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RESUMO

A prevaléncia da osteoporose como uma preocupacdo global em salde tem
impulsionado a busca por melhorias nos tratamentos existentes. Os bisfosfonatos, um
grupo de medicamentos usados para tratar essa doenga, enfrentam desafios
significativos, incluindo baixa biodisponibilidade e potenciais efeitos adversos. Em
resposta a essas limitacdes, a pesquisa esta focada no desenvolvimento de sistemas
de entrega de bisfosfonatos mais eficazes. Nesse contexto, os biocimentos a base de
fosfato de célcio surgiram como potenciais transportadores de medicamentos. No
entanto, a area superficial limitada desses biocimentos restringe sua capacidade de
transportar quantidades substanciais de medicamentos. Portanto, este estudo visa
superar essa limitacao explorando o potencial de nanoparticulas de silica, com sua
elevada area superficial, como uma inovacgao significativa no projeto de sistemas de
entrega de medicamentos para o tratamento da osteoporose. Foram preparados cinco
biocimentos a base de fosfato de célcio, e diferentes concentracdes de nanoparticulas
de silica foram adicionadas. Os compostos passaram por dois métodos de cura e
foram avaliados quanto ao seu comportamento estrutural, microestrutural e de
hidratacdo. Os medicamentos inseridos nos biocimentos foram o alendronato sodico
e o risedronato sédico. Estes, juntamente com 0s compostos de biocimento, passaram
por ensaios bioldgicos para avaliar sua citotoxicidade. Os resultados mostraram que
a adicdo de nanoparticulas de silica pode diminuir ou aumentar a resisténcia
mecanica, dependendo do processo de cura do compédsito de biocimento. Os
compositos com cura Umida chegaram a apresentar mais de 1 MPa, além
apresentarem apenas a fase hidroxiapatita. Ensaios in vitro demonstraram que 0s
compaositos de biocimento ndo apresentaram citotoxicidade e até mesmo reduziram a
do alendronato sédico quando incorporados nos compositos. O ensaio de entrega do
farmaco evidenciou a entrega de 50% do risedronato sédico para todos os compositos
nos primeiros 14 min, demonstrando uma entrega abrupta inicial, porém os
compositos 3 e 4 ndo haviam realizado a entrega total do medicamento ao final do
ensaio, demonstrando dessa forma um entrega controlada do farmaco apos os
minutos iniciais. Gragas a isso, ndo ha risco de danificar células saudaveis. O

compasito preparado pode ser uma alternativa para a entrega local de medicamentos.

Palavras-chave: Biocimento, nanoparticulas de silica, biocompatibilidade



ABSTRACT

The prevalence of osteoporosis as a global health concern has driven the search for
improvements in existing treatments. Bisphosphonates, a group of medications used
to treat this disease, face significant challenges, including low bioavailability and
potential adverse effects. In response to these limitations, research is focused on the
development of more effective bisphosphonate delivery systems. In this context,
calcium phosphate-based biocements have emerged as potential drug carriers.
However, the limited surface area of these biocements restricts their ability to transport
substantial amounts of medication. Therefore, this study aims to overcome this
limitation by exploring the potential of silica nanoparticles, with their high surface area,
as a significant innovation in the design of drug delivery systems for osteoporosis
treatment. Five calcium phosphate-based biocements were prepared, and different
concentrations of silica nanoparticles were added. The compounds underwent two
curing methods and were evaluated for their structural, microstructural, and hydration
behavior. The drugs incorporated into the biocements were sodium alendronate and
sodium risedronate. These, along with the biocement compounds, underwent
biological assays to assess their cytotoxicity. The results showed that the addition of
silica nanoparticles can either decrease or increase mechanical strength, depending
on the curing process of the biocement composite. Composites with wet curing have
achieved over 1 MPa, in addition to having only the hydroxyapatite phase. In vitro
assays demonstrated that the biocement composites showed no cytotoxicity and even
reduced the cytotoxicity of sodium alendronate when incorporated into the composites.
The drug delivery assay revealed the delivery of 50% of sodium risedronate for all
composites in the first 14 minutes, demonstrating an initial abrupt delivery. However,
composites 3 and 4 had not completed the total delivery of the medication by the end
of the assay, thus demonstrating controlled drug delivery after the initial minutes.
Thanks to this, there is no risk of damaging healthy cells. The prepared composite can

be an alternative for local drug delivery.

Keywords: Biocement, silica nanopatrticles, biocompatibility.
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1 INTRODUCAO

A osteoporose € uma patologia 0ssea que, sem apresentar sintomas
especificos, causa mais de 8,9 milhdes de fraturas em pessoas por ano em todo o
mundo. Esta doenca afeta principalmente as mulheres e estima-se que uma em cada
trés mulheres com mais de 50 anos sofrerdo fraturas provenientes da osteoporose,
enquanto nos homens, um em cada cinco. Fatores associados aumentam a
proveniéncia de osteoporose tanto em homens e mulheres, como: alcoolismo e
tabagismo (SBEM, 2017; ZHANG et al., 2023).

Além deste elevado numero de fraturas por patologias Osseas, existe
muitas fraturas 6sseas por trauma. Esse problema mundial de saude, tem promovido
um aumento significativo, no que se refere a pesquisa de desenvolvimento de
biomateriais, conforme a Figura 1. Estas pesquisas, por sua vez, ttm como objetivo
reduzir o custo dos tratamentos e melhorar a qualidade de vida das pessoas que
sofrem de alguma patologia 6ssea ou trama (SANTOS et al., 2022).

Figura 1 — Artigos publicados no Scopus no periodo de 2003 a 2022 relacionados a

biomateriais e osteoporose e fraturas 6sseas.
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O 0sso apresenta uma estrutura complexa, que apesar de apresentar uma
grande capacidade de autorregeneracdo, quando este sofre um grande dano, o
organismo tem dificuldade em realizar a regeneragéo.

Os métodos tradicionais para reparacdo destes defeitos geralmente
incluem autoenxerto (implante retirado do proprio individuo) e aloenxerto (transplante
entre individuos geneticamente diferentes, de uma mesma espécie) de 0sso. Embora
estes sejam os tratamentos padréo, estes podem ser ineficientes, uma vez que 0s
enxertos 0sseos sao avasculares e dependentes de uma nova vascularizacao a partir
da difusdo (RATNER et al., 2013).

Em ambos os casos, autoenxerto (implante retirado do proprio individuo) e
aloenxerto (transplante entre individuos geneticamente diferentes, de uma mesma
espécie) de osso; além do tecido doador ser normalmente escasso, o tempo de
operacao necessario para a retirada dos autoenxertos torna o procedimento
dispendioso e pode haver significativa morbidade local associada a dor, infecgéo e
hematoma. Nos aloenxertos, como em outros procedimentos cirargicos, ha risco de
infeccdo e/ou doencas transmissiveis, que podem provocar uma diminui¢cdo ou perda
total dos fatores indutores do crescimento celular. Aléem disso, ndo existem muitos
doadores. As mesmas premissas valem para o tratamento de doencas como a
osteoporose (ZHANG et al., 2020).

Outro método de reparacao 6ssea € o preenchimento do defeito por meio
do cimento 6sseo ou biocimento (PAHLEVANZADEH et al., 2019). Estes materiais
vém sendo muito utilizados no desenvolvimento de materiais para regeneragcao 6ssea
(ROLLER; STOKER; COOK, 2020).

Dentre os biocimentos, aqueles produzidos a base de fosfato de calcio
merecem destaque. Esse fato deve-se as caracteristicas que apresentam como:
biocompatibilidade, bioatividade, solubilidade e semelhangca com a apatita biolégica.
Além dessas caracteristicas, esses materiais apresentam autofixacao, injetabilidade
e plasticidade (ROOZBAHANI; KHARAZIHA, 2019). A composi¢do quimica dos
biocimentos a base de fosfatos de calcio favorece a liberacdo dos ions de célcio e
fésforo para o meio bioldgico. Essas caracteristicas aceleram a velocidade de
formacdo de uma nova estrutura 6ssea. Outra caracteristica importante presente
neste material s&o as microestruturas porosas interconectadas, com caracteristicas

fisicas, quimicas e mecanicas similares ao tecido 6sseo humano. Além disso, essas
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microestruturas séo favoraveis ao carregamento de farmacos para liberagédo
controlada em tratamentos da estrutura 6ssea (ARKIN et al., 2021).

Por outro lado, em algumas situacdes, seria interessante que o biocimento
apresentasse certa capacidade de carreamento de medicamento. Porém, essa
estrutura ndo possui uma grande area superficial a ponto de carrear uma quantidade
importante de medicamento. Neste sentido, as nanoparticulas de silica s&o materiais
inorganicos, robustos e de alta area superficial (LOURENCO, 2016), que podem
conter estruturas tridimensionais com espacos abertos entre si e que possuem altas
concentracdes de grupos silandis (Si-OH), que auxiliam na funcionalizacao. Elas sédo
biocompativeis, ndo toéxicas, estaveis termicamente, possuem elevado potencial de
adsorcao, entre outras propriedades, que as tornam um excelente substrato para
formacao de composito (ESCOTO-VIVERO, 2012).

Cabe destacar ainda que nanoparticulas de silica possuem importantes
propriedades no que se refere a sua aplicacdo de sistemas de drug-delivery. Sua
estrutura esférica pode servir para o encapsulamento de farmacos. Os silanois Si-OH
superficiais das nanoparticulas de silica possibiltam a aquisicdo de novas
propriedades fisico-quimicas. Elas possuem elevada area superficial e volume de
poros que permitem a incorporacdo dos farmacos em seus poros (FONSECA et al.,
2018)

Dentro deste contexto, 0 objetivo desta tese de doutorado foi avaliar a
obtencdo de biocimentos nanoestruturados de fosfatos de céalcio com adicdo de
nanoparticulas de silica como carreador de medicamentos para regeneracao 0ssea.
Os medicamentos alendronato soédico e risedronato sodico, da classe dos
bisfosfonatos, foram utilizados para acelerar o processo de regeneracdo e vem sendo
muito utilizados em pesquisas relacionadas a osteoporose conforme pode-se observar

na Figura 2.
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Figura 2 — Artigos publicados no Scopus no periodo de 2003 a 2022 relacionados ao

alendronato sédico e risedronato sodico.
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Diante do cenario apresentado, aspecto que ainda ndo esta totalmente
elucidado na literatura € o comportamento do biocimento adicao de nanoparticulas de
silica incorporadas nesta matriz como carregadores de medicamentos para possivel
utilizacdo na regeneracao 0ssea.

Para elucidar este fato, foram sintetizadas duas rotas de nanoparticulas de
silica por meio do método Stéber. O medicamento escolhido para a entrega in loco foi
0 risedronato sddico, que se destaca no tratamento de regeneracdo Ossea. Os
compaositos obtidos foram caracterizados e posteriormente utilizados nos testes in vitro

para analise da biocompatibilidade.

1.1 OBJETIVOS

Para a realizacdo desta pesquisa apresentam-se 0s seguintes objetivos.
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1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver biocimentos nanoestruturados de fosfatos de calcio com

adicdo de nanoparticulas de silica, como agente de drug-delivery, para aplicagdo em

regeneracdo déssea no combate a osteoporose.

1.1.2 Objetivos Especificos

Avaliar a razdo biocimento/nanoparticulas de silica que obtenha as
propriedades fisico-quimicas, mecanicas e de biocompatibilidade mais
adequadas para regeneracao 0ssea;

Investigar a influéncia de diferentes nanoparticulas e concentracdes de silica
na liberacdo controlada dos farmacos alendronato sodico e risedronato sodico,
a fim de determinar a mais adequada para a aplicacao;

Avaliar o perfil de liberacdo do farmaco risedronato sédico pelo compdsito
biocimento-nanoparticulas de silica obtido;

Avaliar a resisténcia mecanica do biocimento com a incorporacdo de

nanoparticulas de silica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo é um tecido conectivo, que possui como caracteristicas uma
matriz extracelular mineralizada; essa por sua vez diferencia o tecido ésseo dos outros
tecidos conectivos. Este tecido forma uma estrutura extremamente rigida, que fornece
suporte para prote¢ao ao corpo. O sal mineral mais encontrado neste tecido é o fosfato
de célcio [Caz(POa)2] que se combina com outro sal mineral, o hidroxido de célcio
[Ca(OH);], para formar cristais de hidroxiapatita [Caio(POa4)s(OH)2] (ROSS, 2015).

