CH -7,5BG/Sr e CH-10BG/Sr, com aumento na
formacgdo de matriz mineralizada em relacao ao CH.

Sabe-se que quando o BG entra em contato com fluidos fisiologicos, ocorre a dissolugao
da superficie e fons sdo liberados no meio. Assim, os efeitos dessas formulagdes na
mineraliza¢do da matriz podem estar relacionados tanto ao ion Ca®>* quanto ao Sr>*. Pequeno
aumento nos niveis fisiologicos de célcio tem efeitos positivos na diferenciagdo osteoblastica
(CASTRO-RAUCCI et al., 2011; DVORAK; RICCARDI, 2004; NARITA et al., 2010;
MATSUMOTO et al, 2013). Em geral, estudos anteriores descrevem que a presenca de Sr?*,
tanto in vivo quanto in vitro, promove a formag¢ao de nddulos 6sseos, aumento da massa ossea
e consolidacao do calo 6sseo acelerado (ALMEIDA et al., 2016; AMMAN et al., 2004; LI et
al., 2010). O beneficio causado pela adicao de Sr as formulagdes poderia ser explicado, pelo
menos em parte, pela presenca de receptor sensivel ao célcio nos osteoblastos. Esses receptores
podem ser ativados por ions divalentes, como calcio e estroncio, resultando na ativagcdo do
metabolismo 6sseo (ALMEIDA et al., 2016; COULOMBE et al., 2004; CAVERZASIO, 2008;
CHATTPADHYAY etal., 2007, CAUDRILLIER et al., 2010; YAMAGUCHI, 2008).

Por fim, nas andlises histologicas, observadas em microscopio optico (MO), foi possivel
verificar a neoformacao dssea na interface com os diferentes materiais, sendo que este tecido
exibiu aspecto de normalidade como verificado nas figuras de 28 a 33. Na andlise histologica
descritiva foram observados os aspectos do desenvolvimento da reparacao 0ssea, avaliando-se a
neoformacao Ossea e o arranjo das trabéculas 0sseas imaturas constituidas por osteoblastos na
periferia e ostedcitos preenchendo as lacunas. Notou-se também a presenca de linhas reversas

que refletem a atividade de remodelagao ossea.
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Figura 28— Fotomicrografia em MO observada no grupo CH-7,5BG ampliado 2,5x. Detalhe da figura
anterior da area de defeito 6sseo: local preenchido inicialmente pelo biomaterial (%), tecido dsseo
neoformado (mp) e tecido dsseo pré-existente (A ).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 29— Fotomicrografia em MO observada no grupo CH-7.5BG ampliado 10x. Detalhe da figura
anterior da area de defeito 6sseo: local preenchido inicialmente pelo biomaterial (* ), tecido 6sseo

neoformado (.) e tecido 0sseo pré-existente ( A).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 30 — Fotomicrografia em MO observada no grupo CH-7.5BG/Sr ampliado 2,5x. Fotomicrografia
em microscopio optico da area de defeito 6sseo: local preenchido inicialmente pelo biomaterial ( ),

tecido 6sseo neoformado (‘) e tecido dsseo pré-existente ( A ).

Fonte: O autor

Figura 31 - Fotomicrografia em MO observada no grupo CH-7.5BG/Sr ampliado 10x. Fotomicrografia
em microscopio optico, detalhe da Figura 30 da area de defeito dsseo: local preenchido inicialmente pelo

biomaterial (*), tecido 6sseo neoformado (.) e tecido dsseo pré-existente ( A).

Fonte: o autor.
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Figura 32- Fotomicrografia em MO observada no grupo CH ampliada 2,5x. Fotomicrografia em
microscopio optico da area de defeito dsseo: local preenchido inicialmente pelo biomaterial ( , tecido

6sseo neoformado (‘) e tecido 0sseo pré-existente ( A).

Fonte: o autor.

Figura 33 - Fotomicrografia em MO observada no grupo CH ampliada 10x. Fotomicrografia em
microscopio optico, detalhe da figura anterior da area de defeito dsseo: local preenchido inicialmente

pelo biomaterial ( *), tecido 6sseo neoformado (’) e tecido dsseo pré-existente ( A ).