O tecido 0sseo consiste em uma fase mineral, com 60% de hidroxiapatita,
uma fase organica de 30%, formada por colageno, proteoglicanas e glicoproteinas, e
10% de agua. Desta forma, a hidroxiapatita € a principal componente mineral dos
0ssos e dos dentes (BOSKEY, 2013).

O tecido 6sseo recebe a classificacédo de primario e secundario. O primario,
conhecido como imaturo, apresenta disposicao irregular, ndo organizada das fibras
colagenas e menor quantidade de cristais de hidroxiapatita. Este tipo de tecido é
encontrado no feto e nos calos 6sseos. O secundario, conhecido como maduro ou
lamelar, possui fibras colagenas dispostas em lamelas paralelas ou concéntricas em
torno dos canais de Harvers, formando osso compacto ou esponjoso (ANDIA; CERRI;
SPOLIDORIO, 2006). Os canais de Harvers sdo canais centrais onde estdo
localizados o0s vasos sanguineos, linfaticos e nervos; € neste local que as células
0sseas se nutrem.

Na Figura 3 observa-se os componentes do tecido 6sseo. Ela mostra uma
trabécula 6ssea formada por matriz 6ssea acidofila (corada em rosa), no interior do
gual estdo os ostedcitos, situados em cavidades da matriz 6ssea, chamadas lacunas.
A superficie é recoberta por osteoblastos cubicos ou achatados e por um osteoclasto,

no qual se observam dois ou trés nucleos (JUNQUEIRA, 2017).
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Figura 3 — Componentes que constituem o tecido ésseo.
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As células que compdem o tecido 0sseo sédo divididas em funcdes de
formacdo, reabsorcdo, manutencdo e remodelacdo 6ssea. Estes grupos celulares
derivam de dois grandes grupos. O primeiro grupo é responsavel pela formacao e
manutencdo, no qual compreendem o0s osteoblastos, células de revestimento e 0s
ostedcitos, e 0 segundo grupo € o responsavel pela reabsorcéo, os quais fazem parte
os osteoclastos (ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006).

Os osteoblastos sdo as células responséaveis pela formacao da matriz do
0SS0 e iniciam a mineralizacdo. Sao encontradas na superficie da matriz 6ssea. Estas
células possuem um nivel elevado de enzima fostatase alcalina, que quando liberadas
contribuem para o processo de mineralizacdo e, consequentemente, formacdo de
cristais de hidroxiapatita. Como o0s osteoblastos sdo recobertos por uma matriz
extracelular, eles acabam por tornar-se ostedcitos(MEDRADO, 2014).
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Os ostedcitos sdo as células 6sseas presentes em maior quantidade no
tecido 6sseo. Com relagdo ao tamanho, sdo menores que 0s osteoblastos. Estas
células ocupam lacunas adequando as suas formas. Esta célula € responséavel pelo
controle metabdlico diario com troca de nutrientes com o sangue. Além disso, séo
essenciais a manutencéo e remodelacdo dssea, uma vez que se comunicam com 0S
osteoblastos para que seja realizada a remodelacdo Ossea (ANDIA; CERRI;
SPOLIDORIO, 2006).

Os osteoclastos sdo células gigantes, que sao responsaveis pela
regeneracao 6ssea, processo de reabsorcdo promovendo escavacgdes na superficie
0ssea, que sdo conhecidas como Howship. Este processo ocorre pelo fato desta
célula possuir uma membrana plasméatica denominada zona clara, que esta aderida a
superficie 6ssea (MEDRADO, 2014) .

2.1.1 Matriz Ossea

A matriz 6ssea do 0sso humano é constituida de uma parte organica e de
uma parte inorganica. A maior parte da matriz € constituida da parte organica com
cerca de 95% da matriz total, na qual é formada por fibras coladgenas. Embora a parte
inorganica represente a minoria da matriz 6ssea, cerca de 50% do peso da matriz esta
concentrado na parte inorganica. Dentre os ions mais encontrados nessa matriz,
destacam-se o fosfato e o calcio; também s&o encontrados bicarbonato, magnésio,
potassio, sodio e citrato em pequenas quantidades (GARTNER, 2018).

Os cristais formados pelo calcio e fosfato tém a estrutura do mineral
hidroxiapatita, com a composi¢cao: Caio(PO4)s(OH)2. Os ions da superficie do cristal
de hidroxiapatita sdo hidratados, existindo, portanto, uma camada de agua e ions em
volta dele, a qual € denominada capa de hidratacédo, que facilita a troca de ions entre
o cristal e o liquido intersticial (JUNQUEIRA, 2017).

Os cristais de hidroxiapatita, em associacdo com a superficie das fibras
colagenas, sado responsaveis pelarigidez e pela resisténcia mecanica do tecido 6sseo.
Importante destacar que o mecanismo de calcificacdo ainda ndo possui uma
explicacédo totalmente aceita. Entende-se que ela inicia deposicdo de sais de calcio
sobre as fibrilas colagenas (ROSS, 2015)

A hidroxiapatita sintética vem sendo muito estudada, por possuir em sua

composic¢do similaridade quimica e estrutural com a fase mineral dos 0ssos e dentes



26

de vertebrados. Além de ser osteocondutora, apresenta baixa toxicidade,
biocompatibilidade e bioatividade. A hidroxiapatita pode induzir o crescimento do
tecido 6sseo onde for inserida pelo fato de apresentar uma estrutura porosa (SANTOS
et al., 2022).

2.1.2 Patologias e fraturas 6sseas

As patologias 6sseas sao distlrbios que afetam a estrutura, a funcéo e o
desenvolvimento do tecido 6sseo. Essas condi¢cdes podem ser causadas por uma
variedade de fatores, incluindo traumas, doencas metabdlicas, deficiéncias
nutricionais, infeccdes e alteracdes genéticas. As fraturas representam a lesao 0ssea
mais comum e sao definidas como uma descontinuidade do osso (HANSEL, 2007).

Uma fratura 0ssea € a perda da continuidade de um 0sso; ocorre quando o
este fica dividido em dois ou mais fragmentos. A fratura 0ssea ocorre geralmente
numa situacdo em que um individuo sofre um trauma. A maior incidéncia de fraturas
ocorre em dois grupos especificos: mulheres ap0s a menopausa pelo surgimento da
osteoporose e pessoas da terceira idade, por possuirem estrutura 6ssea e muscular
mais fragil (BARRA, 2020).

As principais patologias relacionadas ao sistema 0sseo sao a osteoporose
e osteoartrose. A osteoporose € definida como uma patologia no sistema 6sseo que
€ caracterizada pelo comprometimento da resisténcia e da qualidade Ossea,
aumentando desta forma o risco de fraturas.

A osteoporose tem como caracteristica patoldégica a retencdo da
espongiose primaria com seus ndcleos de cartilagem, falta de funilizacdo da metéafise
e cortex espessado. Os 0sSs0s, nestes casos, apresentam-se curtos e extremamente
radiopacos e pesam até trés vezes mais que 0 0sso hormal. Embora 0s 0ssos sejam
espessos, seu desenvolvimento impréprio provoca a formacdo de 0ssos
desorganizados, que podem sofrer fratura com maior facilidade (HANSEL, 2007).

Para a confirmacao da patologia séo realizados exames de imagem com o
paciente. O tratamento desta patologia consiste na terapia medicamentosa com a
utilizacdo de estimuladores da formacao 6ssea, como 0s estrogénios, a calcitonina e
os bisfosfonatos. A osteoartrose é uma doenca degenerativa que deve ser tratada

com uso de bisfosfonatos, como: o alendronato sddico e o risedronato soédico, além
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disso é fundamental a reposicdo de célcio e vitamina D (GUARNIERO; OLIVEIRA,
2004).

2.2 BIOMATERIAIS

O termo biomaterial pode ser definido pela utilizagdo de materiais que
possuam origem natural ou sintética, que séo utilizados por um periodo, de forma
parcial ou completa, que auxilie ou substitua qualquer tecido, 6rgdo ou funcao do
corpo humano (HELMUS; TWEDEN, 1995).

Na utilizacdo de biomateriais para restauracdo de tecidos vivos, €
fundamental compreender a relacéo entre as propriedades e funcbes do material
biologico. Desta forma, ha que se considerar a interacéo entre o biomaterial e o corpo
vivo (MENDES FILHO, 2006).

Os primeiros registros da utilizacdo de biomateriais vém desde o periodo
da antiguidade. Foram observadas suturas de ouro na época do Antigo Egito no
periodo 2000 a.C., assim como dentes artificiais feitos de conchas pela civilizagéao
Maia em 600 a.C. (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

Inicialmente, a abordagem utilizada para o desenvolvimento de
biomateriais era baseada em tentativa e erro. Na década de 50, com a utilizacdo dos
biomateriais de forma mais sistematizada, o foco do desenvolvimento estava na
producdo de materiais bioinertes. Estes materiais sdo aqueles que ndo causam
reacao no organismo, por possuirem uma estabilidade quimica elevada. Com o passar
do tempo, a meta estava direcionada para o desenvolvimento de materiais bioativos.
De forma mais recente, o grande objetivo tem sido a regeneracdo de um tecido, ou
seja, o foco estd no aspecto biologico. Os materiais bioativos sdo aqueles que
interagem com o organismo, permitindo a formacédo de tecidos em sua superficie
(PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

As propriedades quimicas, fisicas, mecanicas e bioldgicas, presentes nos
biomateriais, influenciam no desempenho quando no contato com o organismo. Com
relacdo as propriedades quimicas, elas referem-se a composicao, as ligacdes e as
estruturas atémicas. As propriedades fisicas estéo relacionadas com o estado fisico,
a densidade e a porosidade. As mecanicas evidenciam a resisténcia e a dureza dos

materiais. O comportamento biol6gico do material é evidenciado nas propriedades
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bioldgicas. Cabe destacar que estas caracteristicas dependem de mais de um fator
associado, que podem determinar a propriedade final do material (LOPES, 2017).

Os biomateriais estdo agrupados em quatro grandes categorias, que Sao:
polimeros, metais, ceramicas e compdsitos. Os polimeros podem ser sintéticos ou de
origem natural. Os metais mais utilizados séo o titanio, os acos inoxidaveis e as ligas
metalicas. Os biomateriais ceramicos sdo utilizados em sua grande maioria na
reparacao, regeneracao; neste grupo, os materiais mais utilizados sao os fosfatos de
calcio e a alumina. O grupo dos compdsitos tem a grande maioria de seus materiais
formandos por uma composicdo de polimero e material ceramico
(BANDYOPADHYAY; BOSE, 2013).

A biocompatibilidade € um conceito que esta associado a dispositivos
meédicos implantaveis, que ficam em contato com os tecidos vivos por um periodo
consideravel. Cabe ressaltar que o biomaterial em contato com o sistema biologico
nao deve promover um evento adverso, seja no local de implantacdo ou de forma
sistémica (WILLIAMS, 2008).

Além da biocompatibilidade, a biodegradabilidade e a osteocondutividade
sdo descritas como propriedades importantes no desenvolvimento de biomateriais
para tratamento 0sseo. Os conceitos destas propriedades sédo destacados abaixo:

e Biocompatibilidade: Capacidade de um dispositivo desempenhar a sua funcéo,
realizando a integracdo nos tecidos do hospedeiro e de forma a néo se
provocar quaisquer efeitos indesejaveis (WILLIAMS, 2008);

e Biodegradabilidade: Fenbmeno em que o material € degradado ou solubilizado
em fluidos tissulares, desaparecendo do local de implantacdo (TABATA,
2009);

e Osteocondutividade: Consiste na habilidade de um biomaterial atuar como

ligacdo direta ao tecido 6sseo, funcionando como uma ponte (SILVA, 2018).

Além destas propriedades, de acordo com Hench e Wilson (1993), os
biomateriais podem ser classificados em quatro grupos de acordo com 0 seu
comportamento fisiologico:

e Biotoleraveis: Materiais que séo tolerados pelo organismo, porém séo isolados
do osso adjacente por meio da formacao de uma camada de tecido fibroso.
Essa camada é formada pela liberacdo de compostos quimicos, ions, produtos

de corrosédo por parte do material implantado. Caso a espessura do tecido
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fibroso seja maior, menor sera a tolerabilidade ao material. Praticamente todos
0s polimeros sintéticos e a grande maioria dos metais se enquadram nesta

categoria,;

e Bioinertes: Materiais que também sao tolerados pelo organismo, porém a
formacéo de tecido fibroso é minima ou praticamente inexistente. Dessa forma,
0s implantes estdo em contato direto com o tecido Osseo, ocorrendo
participagcdo na osteogénese. Destaca-se que mesmo assim, nao ocorre
nenhuma reacao quimica entre o tecido e o implante. Ndo h4, ao menos em
guantidade detectavel pelas células, liberacdo de nenhum componente.
Exemplos de biomateriais bioinertes sdo: alumina, zirconia, titanio, tantalo,

nidbio e carbono;

e Bioativos: Nesses materiais, ocorrem ligacdes quimicas entre 0 material e 0
tecido 6sseo, a osteointegracéo, ou seja, S8o0 materiais que interagem com o
organismo, permitindo a formacao de tecidos em sua superficie. Em funcéo da
similaridade quimica, a parte mineral do tecido 6sseo se liga ao implante
promovendo a osteoconducédo. Os principais materiais desta classe sao: vidros,

Ca-fosfato, vitro-ceramicas, compostos de fosfato de calcio e hidroxiapatita;

e Bioabsorviveis: Esse grupo de materiais, apdés um determinado periodo em
contato com os tecidos, acabam sendo degradados, solubilizados ou
fagocitados pelo organismo. Eles séo indicados em aplicacfes clinicas nas
guais ndo sejam necessarias novas intervengdes cirdrgicas para retirada do
implante. Os principais materiais dessa classe sdo o fosfato tricélcico (TCP) e
o PLLA (poli-L-acido lactico).

Esses comportamentos podem ser observados na Figura 4:
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Figura 4 — Classificacdo dos biomateriais de acordo com 0 seu comportamento

fisiolégico: (a) biotoleraveis (b) bioinertes (c) bioativos (d) biorreabsorviveis.

Fonte: Covered e Materials (2000).

Conforme destacado por Hench e Wilson (1993), no grupo dos materiais
bioativos estdo presentes principalmente materiais ceramicos. Ceramicas bioativas
possuem a habilidade de criacdo de forte unido ao redor do tecido 0sseo. Essas
caracteristicas sdo atribuidas ao mecanismo de troca de ions, formacéo de silica gel
e a precipitacdo de camadas de hidroxiapatita na sua superficie. Dessa forma a
hidroxiapatita mostra-se eficiente na promocdo da osteointegracdo do implante
(BROVARONE; VERNE; APPENDINO, 2006).

A ceramica bioativa induz a mineraliza¢do do fosfato de calcio por meio da
interacdo com o plasma sanguineo, ocorrendo dessa forma a primeira fase, interacao
com a superficie do implante apds a insercdo. Uma solucdo saturada de fosfato de
célcio pode representar potencial para a precipitacdo. Embora a condicdo para a
precipitacdo do fosfato de calcio seja favoravel, a superficie do material deve induzir
a uma nucleacédo heterogénea, posteriormente com o crescimento de uma camada de
hidroxiapatita (ANDRADE; DOMINGUES, 2006).

O processo de obtencdo de um biomaterial € constituido de varias etapas,
gue tem inicio na identificacdo da necessidade do material até o0 momento de sua
utilizacado clinica e analise do produto desenvolvido, conforme é destacado na Figura
5.
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Figura 5 — Etapas envolvidas na ciéncia de biomateriais e o caminho de necessidade

de um dispositivo médico fabricado.

Ideia

B Identificacéo da » Design do Sintese do # Teste do » Fabricacio
3 necessidade dispositivo material material ¢
o

3 l

)

=

QD
B Andlise do Uso Testes do Esterilizacdo e
o o Regulamentagdes . - -

Explant . Clinico - 9 ¢ dispositivo embalagem

Paciente

Fonte: Adaptado de Ratner et al. (2013).

A primeira etapa consiste em identificar a necessidade do desenvolvimento
da aplicagcéo. Posteriormente inicia-se o desenvolvimento do produto, identificando o
caminho para o seu desenvolvimento, que comeca com 0 projeto de sintese dos
materiais. O produto resultante dessa sintese passa por diversos testes, incluindo:
propriedades mecanicas, toxicoldgicas e estruturais, para que se possa identificar e
avaliar o material mais apropriado para a necessidade inicial.

Apés a definicdo da sintese a ser utilizada, realiza-se a etapa de
esterilizacdo e embalagem do biomaterial, que é encaminhado para a realizacdo dos
testes in vitro e in vivo. Com a aprovacao destes testes, seguem para a etapa de
regulamentacdo para a aprovacao da utilizacdo do biomaterial no mercado (PIRES;
BIERHALZ; MORAES, 2015).

Por fim apds a aprovacédo para o uso clinico do biomaterial, o processo de
desenvolvimento continua com a analise e registro de explants extraidos de pacientes,
gue tem por objetivo identificar e corrigir as possiveis falhas da aplicacdo.

Como pode-se observar, o campo da ciéncia de biomateriais necessita da
juncéo de pesquisadores de diversas areas, que compartilham suas expertises para
o desenvolvimento de aplicacdes desde a fase de identificacdo da necessidade até
sua concepcédo (RATNER et al., 2013).
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2.2.1 Utilizacdo de biomateriais na substituicdo, regeneracao e reparo 6sseo

Conforme abordado no tépico anterior, os biomateriais sdo agrupados em

quatro grupos: metais, ceramicas, polimeros e compdésitos.

Os metais possuem estrutura cristalina que proporciona ductibilidade,

dureza, rigidez, além de possuirem grande quantidade de elétrons livres, que por essa

razao sao bons condutores de calor e eletricidade (CHEN; THOUAS, 2015). Eles sé&o

utilizados como biomateriais na area odontoldgica e ortopédica com destaque para

acos inoxidaveis, titdnio e metais nobres. O titanio possui caracteristicas semelhantes

ao calcio, além de ser resistente a corrosao, apresentar boa resisténcia mecéanica e a

fadiga (DANTAS et al., 2011). O Quadro 1 discorre sobre biomateriais metalicos, suas

propriedades e aplicagdes

Quadro 1 — Biomateriais metalicos, propriedades e aplicagdes.

Materiais

Modulo de
elasticidade
(GPa)

Limite de
resisténcia a
tracao

Tenacidade a
fratura
(MPa.m??)

Aplicacdes

Ligas
CoCrMo

240

900-1540

100

Substituicdo de
0SS0S e
articulacoes,
restauracoes e
implantes
dentarios, valvulas
cardiacas

316L

200

540-1000

100

Fixacao de fraturas,
stents,
instrumentos
cirdrgicos

Ligas de Ti

105-125

100-250

80

Proteses,
dispositivos para
uso cardiovascular
e para fixacdo de
fraturas

Ligas de Mg

40-45

900

15-40

Proteses,
dispositivos para
uso cardiovascular
e para fixacdo de
fraturas

Ligas NiTi

30-50

1355

30-60

Placas 6sseas,
stents, fios
ortodonticos

Fonte: adaptado de Long e Rack (1998).
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Os metais, por permitirem diversas formas de tratamento e rugosidade,
promovem a osseointegracao; além disso podem se integrar a outros materiais como
a hidroxiapatita, que quando combinados melhoram o crescimento 0sseo e a
osseointegracao (GASIK, 2017). Este fenbmeno é conhecido como a unido fisica do
implante com 0 0Sso receptor.

Os biomateriais constituidos de metais sdo amplamente utilizados como
substitutos 6sseos por possuirem resisténcia mecéanica a altas cargas de tracdo e
compressdo. Destacam-se neste grupo as préoteses de titdnio devido a sua elevada
biocompatibilidade, baixos valores de densidade e de mddulo de elasticidade (SILVA,
2017).

Os polimeros podem ter origem sintética ou natural; destaque para 0s
naturais por possuirem uma grande biodegradabilidade. Estes materiais possuem
uma enorme capacidade elastica, que permite que sejam entrelacados no local da
aplicacdo. Em contrapartida ndo apresentam resisténcia mecanica para que possam
ser utilizados na substituicdo 0ssea. Eles podem ser utilizados no revestimento de
ligas metélicas para evitar inflamacédo ou necrose (JAMMALAMADAKA; TAPPA,
2018).

No Quadro 2 pode-se observar os principais polimeros utilizados como

biomateriais e suas propriedades.

Quadro 2 — Biomateriais polimeros, propriedades e aplicacdes.

Materiais Modulo de | Resisténcia
elasticidade atracao
(GPa) (MPa)
Biodegradaveis Poli(L-acido latico) 2,7 5,0
Poli(D,L-acido latico) 1,9 29
Poli(caprolactano) 0,4 16
Poli(B- 1,7 18,29
hidroxibutirato)
Nao Polietileno (PE) 0,88 35
Biodegradaveis Poliuretano (PU) 0,02 35
Politetrafluoretileno 0,5 27,5
(PTFE)
Polimetilmetacrilato 2,55 59
(PMMA)
Poli (tereftalato de 2,85 61
etileno) (PET)

Fonte: Murugan e Ramakrishna (2005).
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Estes materiais podem apresentar limitagdo mecanica, pois sao afetados
pelo ambiente, o que modifica sua estrutura e propriedades. Em contrapartida, se o
biopolimero é processado para degradar em meio fisiologico, ele pode substituir um
tecido 6sseo por um periodo até que ocorra o reparo natural da regido afetada (SILVA,
2017).

Os materiais ceramicos podem apresentar estrutura cristalina ou néo.
Dentre as principais caracteristicas deste tipo de material estdo: possuem alta dureza,
baixa condutividade térmica, apresentam isolamento elétrico e resisténcia a corrosao
e tenacidade a fratura. Nesse grupo de materiais, destaque para a hidroxiapatita na
utilizacdo de biomateriais para tratamento de patologias 6sseas (AMORIM et al.,
2020).

Estes materiais vém sendo utilizados na fabricagdo de componentes de
implantes e préteses ortopédicas para reparacao e regeneracao de tecido 6sseo. Pelo
fato de apresentarem uma baixa resisténcia mecanica para suportar cargas estaticas
e dindmicas, sua utilizacao fica restrita aos preenchimentos de defeitos 0sseos e em
recobrimento de préteses metalicas ortopédicas (SILVA, 2017).

A aplicacdo de biomateriais € uma area bastante ampla e em franco
desenvolvimento. O Quadro 3 apresenta-se algumas aplicacbes da utilizacdo de

biomateriais.

Quadro 3 — Classes dos biomateriais, suas vantagens, desvantagens e aplicacdes

no sistema 0sseo.

dependente do

tempo

Biomaterial Vantagens Desvantagens Aplicacdes
Elasticidade, facil Baixa resisténcia Mandibula, dente
] fabricacéo, baixa mecanica,
Polimeros . B
densidade degradacéo

Metais e ligas

Alta resisténcia a
tracdo, alta
resisténcia ao
desgaste, energia

de deformacéao alta

Baixa
Biocompatibilidade,
corrosao em meio
fisiol6gico, perda

das propriedades

Fixacéo ortopédica
(parafusos, pinos,
placas, fios,
hastes), implantes

dentarios
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mecanicas com
tecidos conectivos
moles e alta
densidade

Boa
biocompatibilidade,

Baixa resisténcia a

tracao, baixa

Ossos, juntas,

dentes, valvulas,

. resisténcia a resisténcia tenddes e
Ceramicas . o _ _ o
corroséo, alta mecanica, baixa | traqueias artificiais
resisténcia a elasticidade e alta
compressao densidade
Boa Material de Implantes de junta
biocompatibilidade, fabricacao de joelho (fibra de
Compaositos resisténcia a incompativel carbono reforcada

corrosao, alta forca

com polieliteno de

de tensdo

alta densidade)

Fonte: Adaptado de Amorim et al. (2020).

Conforme observa-se no Quadro 3, os biomateriais do grupo ceramico
destacam-se dos demais grupos quando a aplicacao € voltada para o sistema 0sseo.
Destacando-se, ainda, nesse segmento, as ceramicas de fosfato de calcio por
apresentarem similaridade quimica e estrutural com a apatita biolégica. Cabe destacar
ainda a capacidade desses materiais atuarem como suportes para carregamento de
medicamentos, vacinas e hormonios (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

2.3 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia propde o estudo e aplicacdo de objetos e dispositivos que
tenham dimensdes denominadas nano, que representa uma parte de um bilhdo; dessa
forma um nanémetro corresponde a um bilionésimo de um metro. O grande beneficio
do desenvolvimento de aplicac6es nano reside em propriedades significativas que sao
obtidas somente nessa escala (PIMENTA; MELO, 2007).

Um material é definido como Nanomaterial quando possui um tamanho

menor ou igual a 100 nm em pelo menos uma dimenséao. O termo nano tem origem
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grega e significa “ando”. Na Tabela 1 observa-se alguns objetos na escala nano
(FECHINE, 2020).

Tabela 1 — Exemplos de objetos em escala nano.