Fonte: o autor

Os resultados apresentados na Figura 34 referem-se a neoformagao 6ssea na interface
da regido de insercao do biomaterial produzido com os materiais CH e suas blendas (vidro

bioativo e vidro bioativo mais estroncio).
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Foi possivel verificar a neoformacdo Ossea na interface com os diferentes materiais
empregados, sendo que o tecido formado exibiu aspecto de normalidade. Na anélise histologica
descritiva foram observados os aspectos do desenvolvimento da reparagdo Ossea, verificando-
se que a neoformacao 0ssea € o arranjo das trabéculas dsseas imaturas preencheram as lacunas.
A presenca de linhas reversas observada, ¢ um indicativo da atividade de remodelacdo dssea.
A andlise histomorfométrica realizada utilizando imagens de cortes histologicos realizados na
area do defeito 6sseo na qual houve a insercao do biomaterial, revelou que a neoformagao dssea
foi maior no defeito 6sseo preenchido com CH/7,5%p BG58S e 1%-p de SrO. Entretanto, ndo

foi observada diferencga estatistica entre os grupos (p>0,05).

Figura 34 — Grafico de médias e desvio padrao (+) dos dados obtidos da neoformacdo Ossea (%) na
interface com os biomateriais CH, CH-7.5BG e CH-7.5BG/Sr.

Neoformagao ossea

40 -
<
~ 30.,
£
S
8 20- -
c
O
3 10 -
o
0- 1 T

CH  CH-7.5BG CH-7.5BG/Sr

Fonte: O autor.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo avaliou a influéncia da adicdo de BG em algumas propriedades do
cimento homogéneo de aluminato de calcio (CH). A adi¢ao de BG a CH tem pouco efeito sobre
a densidade teorica de CH puro, independentemente do conteudo de BG. Por outro lado, a
adicao de BG ao CH influencia principalmente suas propriedades mecanicas. A resisténcia
mecanica do CH aumenta com a adi¢ao de BG devido ao melhor empacotamento das particulas,
o que diminui a porosidade aparente antes do tratamento com SBF (10% em peso de BG). No
entanto, a adi¢do de niveis mais elevados de BG levou a uma redu¢ao na microdureza. Assim,
pode-se sugerir que a blenda com 7,5% em peso de BG ¢ a mais promissor resultando em menor
porosidade aparente e tamanho de poro devido a presenga de precipitados na superficie dos
materiais em SBF. Além disso, as blendas com 7,5% em peso de BG sem e com Sr foram mais
bioativas do que CH puro devido a precipitacao de uma fase amorfa altamente soluvel a partir
de 1 dia em SBF, conforme confirmado por meio de SEM/EDS. As analises de FTIR indicam
a formacdo da fase apatita por meio do aumento da intensidade da banca correspondente ao
grupo PO4* apos o tratamento com SBF e que a presenca de estroncio ndo inibe a formagio da
camada de fosfato de célcio, mas retarda sua taxa de precipitacdo. No entanto, a fase de
carbonato de calcio cristalino € principalmente identificada por DRX porque provavelmente a
fase de fosfato de calcio precipitado ¢ uma fase amorfa. Todas as blendas permitem o
desenvolvimento do fenotipo osteobldstico, uma vez que as culturas foram positivas para
atividade de ALP e depdsitos de mineralizacao da matriz. A formacao da matriz mineralizada
aumenta devido a inclusdao de BG e Sr no CH promovendo o processo de osteogénese. Com
relagdo aos testes in vivo, a analise histomorfométrica indica que a neoformacao dssea € maior
no defeito 6sseo preenchido com CH-7.5BG/Sr.

Com base nos resultados obtidos durante a realizacdo desse trabalho, existem forte
indicacdes que a melhor das blendas para futuras aplicacdes ¢ aquela formada por CH/7,5%p

BG58S e 1%-p de SrO.
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