Objeto Dimensdes (hm)
Atomo de hidrogénio 0,1
Ribossomo 10
Célula 10-100
Virus 20-450
Bactéria 1.000
Glébulo vermelho no sangue 5.000
Formiga (~5 cm) 5.000.000
Pessoa (~190 cm) 2.000.000.000

Fonte: adaptado de Fechine (2020).

A nanotecnologia tem por caracteristica a manipulacdo da matéria a uma
escala atomica e molecular. A manipulacdo de objetos e materiais na escala
manomeétrica permite a criacdo de estruturas que podem levar a formacéo de novos
produtos ou otimizacdo de outros ja existentes. Os hanomateriais sao produzidos de
forma proposital para obtencdo de propriedades elétricas, cataliticas, magnéticas,
mecanica e térmicas que sao de interesse operacional nos setores comercial, agricola
e médico (BOISSELIER; ASTRUC, 2009).

A dimensao reduzida proporciona ao material propriedades de superficie
Unicas, modificam a sua reatividade, frequentemente melhorando as suas
propriedades mecanicas, oticas, elétricas e magnéticas (LOURO; BORGES; SILVA,
2013).

Por sua vez esses materiais em nanoescala, demonstraram propriedades
diferentes ou aprimoradas se comparadas em macroescala, por essa razéo esse tipo
de material € objeto de tantas pesquisas realizadas (PETIT et al., 1993).

Pode-se citar como exemplo o cobre, que em escala nano deixa de ser
opaco e torna-se transparente. O aluminio, que é um material estavel, torna-se um
combustivel e o ouro, até entédo insoluvel, torna-se soluvel (TARAFDAR; SHARMA,
RALIYA, 2013).

As nanoparticulas (NPs) podem ser obtidas de fontes naturais ou
sintetizadas. Por possuir uma alta relacdo superficie / volume e propriedades
antibacterianas, elas sado utilizadas em muitas aplicacdes na area meédica (BAPAT et
al., 2018).
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Essa utilizacdo na medicina tem como objetivo oferecer solugdes que
busquem aumentar a disponibilidade dos medicamentos, reduzindo 0s possiveis
efeitos colaterais (MAMAEVA; SAHLGREN,; LINDEN, 2013;TANG; CHENG, 2013).

Nos ultimos anos, as pesquisas relacionadas a aplicacdo de nanomateriais
na medicina estdo voltadas para: agentes de imagem e diagndéstico, regeneracao de
tecido, entrega local de farmacos, mapeamento de biomarcadores, terapia
direcionada e imagem molecular (FECHINE, 2020).

2.3.1 Nanoparticulas de Silica

As nanoparticulas de silica sdo materiais inorganicos que possuem uma
alta area superficial que muitas vezes dispdem de estruturas tridimensionais. Essas
particulas sdo biocompativeis, ndo apresentam toxicidade e possuem um grande
potencial de adsor¢céo (ZANONI et al., 2019; YAO et al., 2013).

As nanoparticulas de silica vém despertando o interesse da comunidade
cientifica pelo fato de possuirem caracteristicas especificas, como: alta area de
superficie que pode chegar até 2000 m?/g, tamanho de poro ajustavel, variando entre
2-50 nm, excelente biocompatibilidade e capacidade de encapsular materiais. A
possiblidade de alterar a superficie da silica facilmente, torna o material altamente
compativel com sistemas biolégicos (SINGH; SRIVASTAVA; SINGH, 2019 e
COUTINHO, 2014)

Diversos métodos séo utilizados para a sintese de nanopatrticulas de silica.
Dentre estes, destaca-se 0 processo sol-gel, precipitagdo quimica, processamento de
microemulséo. As nanoparticulas de silica possuem diversas aplicacdes, em especial
como biossensor, bioimagem, distribuicdo de drogas e terapia do cancer (SINGH,;
SRIVASTAVA; SINGH, 2019).

O processo sol-gel € método versétil para a producéo de nanoparticulas de
silica. Esse processo envolve a conversao de uma solucao liquida ou "sol" em uma
fase sélida "gel" por meio de reacdes quimicas. No processo sol-gel, a morfologia e o
tamanho das particulas podem ser controlados, podendo variar de 60 a 1000 nm. Esse
controle do tamanho é possivel com a alteracdo de alguns parametros, como: pH,
temperatura, solventes. Nesse processo, pode-se obter tamanhos médios entre 50 e
250 nm sem o uso de surfactante, e entre 20 e 60 nm usando surfactante (COUTINHO,
2014).
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Na precipitagdo quimica, um precursor de silica € misturado com uma
solucdo aquosa de um agente precipitante, como hidréxido de amonio, o que leva a
formacdo de particulas de silica coloidais na solucdo. Essas particulas podem ser
separadas da solucdo e posteriormente tratadas termicamente para produzir silica
nanoestruturada (SINGH; SRIVASTAVA; SINGH, 2019).

As microemulsfes séo solugdes isotropicas, que contém pelo menos trés
componentes, uma fase polar (geralmente agua), uma fase apolar (geralmente 6leo)
e um surfactante. Esse método possibilita a obtencdo de propriedades Unicas,
destacam-se tensdo interfacial ultrabaixa, grande &rea interfacial, estabilidade
termodinamica e capacidade de solubilizar liquidos imisciveis. Desta forma, permite o
controle do tamanho, geometria, morfologia, homogeneidade e area superficial das
particulas (MALIK; WANI; HASHIM, 2012)

2.3.2 Obtencéo de Nanoparticulas

Em geral, o desenvolvimento de nanomateriais € obtido por meio de duas

abordagens, Top-Down e Bottom-Up. A Figura 6 ilustra estas duas abordagens.

Figura 6 - Abordagens de Sintese de nanomateriais: Top-Down e Bottom-Up.

Métodos < > Ablagao a laser
top-down

. Oxidagao
Micro-ondas eletroquimica

[ Massa de material ]

Nivel molecular

Solvotermal

Hidrotermal
@ Pirdlise

Fonte: Fechine (2020).

Métodos
bottom-up
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2.3.2.1 Top-Down

A abordagem Top-Down é um processo fisico de reducao de particulas
maiores em menores. Esse processo envolve a usinagem fisica de um material até
uma faixa de tamanho nanométrico, por meio de processos de retificacdo, moagem,
corrosao e litografia. Essa abordagem emprega a utilizacdo de uma forca fisica para
a reducao do tamanho de particulas (SANGUANSRI; AUGUSTIN, 2006).

As trés formas de forga utilizadas na redugéo do tamanho dos materiais
sdo compressao, impacto e cisalhamento. Impacto e cisalhamento sdo importantes
na formacdo de nanoparticulas para aplicacbes em alimentos (SANGUANSRI;
AUGUSTIN, 2006).

2.3.2.2 Bottom-Up

Na abordagem bottom-up, os precursores podem ser desestabilizados para
formar um novo material. Neste processo € possivel controlar o tamanho do material
de sintese. Desta forma, o bottom-up garante um maior controle do tamanho dos
nanomateriais sintetizados (CAl et al., 2015).

Diversos processos quimicos, fisicos e conjugados sao utilizados para a
producdo de nanomateriais nesta abordagem. Estes processos baseiam-se na
guimica coloidal, eletroquimica e reacdes de sintese via combustdo. Pode-se citar
diversos meétodos que utilizam essa abordagem, como: Sol-gel, combustéo e pirolise
via spray (HUANG; CHANG, 2008).

No Quadro 4 sédo apresentados os métodos de obtencéo de nanomateriais.

Quadro 4 — Métodos de obtencdo de nanomateriais.

por uma reacdo em
meio homogéneo “sol”
gue desestabilize o

controle extremamente
rigoroso em todas as
etapas do processo;

Método Condicdes Vantagens Desvantagens
Sol-gel Métodos de sintese, | Produz o6xidos com | Reagentes de elevado
gue se caracterizam | elevada pureza; | custo;

Dificil  controle do
processo;
Secagem é um

meio de forma | Método via Umida, ndo | processo critico;
controlada, formando | exige nenhum | Producdo de  pos
particulas ou | equipamento especial; | desaglomerados €

nanoparticulas “gel”.

Variaveis que podem
alterar o controle da
reacéo e

Producéo de diversos
tipos de produtos como
filmes, sdlidos ou
mesmo pos;

uma tarefa complexa
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consequentemente
das  nanoestruturas:
tipo de  solvente,
concentracdo dos
alcéxidos, temperatura
eopH

Permite sintetizar
materiais inorganicos
com composicéo
complexa

Permite produzir
nanoparticulas  com
area superficial

extremamente elevada
(> 1000 m? /g)

Combustao

Dissolucéo dos
precursores em agua
(combustivel e
oxidantes)

Aquecimento a uma
temperatura acima da
temperatura de
autoignicdo da mistura;
Formacdo do produto

Grande volume de
gases gerados na
reacdo (CO2, NOX,
H20) ajudam a resfriar
rapidamente o produto,

evitando  assim o]
crescimento dos
cristalitos;

Além disso, levam a

Produz pds fortemente
aglomerados ou
mesmo agregados;
P6s como-sintetizados
podem apresentar
resquicios de carbono
da reacao de
combustéo;
Necessidade de utilizar

nanoestruturado formacédo de pés com | nitratos

estrutura porosa e boa

area superficial

pirdlise via spray Método empregado | Processo  facilmente | Controle do processo é

industrialmente; escalonavel p/ nivel de | complexo devido ao
Pode ser adaptado | producdo grande nimero
para a sintese de uma | industrial de parametros que
grande variedade de | Processo continuo devem ser controlados
materiais; Custo do processo
Precursor (liquido ou | relativamente baixo
gas saturado) € | permite  obter uma
injetado em uma | ampla faixa de

chama, onde ocorre a
pirélise do precursor e
formagéo das
nanoparticulas

propriedades finais das
nanoparticulas
Reagentes de baixo
custo (acetatos
também podem ser
usados ao invés de
alcéxidos)

Fonte: Adaptado de Arcaro e Venturini (2021).

2.3.2.2.1 Método Stober

Em 1968, Stober desenvolveu o primeiro método de sintese de
nanoesferas de silica. Para a realizacdo deste processo, foram utilizados solventes
como metanol, etanol, n-propanol e n-butanol; como reagentes foram utilizados agua,
amoOnia e tetra-alqui-silicatos. O alcool colocado sob agitacdo mecanica, e € misturado
com a solucdo amoniacal em um erlenmeyer, logo apds € adicionado o tetra-alqui-
silicatos (STOBER; FINK; BOHN, 1968).

Este método de sintese de nanoparticulas de silica proporciona materiais
com tamanhos uniformes e pode ser obtido de forma simples e eficiente (GUO et al.,
2018).
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Esse método de sintese ainda hoje é o mais utilizado para o
desenvolvimento de nanoparticulas de silica. Os ortossilicatos de tetraetila (TEOS) ou
outros silicatos sdo suplementados em uma mistura com agua, amonia e etanol sobre
agitacao mecénica (SINGH; SRIVASTAVA; SINGH, 2019). A taxa de adicdo de TEOS
no método Stéber provoca uma densidade mais alta nos centros de nucleagéo
resultando em particulas menores (NOZAWA et al., 2005).

Com base nesse método, a literatura apresenta algumas modificacdes,
como por exemplo a concentracéo inicial dos reagentes e o tempo de agitacéo.

O método de Stbber é a mais conhecida sintese de particulas de silica
altamente esféricas e monodispersas, sob condi¢cdes de crescimento controlado a
uma escala nanométrica. Este método é o mais simples e eficaz a gerar esferas
monodispersas de SiO2. As nanoparticulas de silica obtidas por meio deste método
séo altamente indicadas para a utilizagdo como biomateriais, pois apresentam uma

grande propriedade de encapsulamento para farmacos (CABRAL, 2015).

2.4 FOSFATOS DE CALCIO

Atualmente observa-se com grande frequéncia pesquisas relacionadas a
utilizacdo de biomateriais para substituicdo 6ssea (CAMARGO et al., 2018; SILVA et
al., 2017).

Dentre os biomateriais existentes, a classe dos ceramicos vem sendo
objeto de muitas pesquisas relacionadas ao tratamento de patologias e traumas
0sseos (LOURENCO, 2016).

Os fosfatos de célcio, que sé@o bioceramicas, apresentam caracteristicas
mineralogicas semelhantes a apatita 6ssea humana, boa biocompatibilidade com o
meio fisiolégico, além de apresentar fortes ligacées com o tecido 6sseo (BONAN et
al., 2014).

As bioceramicas de fosfato de célcio sdo os biomateriais mais utilizados no
gue se refere a substituicdo 6ssea; isso deve-se ao fato de apresentarem similaridade
guimica e cristalogréafica presente no osso natural (LEVANDOWSKI JUNIOR, 2014).

Os fostatos de calcio podem ser classificados como naturais ou sintéticos.
Os naturais podem ser encontrados nos 0ssos humanos e de outros mamiferos. Os

sintéticos sdo desenvolvidos em laboratério.
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Os fosfatos de célcio sdo estruturas constituidas em sua maioria pelos
elementos de calcio, fésforo e oxigénio. O fosfato é formado pelo agrupamento de
fosforo e oxigénio, que pode incluir o elemento hidrogénio, formando assim anions,que
podem formar com o calcio estruturas cristalinas ou amorfas, hidratadas ou néo, e séo
constituintes de ossos e dentes (SAVICKI et al., 2019).

Esses materiais podem apresentar-se em diferentes politipos, formando
uma familia de compostos conhecida por apatitas, representando uma das familias de
biomateriais mais complexas, por possuirem grande varia¢cdes na composicao Ca/P,
gue pode variar de 0,5 a 2,0 (KUMTA et al., 2005).

Essa composicéo permite a obtengéo de diversos politipos de fosfatos de

de célcio, como pode-se observar no Quadro 5.

Quadro 5 — Fosfatos de calcio com suas formulas quimicas e razao molar Ca/P.

Fosfato de calcio Formula Quimica Razao Molar
Fosfato Monocalcico Ca(H2P04)2H20 0,5
Mono-hidratado
Fosfato de célcio CaHPO42H20 1,0
Hidratado/Brushite
Mono-hidrogénio CaHPO4 1,0
Fosfato de célcio / Monetite
Fosfato Octacalcico CasgH2(PQO4)s 5H20 1,33
Fosfato Tricalcico Caz(POa)2 15
/Whitlockite
Hidroxiapatita Caio(PO4)s(OH)2 1,67
Fosfato Tetracalcico CaOCaz(P0Oa4): 2,0
/Hilgenstockite

Fonte: Adaptado de DE Grootl, Wolke e Jansen (1998).

Madureira et al., (2020), demonstram que as composi¢des de hidroxiapatita
fosfato de calcio se destacam por apresentarem biocompatibilidade, bioatividade,
biodegradabilidade e osteocondutividade. Essas propriedades tornam essas

bioceramicas amplamente empregadas na ortopedia e odontologia.
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2.4.1 Hidroxiapatita

A Hidroxiapatita € um dos fosfatos de calcio sintéticos mais utilizados como
biomaterial 6sseo; ela € do grupo mineral das apatitas, de féormula quimica
Cai1o(PO4)s(OH): e razéo Ca/P igual a 1,67 (DA SILVA; ESPITALIER; NZIHOU, 2016).

A apatita biolégica é deficiente em hidroxila e rica em carbonatos e possui
uma razdo molar de 1,67 de Ca/P. As propriedades e composicdo quimica da
Hidroxiapatita sintética sdo semelhantes & biolégica (SZCZES; HOLYSZ;
CHIBOWSKI, 2017).

A Hidroxiapatita possui a sua célula unitaria no formato hexagonal,
contendo dez ions célcio localizados em sitios ndo equivalentes, quatro no sitio |,
tetraédricos, e seis no sitio I, octaédricos. Os ions célcio no sitio | estdo alinhados em
colunas, enquanto os ions calcio do sitio Il estdo em triangulos equilateros
perpendiculares a diregéo c da estrutura. Na Figura 7 observa-se o arranjo estrutural
da célula unitaria da Hidroxiapatita (ALMQVIST, 1999).

Figura 7 — Célula unitaria da Hidroxiapatita.

Fonte: Almgvist (1999).

As formas sintéticas de Hidroxiapatita possuem propriedades de
biocompatibilidade e osteointegracéo, tornando-as dessa forma 6timos substitutos do
0sso humano. Além dessas propriedades, elas possuem alta capacidade de adsorver

moléculas, oferecendo um suporte para a agédo prolongada de drogas. A Hidroxiapatita
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pode ser encontrada na natureza em rochas igneas e em esqueletos de espécies
marinhas (COSTA et al., 2009).

2.4.1.1 Sinteses de hidroxiapatita

A forma sintética da hidroxiapatita pode ser obtida por diferentes técnicas,
como por precipitagdo, hidrolise e sintese hidrotérmica, podendo também ser extraida
de recursos naturais (SZCZES; HOLYSZ; CHIBOWSKI, 2017). No quadro 6 observa-

se 0os métodos de preparacdo de Hidroxiapatita.

Quadro 6 — Métodos de preparacao da Hidroxiapatita.

Fonte: Do autor.

Os métodos de sintese a seco nao utilizam solventes. No processo de
sintese do estado solido, célcio e fosfato sdo misturados a altas temperaturas, acima
de 1000 °C. Na sintese mecanoquimica, 0os materiais sao triturados e essa energia
mecanica promove mudancas estruturais por meio das reacdes quimicas obtidas
(SZCZES; HOLYSZ; CHIBOWSKI, 2017). O processo de sintese a seco é responsavel
por produzir Hidroxiapatita fina e com boa cristalinidade (VALENTE, 1999).

Os métodos de sintese a umido utilizam solugdes que séo realizadas em
diferentes temperaturas. Nesse processo sao utilizados diferentes solventes e aditivos
com o objetivo de controlar a precipitacdo. Pode-se obter diferentes propriedades de
Hidroxiapatita, que dependem da escolha do método de sintese Umida (SZCZES;
HOLYSZ; CHIBOWSKI, 2017). A Hidroxiapatita produzida pelo método a uUmido
apresenta em geral deficiéncia de calcio, apresentando uma propor¢édo molar Ca/P
menor que 1,67, ou tem em sua constituicdo carbonato, formando dessa forma uma
proporcdo molar maior do que 1,67 (MENDES FILHO, 2006).

Na sintese de Hidroxiapatita utilizando fontes biogénicas, o material (casca

de ovo, organismo marinho) é submetido ao processo de calcinagéo, que gera o CaO



e que, em seguida, é hidratado e reage com HzPO4

CHIBOWSKI, 2017).
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(SZCZES: HOLYSZ;

A combinacéo de dois ou mais métodos também se apresenta como uma

possibilidade de sintese. Essa combinag¢do tem como objetivo obter hidroxiapatitas

com melhores propriedades, como por exemplo, combina¢cdes de hidrotérmico-

mecanoquimico, hidrotérmico-hidrélise, hidrotérmico-microemulsdo (DING et al.,

2015).

O Quadro 7 apresenta pesquisas realizadas com diferentes métodos de

sintese de Hidroxiapatita.

Quadro 7 — Métodos de sintese de Hidroxiapatita.

Técnica Autor Materiais e métodos
utilizada
L Viana et al. (2020) Ca10(PO4)2(OH)2 + 6H20
Via umida
Gomes et al. (2012) HCI com conversao para
Ca(OH)2 e reagdo com Hs
PO4
Via umida HCI com reagdo com Na:
HPO4
HNOs e reacdo com H3 PO4
Hz PO4 sobre a casca de ovo
Via Umida Volkmer (2006) Acido-base Reacéo de
H3zPO4 e Ca(OH)2. Secagem
em estufa
Via Umida Dalménico et al. (2015), Santos Sintese dos pos
(2022), Rigo (2007), Soares nanoestruturados de fosfato
(2006), Silva (2007) e Camargo de célcio, através da reacdo
(2000) de dissolucao-precipitacao de
CaO + H,O + H3PO4
Via Umida Kothapalli (2004) Ca(NOs3)2 + (NH4)2PO4

Ca(OH), + H3zPO4

Hidrotérmica

Demers (2001), Sivakumar (1996),
Elliot (1994), Hata (1983) e loku
(1988)

Sintese hidrotérmica sob alta
pressao. Solucdes contendo
célcio e fosfatos

A partir de
meio aquoso

Wang (2009), Afshar (2003), Kong
(2002), Aoki (1994), Langstaff
(1999) e Raynaud (2002)

Reacdao por precipitacao,
utilizando Ca(NOs);2 e
(NH4)2HPO4

Sol-Gel Rajabi, 2008 Ca(NO3)2; H20 ou etanol,
PzOs,OU H3PO4
Sol-Gel Waheed et al. (2015) H3PO4 e hidréxido de calcio

[Ca(OH)]2

Fonte: Adaptado de Silva (2012).
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Pelo fato de apresentarem uma elevada porosidade, que pode variar de
10% a 80%, e cristalinidade, as nanoparticulas de Hidroxiapatita ndo apresentam
toxicidade e sdo biocompativeis, tornando-as de grande atracdo para pesquisas
relacionadas ao sistema de liberacdo e controle de farmacos. Desta forma, a nano
Hidroxiapatita é utilizada principalmente como sistema de administracdo de drogas
em doencas 0sseas, especialmente em ortopedia e odontologia para regeneracao de
tecido 6sseo (SZCZES; HOLYSZ; CHIBOWSKI, 2017).

Os experimentos de proliferacdo celular L929 tém demonstrado que
nanoparticulas de Hidroxiapatita sdo mais biocompativeis do que as hidroxiapatitas
disponiveis a nivel comercial (FU et al., 2008). Os nano cristais de hidroxiapatita
apresentam um material com a osteocondutividade aprimorada. Além disso, as
fungbes do osteoblasto aumentam juntamente com a biocompatibilidade (CAI et al.,
2015)

2.5 BIOCIMENTOS

Os cimentos de fosfatos de calcio (CFC) foram desenvolvidos no inicio dos
anos 80. Gruninger et al. (1984), constataram que ao misturar fosfato de céalcio em
solucdes aquosas, forma-se uma pasta viscosa; esta pasta quando implantada dentro
do organismo endurece formando brushita, hidroxiapatita, hidroxiapatita pobre em
célcio e fosfato de calcio amorfo. O material formado quando implantando é
reabsorvido pelo organismo originando um novo tecido 6sseo (CAMARGO; SOARES;
GEMELLI, 2007; MACHADO, 2007).

Os CFCs possuem alta biocompatibilidade, bioatividade,
osteocondutividade, facilidade de moldagem e manipulacdo (RABIEE, 2013)
(LOURENCO, 2016).

Uma desvantagem na utilizacdo do CFC’s é a baixa resisténcia mecanica,
mecanica, que no melhor dos casos, consegue igualar-se a do 0sso trabecular, ou de
um quinto do osso cortical, além da lenta reacéo de cura (DOS SANTOS et al., 2002).
A utilizacdo de materiais com alta resisténcia a compressao € necessaria para
estabilizacdo de fraturas 6sseas (LOURENCO, 2016). Desta forma, podem ser
inseridos aditivos em sua sintese visando um material com melhores propriedades;

dentre esses pode-se destacar a silica.
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Os cimentos de fosfatos de calcio tém sido aplicados como possiveis
substitutos 6sseos e, dessa forma, despertando grande interesse na comunidade
cientifica (BOHNER, 2000). Com o objetivo de melhor explicar as interagdes entre o

biocimento e o tecido 6sseo, a Figura 8 ilustra esse processo.

Figura 8 — Reacdes do tecido 6sseo na interagdo com o biocimento: (a)
preenchimento com biocimento, (b) adsorcao do biomaterial, (c) neoformacéo 6ssea
e (d) formacao 6ssea completa.

Material Te_cido osseo Adsorgao de moléculas

_—_,a,O,OaOaOO,..G.GS
TR

RN g

Reacao e integragao celular Formacgao ossea completa

Fonte: Oréfice, Pereira e Mansur (2012).

Na Figura 8, a ilustracdo A demonstra o preenchimento da cavidade 0ssea
com a pasta de biocimento; na ilustracdo B ocorre a adsor¢céo e consequentemente a
ligacdo do biomaterial com o tecido 6sseo; na C ocorre a neoformacdo 0Ossea,
resultado da interacdo da osseoinducéo e 0ssea integracao de biomaterial com tecido
6sseo. Finalmente na imagem D, a formacdo do novo tecido 6sseo (OREFICE;
PEREIRA M. M.; MANSUR, 2012). Os cimentos de fosfato de céalcio em escala
nanomeétrica apresentam uma alta area superficial, que favorece a molhabilidade e
hidratacdo, acelerando dessa forma o tempo de endurecimento do material (YUASA
et al., 2004).

Os biocimentos de fosfato de calcio (CPC) sdo muito utilizados como
carregadores de medicamento. Eles formam pastas injetaveis prontas para uso,
dispersando-se o p6 de cimento em um solvente miscivel em agua, como por exemplo
glicerina ou polietileno glicol. Estes cimentos sédo carregados com medicamentos para
o tratamento de patologias 6sseas (VORNDRAN et al., 2013).

Atualmente, as pesquisas relatam a existéncia de diferentes biocimentos

de fosfatos de célcio, que podem ser sintetizados por meio de diferentes métodos. Os
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tipos mais conhecidos sdo: o fosfato de calcio-B (TCP-B), a hidroxiapatita (HA)
estequiométrica e brushita (ALMEIDA, 2018; FRANCZAK et al., 2017; SAVICKI et al.,
2019).

Para a obteng¢&o de um biocimento, necessita-se de um tratamento térmico
e se a temperatura for superior a 1200 °C, esse tratamento pode levar a transformacéo
da fase fosfato de calcio, que ocorre em aproximadamente 1180 °C, por meio da
dissociacdo do CaO da fase hidroxiapatita. No processo de tratamento térmico para
obtencdo do biocimento, ocorre a liberagcdo de CaO pela desestabilizacdo da fase
hidroxiapatita, formando desta maneira novas fases (KARVAT et al., 2005).

O processo de hidratagédo dos biocimentos ocorre em presenca de agua ou
do plasma sanguineo, formando desta formando uma pasta, por meio de uma reacao
exotérmica, que pode alcancar temperaturas acima de 37 °C. Esta reac&o evolui para
0 endurecimento da massa do biocimento pela sua saturacdo (DOS SANTOS; PINTO,
2011).

Na pega ocorre o desenvolvimento de formacédo da rede cristalina, que
inicialmente apresenta-se fraca; no processo de endurecimento ocorre o
desenvolvimento de uma estrutura cristalina mais estavel e irreversivel. (FRANCZAK
et al., 2017). O estagio do tempo de pega esta relacionado ao tempo de trabalho, ou
seja, 0 tempo disponivel para a aplicacdo in situ. (DOS SANTOS; PINTO, 2011;
FRANCZAK et al., 2017)

A adicao de segunda fase no biocimento acaba por formar gréos finos que
durante o processo de hidratacdo e pega formam uma microestrutura porosa. Essa
adicdo de uma segunda fase na matriz fosfato de calcio melhora a capacidade de
molhabilidade, capilaridade, hidratacdo e pega do biocimento bifasico. Esta estrutura
€ microporosa e favorece a adesao e proliferacdo de osteoblastos. Além disso, uma
segunda fase presente num biocimento de fosfato de célcio pode alterar o arranjo
cristalino da fase hidroxiapatita, com alteracdo dos parametros de rede cristalina; esta

alteracao leva a modificacdo de sua solubilidade (FRANCZAK et al., 2017).
2.5.1 Biocimentos: Estado da Arte
As pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de biocimentos sao

realizadas desde os anos 90 e utilizam biocimentos de fosfato de calcio para a

liberagdo de farmacos. Boa parte dos estudos estd relacionado a utilizagdo de
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antibidticos pela sua aplicacdo na prevencdo de infecgcbes e no tratamento de
infeccdes O6sseas (SILVA, 2018).

A liberagdo in vitro de cefalexina e norfloxacina em um biocimento de
Hidroxiapatita foi o primeiro estudo a propor a incorporagédo de medicamentos em
biocimentos de fosfatos de calcio (OTSUKA et al., 1994).

Gong et al. (2016) prepararam um cimento de silicato de fosfato de calcio
no tratamento de osteoporose. Para o desenvolvimento do biomaterial foram utilizados
pé de silicato de calcio, fosfato de monocéalcio e risedronato sédico. O fosfato e o
risedronato sddico, foram adicionados ao pé de silicato de calcio para a formacéo de
uma argamassa. As pastas de cimento foram moldadas em cilindros de poliestireno
de 17 mm x 2 mm. Os cimentos de silicatos de céalcio desenvolvidos foram afetados
pela maior concentracdo de risedronato sodico que impediram a hidratacdo do
cimento. Nos testes em animal, a adicdo do cimento reduziu significativamente a
osteoporose.

Schumacher et al. (2017) desenvolveram um compdsito de cimento 0sseo
de hidroxiapatita e granulos de vidro bioativo mesoporoso. As propriedades
mecanicas do compdsito ndo foram comprometidas. Foram liberadas duas proteinas
no vidro bioativo, que puderam ser controladas quando foram carregadas pelos
granulos de vidro. As proteinas também demonstraram manter sua atividade biologica
durante a incorporacdo e liberacdo do composto. Essa pesquisa sugere que 0
composito de cimento de Fosfato de Calcio e vidro bioativo seja uma importante
plataforma de entrega de medicamentos.

Roozbahani, M. et al. (2017) desenvolveram cimento de fosfato de nano-
célcio e avaliaram o efeito nanomeétrico nas propriedades mecanicas, fisicas e de
manuseio, que envolvem injetabilidade e tempo de pega. A pesquisa utilizou uma
proporcao de 98% fosfato tricalcico e 2% hidroxiapatita que foram aplicados como a
fase de p6. Uma solucdo de NaH2PO, foi usada como fase liquida do cimento. O
material desenvolvido apresentou propriedades mecanicas e biolégicas adequadas,
tornando-se dessa forma um candidato desejavel para preencher defeitos 6sseos.

Van Houdt et al. (2018) criaram compdésitos usando cimento de fosfato de
célcio numa proporcéo de 60% e acido polilatico-coglicolico em proporcédo de 40%.
Estes foram carregados com alendronato sodico. Os resultados in vitro mostraram que

0s compésitos carregados com alendronato sédico apresentaram propriedades
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clinicamente adequadas, incluindo tempos de presa, resisténcia a compressao
apropriada e liberacdo controlada de alendronato sédico.

A utilizacdo de cimentos de fosfato de calcio na area de biomateriais
apresenta como principais vantagens a autofixacdo, injetabilidade, plasticidade,
compatibilidade com defeitos 6sseos (ROOZBAHANI; KHARAZIHA, 2019).

Destaca-se nos ultimos anos a evolucédo dos CFCs injetaveis, utilizados
para defeitos 6sseos; eles possuem aplicagcfes clinicas na area de implantes, além
de auxiliar no processo de fixacdo de implantes ortopédicos e enxertos. A pasta do
biocimento injetavel é usada para correcéo de defeito em areas envolvendo cavidades
estreitas com acessibilidade limitada por meio de técnica minimamente invasiva
(ARKIN et al., 2021);

2.6 ENTREGA DE MEDICAMENTOS (DRUGS-DELIVERY)

Os medicamentos sdo substancias desenvolvidas para prevenir, curar ou
aliviar doencas, como também sao utilizadas para corrigir ou reparar as
consequéncias geradas por outros medicamentos. Desta forma, existem diversas
substancias para diversos fins, entre eles: analgésicos, antibidticos e anti-
inflamatorios, relaxantes musculares. Um fator preponderante é que todos eles
compartilham trés parametros: a dose a ser administrada, o tempo entre as doses e 0
tempo total de uso. Diante desse fato, qualquer alteracdo em um parametro pode
corresponder a um dano ao paciente (VALLET-REGI e ARCOS, 2013).

O desenvolvimento de um dispositivo de entrega de liberacdo controlada
de medicamentos consiste na combinacdo de um material com um medicamento
terapéutico especifico, permitindo que este seja liberado adequadamente no
organismo ou local do tratamento (GINEBRA et al., 2012).

A entrega controlada de medicamentos tem sido alvo de pesquisas
recentes na area de ciéncia dos materiais biomédicos, pois tornou-se uma ferramenta

essencial para melhorar as terapias (YOO; LEE, 2006).
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Figura 9 — Liberacdo de medicamentos convencional x controlada.

--------- Sem sistema de controle da liberagio
Com sistema de controle da liberacao

BV ERRT A RN R ST T Concentracao Toxica

Intervalo
.| terapéutico

AR EEEE U Concentragéao Terapéutica

Concentragao da droga

ot Tempo

Dose Dose Dose Dose

Fonte: Peppas et al. (2000).

Na Figura 9 é possivel observar a liberagdo de medicamento em relagéo
ao tempo e dosagem para a liberacdo convencional e controlada. Pode-se observar
gue quando ndo ha um controle de liberacdo, o medicamento é inserido sempre de
forma abrupta, com picos de liberagdo do medicamento, caracterizando uma
concentracao toxica de medicamento ao organismo, como demonstrado na imagem.
Em contrapartida quando a liberacdo do medicamento é realizada por meio de um
sistema com controle de liberacdo o comportamento da entrega € diferente. Pode-se
observar que ha um pico inicial de entrega de medicamento, que € importante no
tratamento inicial; porém apos esse pico a liberacdo do medicamento € estabilizada,
caracterizando uma entrega controlada, denominada concentracéo terapéutica. Neste
cenario, a liberacéo controlada pode garantir maior eficacia da acéo terapéutica.

A administracdo de dextroanfetamina, em 1952 é conhecida como a
primeira formulacdo de entrega de medicamentos. Desta data até o ano de 1970, o
controle de entrega de medicamentos utilizava diferentes mecanismos, que incluiam
dissolucéo, difusdo, osmose e troca idnica (PARK, 2014).

O sistema de medicamentos apresenta-se em trés geracoes (PARK, 2014):

e A primeira geracao utilizou sistemas de administracdo oral que variavam em
uma ou duas vezes ao dia;
e A segunda geragao as pesquisas estavam direcionadas a sistemas de entrega

de pedido zero. Essa tese era utilizada pelo fato de manterem uma
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concentracdo estavel da droga no sangue. Depois de uma década observaram
gue essa técnica ndo era necessaria, pelo fato da liberacdo de ordem zero ndo
manter a concentracdo de droga no sangue. Ainda nessa geracao outros
sistemas foram desenvolvidos, como polimeros inteligentes, que realizavam a
entrega quando acionados por meio de fatores ambientais (pH, temperatura);

e A terceira geracdo de liberacdo de medicamentos ainda estd em
desenvolvimento. Contudo nos ultimos 30 anos foram produzidas diferentes
pesquisas nesta area; o campo mais difundido no meio cientifico aponta para
pesquisa que utilizam nanoparticulas. Os pesquisadores tém um outro desafio
gue é a reducao dos efeitos colaterais do medicamento, que é tdo importante
guanto liberar uma quantidade maior do medicamento no local desejado
(PARK, 2014).

Esses sistemas de administragdo de medicamentos apresentam-se como
uma nova abordagem, com o intuito de aumentar a eficacia terapéutica, reduzindo os
efeitos colaterais dos tratamentos tradicionais. (SAVICKI; ALMEIDA CAMARGO;
GEMELLI, 2020).

Os sistemas de liberacdo de medicamentos sdo utilizados em diversas
areas como: biomédica e farmacéutica. Neste Ultimo caso, administracdo de
farmacos, vacinas com imunogenicidade prolongada, suplementacdo nutricional,
reposicdo hormonal e em contracepcao. Além destes, existem estudos aplicados a

area de medicina veterinaria e a agricultura (GINEBRA et al., 2012).
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Figura 10 — Principais nanomateriais nos sistemas de liberagédo de farmacos para

osteoporose.
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Fonte: Salamanna et al. (2021).

Salamanna et al. (2021) realizaram uma revisdo sistematica sobre o0s
sistemas de administracdo de medicamentos contra osteoporose utilizando
biomateriais. Na pesquisa realizada, destacam-se no sistema de liberacdo de
farmacos o0s seguintes nanomateriais: hidroxiapatita, quitosana, vidro ativo
mesoporoso, nanotubos de titanio, poliuretano e polilactideo-coglicolido, conforme
pode-se observar na Figura 10.

As principais abordagens para administracdo de medicamentos para o
tratamento de osteoporose incluem utilizacdo de nano biomateriais, como: estudos
pré-clinicos in vivo, administracdo injetavel, administracdo baseada em implante,
administracao oral, administracéo transdérmica, entrega e entrega intranasal. A Figura
11 apresenta a forma como os biomateriais sao utilizados para auxiliar na

administracao de medicamentos.
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Figura 11 — Principais formas de administracdo de medicamentos para osteoporose

com bhiomateriais.
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Fonte: Salamanna et al. (2021).
2.6.1 Entrega de medicamentos com cimentos de fosfatos de calcio

Os fosfatos de calcio sdo matrizes que apresentam resultados favoraveis
no que se refere ao carregamento de medicamentos para liberacdo de drogas. Essa
forma de carregamento tem-se destacado no tratamento de osteomielite e
osteoporose (VALLET-REGI; ARCOS, 2013).

Sistemas de liberacdo de medicamentos utilizando fosfato de calcio tém
sido estudados em doencas 6sseas. Cabe ressaltar que cada sistema possui algumas
particularidades, que dependem das caracteristicas fisicas e quimicas dos
biomateriais e da interacdo medicamentosa (SAVICKI; ALMEIDA CAMARGO;
GEMELLI, 2020).

Os meétodos mais conhecidos no carregamento de medicamentos por
bioceramicas de fosfatos de calcio sdo: alto vacuo, impregnacéo e formacéo de gel

(SAVICKI et al., 2019):
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e Impregnacgdo: A impregnacdo acontece pela interacdo fisica ou quimica do
material com o medicamento. O medicamento encontra-se imerso em uma
solucéo e é adicionado o biomaterial (MARQUES et al., 2016);

e Alto vacuo: O medicamento e o biomaterial sdo inseridos em uma solucéo, e
aplica-se o alto vacuo até a remocéo do solvente (SHAO et al., 2012);

e Formacéo de gel: o medicamento € adicionado antes da formacao do gel, que
€ processado em temperaturas inferiores a degradacdo do medicamento
(VALLET-REGI; ARCOS, 2013).

Visando prevenir ou recuperar parte da perda 6ssea de pacientes, nos
ultimos anos tem-se intensificado o estudo pelo tratamento com sistemas de liberacéao
de drogas. Este sistema deve incluir uma quantidade suficiente da substancia ativa e
ter uma liberacdo sustentada; dessa forma, permitindo o efeito desejado no tratamento
terapéutico (NEAMTU et al., 2017).

A Hidroxiapatita tem sido utilizada como matriz eficaz para o
encapsulamento e liberacdo controlada de medicamentos, devido a sua semelhanca
com o tecido 6sseo (VALLET-REGI; ARCOS, 2013).

As silicas, por sua vez, geralmente séo utilizadas combinadas com outros
materiais, com o intuito de sintetizar um material com as propriedades necessarias
para o carregamento de medicamentos (LOURENCO, 2016).

Os biocimentos sdo muito indicados como meios de transporte de
medicamentos e novos estudos vem sendo realizados com intuito de melhorar as
propriedades desses biomateriais, buscando a ampliacdo de sua utilizacdo no campo

de liberacao controlada de farmacos (YU et al., 2010).

2.6.1.1 Medicamentos para regeneracao 6ssea

Diversas substancias medicamentosas sao incorporadas em bisfosfonatos
de célcio; entre estas, as mais estudadas s&o anti-inflamatérios e antibioticos.
Destacam-se o0 alendronato sddico e o risedronato sodico, medicamentos utilizados
em tratamentos patoldgicos que envolvem perda de massa e densidade Ossea
(PARENT et al., 2017).

A utlizagdo de biomateriais associados a esses medicamentos,

constituem-se como uma alternativa quando a fratura estiver instituida, tendo em vista
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gue na osteoporose a fratura € responsavel pela alta morbidade, com elevada chance
de mortalidade (ARAUJO, 2018).

2.6.1.1.1 Alendronato sédico

Os bisfosfonatos sdo drogas que formam forte ligacdes com o tecido ésseo,
além de inibir a reabsor¢ao 6ssea, cujo principal mecanismo de acao esta relacionado
a diminuicdo da atividade osteoclastica. O alendronato sédico é um bisfosfonato que
apresenta como caracteristica maior poténcia de acdo, quando comparado aos
bisfosfonatos das geracOes anteriores. Uma das principais indicacées do uso do
alendronato sédico é no tratamento da osteoporose, na ostedlise induzida por
tumores, na hipercalcemia e na doenca de Paget (FERNANDES et al., 2013).

Entretanto como todo farmaco o alendronato de sodico pode resultar em
algumas reacdes adversas ao organismo, como: apresentar disturbios digestivos,
nausea, vomito, além de irritabilidade.

Diversos trabalhos publicados relatam que o alendronato sédico, como os
demais bisfosfonatos, ligam-se fortemente aos cristais de Hidroxiapatita do 0sso,
especialmente nos pontos de ativo remodelamento 6sseo (FERNANDES; FAIG-
LEITE; CARVALHO, 2004).

O composto formado por Hidroxiapatita e alendronato sodico pode ser
funcionalizado como dispositivo de administracdo local de drogas com efeitos
colaterais reduzidos. O longo periodo de liberacédo do farmaco melhora a eficacia do
alendronato sédico no tratamento de patologias 6ssea (NEAMTU et al., 2017).

Ozer et al. (2017) realizaram um estudo com enxertos em ramo mandibular
de coelhos, envolvendo a utilizacdo de alendronato sodico. Nas 4 semanas apos 0
enxerto, foi possivel evidenciar maior permanéncia de enxerto a longo prazo,
provando desta forma que o farmaco melhora a capacidade osteocondutora, além de
permitir que o medicamento permaneca mais tempo no defeito 6sseo, favorecendo a
ossificacao do defeito 6sseo.

Pura, Bobyn e Tanzer (2016) estudaram a liberacao local de alendronato
sbédico em implantes revestidos. Seus estudos demonstraram uma melhora geral na
aposicao 6ssea e no 0sso peri-implante. A comparagéo dos implantes dosados com
alendronato sédico, revestidos de HPA, mostrou que a dose intermediaria de 0,06

mg/cm? de alendronato sédico teve o maior efeito na formacéo 6ssea.
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Garbuz et al. (2008) avaliaram o efeito do tantalo poroso revestido com
alendronato sédico, na formacdo 6ssea em um modelo animal incorporando um
espaco entre o implante e o 0sso. A porcentagem do comprimento do implante que
estava em contato com o0 novo 0sso com o0 revestimento de fosfato de célcio e
alendronato sddico aumentou em média 804%, em comparagdo com a porcentagem
no grupo tratado com implantes nao revestidos. O estudo demonstrou preenchimento
significativamente melhor da lacuna osso-implante e crescimento 6sseo em
associacdo com os implantes de tantalo porosos revestidos com fosfato de calcio e
alendronato sodico.

2.6.1.1.2 Risedronato sodico

Além do alendronato sodico citado, outro farmaco da classe dos
bisfosfonatos cuja agdo mostra-se muito eficaz na osteoporose € o risedronato sodico.
Ele é um piridinil bisfosfonato que foi desenvolvido para o tratamento e prevencao da
osteoporose(PIAI et al., 2005).

Santhosh et al. (2019) corroboraram com Piai et al. (2005), salientando que
o risedronato sédico tem sua utilizacdo focada no fortalecimento e prevencao dos
0ss0s, além do tratamento da a osteoporose e da doenca 0ssea de Paget.

O risedronato sodico tem como caracteristica a solubilidade em agua e
como ja destacado, pode ser utilizado no tratamento da osteoporose por inibir a
reabsorcéo 6ssea assistida por osteoclastos.

Estudo recente aponta que o risedronato sodico pode reduzir a reabsorcéo
do osso trabecular e do osso cortical, alterando a espessura e a porosidade cortical,
gue é uma das principais causas de fraturas em idosos (EL-WAKIL et al., 2022).

Em contrapartida, apesar de ser um 6timo farmaco para tratamento da
osteoporose, o risedronato sddico apresenta baixa biodisponibilidade oral (0,68%),
além disso, quando administrado dessa forma, pode apresentar algumas reacfes
adversas ao organismo como: constipacdo, dispepsia, nausea, dor abdominal e
diarreia em razdo de sua natureza altamente hidrofilica. Essas caracteristicas
justificam a pesquisa na utilizacdo de materiais que possam realizar a entrega deste
farmaco no local da patologia (ELNAGGAR et al., 2019).

Uma pesquisa foi realizada testando em ratos adultos o efeito de

risedronato sddico durante 17 dias por via subcutanea. O estudo demonstrou que o
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medicamento ocasionou reducéo estatisticamente significante na taxa de aposi¢cao
mineral. Neste estudo, o0s autores concluiram que o medicamento supriu
significativamente a formacéo 6ssea e apresentaram efeito na atividade osteoblastica
(ROCHA, 2013).
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Esta etapa de pesquisa descreve os procedimentos que foram utilizados
para obtencdo de compoésitos de cimentos de fosfatos de calcio com adicdo de
nanoparticulas de silica para entrega de farmacos na regeneracdo 6ssea. Para a
obtencdo destes materiais foram utilizadas nanoparticulas de silica sintetizadas por
duas rotas distintas. Na rota 1 a silica foi sintetizada por meio do método Stéber
(STOBER; FINK; BOHN, 1968), enquanto na rota 2 foi sintetizada por meio de uma
adaptacdo do método Stdber proposta por Doadrio et al. (2017). Os medicamentos

selecionados para a pesquisa foram o alendronato sédico e o risedronato sodico.

3.1 MATERIAIS

Nesta etapa do projeto serdo descritos os materiais utilizados para

obtencao do biomaterial.

3.1.1 Nanoparticulas de silica

Para a sintese das nanoparticulas de silica da rota 1, foram utilizados os
reagentes: etanol absoluto, ortosilicato de tetraetila (TEOS), hidréxido de amdnia
(NH4OH) e agua destilada.

O etanol (CHsCH.OH) utilizado na pesquisa foi da empresa Exodo
Cientifica, lote AE30970RA, com pureza de 99,5%.

O ortosilicato de tetraetila utilizado para a sintese das nanoparticulas de
silica foi da empresa Sigma-Aldrich, lote WXBC6091V, com pureza de 98%.

O hidréxido de aménia utilizado foi da Quimica Moderna, lote 00896.

Para o desenvolvimento da sintese das nanoparticulas de silica da rota 2
foram utilizados os seguintes materiais: agua destilada, TEOS, surfactante brometo
de cetiltrimetilamonio (CTAB), hidroxido de aménia (NHsOH), etanol absoluto e &cido
cloridrico.

O ortosilicato de tetraetila utilizado para a sintese das nanoparticulas de
silica foi da empresa Sigma-Aldrich, lote WXBC6091V, com pureza de 98%.

O surfactante brometo de cetiltrimetilamonio utilizado foi da empresa J. T.
Baker, lote 0000056939, com pureza de 98%.
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O hidréxido de amodnia utilizado como catalisador foi o da Quimica
Moderna, lote 00896.

O etanol (CHsCH.OH) utilizado na pesquisa foi da empresa Exodo
Cientifica, lote AE30970RA, com pureza de 99,5%. O etanol atua como solvente e
estabilizante na hidrdlise.

O &cido cloridrico utilizado para sintese da silica mesoporosa foi da
empresa Fmaia com concentracdo de 37%. Este material atua também como

catalisador na suspensao.

3.1.2 Sintese de biocimento de hidroxiapatita

Para a realizacdo da sintese do biocimento de fosfato de calcio, foram
utilizados o carbonato de calcio (CaCOs3), o acido fosforico (HsPO4) e agua destilada.
Para hidratagéo do biocimento foi utilizado uma solugéo de fosfato dissodico.

Na realizacdo desta pesquisa, foi utilizado o p6 de carbonato de calcio
(CaCO03), da empresa LABSYNTH Produtos para Laboratoérios Ltda, lote n° 241634,
com concentracao de 99%.

O acido fosférico que foi utilizado para a sintese de hidroxiapatita € da
LABSYNTH Produtos para Laboratoérios Ltda, lote n° 239882, com concentracdo de
85%.

O fosfato dissodico utilizado para a preparacdo da pasta de biocimento foi
da empresa NUCLEAR, Lote: 00-00101718 com concentracao de 98 a 100%.

3.1.3 Medicamento

Para a realizacdo da pesquisa, foram utilizados os medicamentos
alendronato sédico e risedronato sodico. O alendronato soédico utilizado foi da
empresa Inifinity Pharma, com a férmula quimica C4H12NNaO7P2-3H20, com peso
molecular de 325,12 g/mol e densidade de 0,349 g/mL. Enquanto o risedronato sédico
foi utilizado o medicamento Fixenato da Germed farmacéutica de 35 mg, com férmula

guimica C7H10NNaO-7P>, com peso molecular de 305.09 g/mol.
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Nesta secdo sdo descritos todos os métodos que foram utilizados para a

realizacdo das sinteses e caracterizacbes dos biocimentos e experimentos

laboratoriais.

3.2.1 Sintese das nanoparticulas de silica

A Figura 12 apresenta o fluxograma do procedimento experimental para

obtencédo das nanoparticulas de silica obtidas.

Figura 12 — Fluxograma da sintese das nanoparticulas de silica (rota 1 e 2).
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3.2.1.1 Sintese das nanopatrticulas de silica na rota 1

Para a realizagdo da sintese das nanoparticulas de silica da rota 1 foi
utilizado o método STOBER (STOBER; FINK; BOHN, 1968). Foram preparadas duas
solugdes que foram nomeadas A e B. Na solucao A foram homogeneizados 0,039 mol
de TEOS com 0,235 mol de etanol absoluto que foram inseridos em um Erlenmeyer
com agitacdo mecanica (Agitador magnético com aquecimento Fisatom 752A) com
um leve aquecimento a 30 °C. A solucao B foi preparada em um béquer de 1 L com
0,294 mol de agua e 0,235 mol de etanol e 0,005 mol NH4sOH. Quando pronta, a
solugéo B foi adicionada ao Erlenmeyer com a solucdo A e mantida em agitacao de
700 RPM por 24 h a 30 °C (ZANONI et al., 2019).

3.2.1.2 Sintese das nanoparticulas de silica na rota 2

A rota para a sintese de silicas estabelecidas pela rota 2, foi desenvolvida
adaptando o método Stdber, como base na pesquisa de Doadrio et al. (2017).

Inicialmente, a vidraria a ser utilizada foi limpa com uma solucdo aquosa
2% de acido fluoridrico para remocéo dos resquicios de contaminag¢do. Em um béquer
de 1 L colocou-se 0,002746 mol de CTAB e 480 mL de agua destilada, que foram
inseridos em uma proveta de 500 mL. Em um erlenmeyer de 1 L, 0,002746 mol de
CTAB e os 480 mL de agua foram adicionados. Logo em seguida foi adicionado a
mistura no Erlenmeyer em agitacdo mecanica, com o auxilio de uma pipeta graduada,
3,9 mL de hidroxido de aménia. A mistura foi agitada e aquecida até 80 °C.
Posteriormente, 5 mL de TEOS foram adicionados a mistura gota-a-gota usando um
conta-gotas com velocidade de adicdo de ~1 gota/s.

A mistura ficou sob agitacdo a 80 °C por 2 h. ApOs esse periodo foi
observado a formacao de um precipitado branco. O precipitado foi extraido da mistura
por centrifugacédo e lavado com uma mistura contendo 50% &agua destilada e 50%
etanol e posteriormente seco em estufa.

Para a remocdo do surfactante o material foi disperso em 100 mL de
solucéo 0,5 M de HCI em etanol. O procedimento foi realizado sob agitacdo magnética
por 3 h a ~50 °C. As nanoparticulas de silica mesoporosas foram recolhidas por
centrifugacéo e lavadas 3 vezes com agua e etanol e posteriormente seco em estufa
a 80 °C (DOADRIO et al., 2017).
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3.2.2 Sintese do biocimento

A Figura 13 apresenta o fluxograma do procedimento experimental para

obtencéo do biocimento de hidroxiapatita.

Figura 13 — Fluxograma da sintese do biocimento de Hidroxiapatita.
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A sintese Umida foi desenvolvida com base na metodologia usada por Silva
(2018). Primeiro, o p6 de carbonato de calcio foi adicionado lentamente a um béquer
contendo 250 mL de agua destilada sob agitacdo mecéanica (agitador magnético
Fisatom, 713D). Em seguida, o acido fosfdrico foi adicionado por gotejamento usando
a concentracdo molar j4 estabelecida de Ca/P desejada para a formacdo bifasica
(hidroxiapatita/TCP). Essa mistura foi mantida por 4 h, com controle de pH a cada 20
min. Posteriormente a suspenséo foi filtrada a vacuo (PRISMATEC) usando um filtro
C41 de faixa preta. Apds a passar pelo filtro, o p6 resultante foi colocado em um
moinho atritor (Netzsch, PE 075) por 1 h para completar o processo de sintese. Em
seguida, o material foi colocado para secagem por 24 h em um forno a 70 °C; apos
esse periodo o po seco foi desaglomerado com um almofariz e pistilo; posteriormente
passado por uma peneira de 150 um e tratado termicamente a 900 °C por 2 h para
estabilizar as fases cristalinas formadas.

Para a obtencéo do biocimento, o p6 seco foi retirado da estufa e sofreu
um tratamento térmico a 1300 °C num forno mufla de alta temperatura da marca
Fortelab série 1600 por 2 h. ApOGs o tratamento térmico, o poO resultante foi
desagregado com o auxilio de um almofariz e posteriormente passou pelo processo
de peneiramento em peneira de 300 ym #325 (45 um) (FRANCZAK et al, 2017).

3.2.3 Obtencao dos Compadsitos

Na Figura 14 é apresentado o fluxograma que ilustra a obtencdo dos

compaositos desenvolvidos.
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Figura 14 — Fluxograma da obtenc&o do biocimento e dos compdsitos com adi¢édo de

nanoparticulas de silica.
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Fonte: Do autor, 2023.

As cinco composicdes foram determinadas da seguinte forma:

1. 100% de Cimento de fosfato de Célcio;
95% de Cimento de fosfato de Célcio + 5% nanoparticulas de silica rota 1;
90% de Cimento de fosfato de Célcio + 10% nanoparticulas de silica rota 1;

85% de Cimento de fosfato de Calcio + 15% nanoparticulas de silica rota 1;

a bk~ WD

99% de Cimento de fosfato de Célcio + 1% nanoparticulas de silica rota 2;

Com o objetivo de analisar o comportamento do material no que se refere
ao comportamento mecanico, bioldgico e entrega de farmaco, foram preparadas cinco
composicdes diferentes de biocimento. Neste trabalho essas composicdes foram
denominadas biocimento (sem adicao de silica), compdésito 1, 2, 3, e 4. Os compasitos
receberam diferentes proporcdes de nanoparticulas de silica em sua massa total. Para
cada composicdo, o medicamento foi introduzido a uma taxa de 1% em relacdo a
massa total.

A composicao 1 foi constituida de 100% de biocimento. Os compdsitos 1,
2 e 3, foram constituidos respectivamente com 95, 90 e 85% de biocimento, variando

proporcionalmente a adi¢cdo de nanoparticulas de silica da rota 1, respectivamente de
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5, 10 e 15% da massa total. Para o compaosito 4 foi utilizado 99% de biocimento e 1%
das nanoparticulas de silica obtida pela rota 2.

Para a realizacdo da homogeneizacdo mecanica, foi utilizado um almofariz
e pildo conforme proposto Lourenco (2016). Informacdes detalhadas sobre a

composicdo de cada compdsito sintetizado séo fornecidas na Quadro 8.

Quadro 8 — Amostras de compdsitos de biocimento sintetizadas.

Nanoparticulas | Nanoparticulas
Composicdes | Biocimento de silica — de silica —
Rota 1 Rota 2

Biocimento 100% - -
Compasito 1 95% 5% -
Compdsito 2 90% 10% -
Compasito 3 85% 15% -
Composito 4 99% - 1%

Fonte: Do autor, 2023.

Conforme destacado anteriormente, a Quadro 8 apresenta a composi¢cao

de cada biocimento desenvolvido na pesquisa.

3.2.4 Hidratacdo dos compdésitos

Apés a sintese dos pos de biocimento, eles passaram pelo processo de
hidratacdo. Nesse processo, foi utilizada uma solucdo de fosfato dissédico. A
hidratacdo do p6é de biocimento com a solucdo de fosfato formou uma pasta
cimenticia, que foi entdo transferida para um molde para preparar as amostras de
teste. As amostras de teste foram preparadas em moldes em forma cilindrica, cada
um com aproximadamente 8 mm de diametro e 3 mm de altura.

Os ensaios de hidratacdo do biocimento ocorreram a uma razao liquido/p6
igual a 0,7 mL/g. Desta forma, foram misturados 0,7 mL/g de solucéo contendo 4% de
Fosfato Dissodico (Na2HPO4) para 1 g de biocimento.

O processo de cura do biocimento hidratado ocorreu de duas maneiras:
primeiramente, as amostras foram curadas a seco em temperatura ambiente, e em
segundo lugar, as amostras foram colocadas em frascos hermeticamente fechados

com 10 mL de agua destilada em uma estufa com temperatura controlada a 37,5 °C.
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4 CARACTERIZACAO DE MATERIAS-PRIMAS E MATERIAIS

Nesta secdo da pesquisa serdo apresentados os métodos de

caracterizacdo das matérias-primas utilizadas na pesquisa.

4.1 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE SILICA

No processo de caracterizacdo das nanoparticulas de silica sintetizadas
foram realizados diversos procedimentos que serdo destacados nos proximos topicos.

4.1.1 Area de superficie especifica

Para a determinacéo da area de superficie e o tamanho e volume dos poros
das amostras foi utilizado o ensaio de adsor¢éo de N a partir do método Brunauer—
Emmett—Teller (BET) e BJH (Barrett-Joyner-Halenda) no equipamento Quantachrome
modelo NOVA-1200e.
4.1.2 Espectroscopia de Infravermelho

Com o objetivo de avaliar a formagéo de SiO- foi realizada a caracterizagéo
por espectroscopia no Infravermelho (FTIR), no espectrofotometro de marca Bruker,
modelo Tensor II, utilizando a técnica ATR, os materiais foram analisados numa
resolucdo de 4 cm™ com um intervalo de 400 a 4000 cm™.

4.1.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para avaliar a morfologia das nanoparticulas foi utilizado a microscopia

eletrbnica de varredura utilizando um equipamento Zeiss EVO-MA10.

4.1.4 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

Tendo como objetivo avaliar o tamanho e a morfologia das nanoparticulas

foi utilizado o Microscépio Eletrénico de Transmissdo (MET), da marca JEM 1100.
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4.1.5 Anélise DSCI/TG

Com o objetivo de identificar o comportamento térmico e percentual de
carregamento foi utilizado a termogravimétrica (TGA) com acoplamento de
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), utilizando o equipamento TA modelo
Q600 na faixa de temperatura de 25-600 °C com taxa de aquecimento de 5 °C/min em

atmosfera de nitrogénio.

4.2 CARACTERIZACAO DO BIOCIMENTO E DOS COMPOSITOS

Os biocimentos foram caracterizados na forma de p6 e apoés a hidratagao.

4.2.1 Caracterizacédo do p6 do biocimento e dos compadsitos

Os poés dos biocimentos e compdsitos sintetizados foram caracterizadas
por DRX, MET, FTIR, analise térmica DSC/TGA, para avaliar caracteristicas fisico-

guimicas, térmicas e estruturais.

4.2.1.1 Difracdo de Raios X

O po6 do biocimento e dos compdsitos foram caracterizadas por difracdo de
raios X (DRX) em um equipamento Shimadzu, modelo XRD-6000 (radiagao Cu Ka A=
0,15405 nm) equipado com filtro de Ni e uma taxa de varredura de 2 ° por min. Essa
caracterizacao foi realizada com o objetivo de avaliar a cristalinidade das particulas.

Para a identificacdo das fases presentes no material foi utilizado o método Rietveld.
4.2.1.2 Microscopia eletronica de transmissao
A avaliacdo da morfologia e tamanho de particula do p6é de biocimento e

dos compdsitos foi realizada por meio de imagens do MET. O equipamento utilizado

foi 0 mesmo relatado anteriormente.
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4.2.1.3 Espectroscopia de Infravermelho

Com o objetivo de avaliar os grupos funcionais caracteristicos presentes
nos pos do biocimento e dos compdsitos foi realizada a caracterizagdo por
espectroscopia no Infravermelho (FTIR). Os materiais foram analisados por meio de
um espectrometro (BRUKER/TENSOR II, em uma faixa de 400 a 4000 cm™.

4.2.1.4 Anélise DSC/TG

Para a identificacdo do comportamento do biocimento e dos compdsitos
foram utilizadas as mesmas especificacbes e 0 mesmo equipamento citado para a

analise das nanoparticulas de silica.

4.2.2 Biocimento e compadsitos hidratados

Para os biocimentos e compositos hidratados foram realizados os
seguintes ensaios: calorimetria de conducao isotérmica, tempo de cura, resisténcia
mecanica a flexdo e a compressao e fluido corporal simulado. Além destes testes
foram realizados o DRX, MEV e FTIR nos intervalos de 7, 14 e 28 dias para avaliar a

hidratacéo.

4.2.2.1 Calorimetria de conducao isotérmica

A Calorimetria isotérmica foi realizada para determinar o tempo de
hidratacdo das pastas de cimento e a influéncia da silica e do medicamento nesta
propriedade. As amostras referéncia (cimento puro) e os demais cimentos com adi¢ao
de silica foram manipulados a méo por 2 min com razao agua/solidos de 0,7 mL/g, e
inseridas em ampolas de vidro. Estas foram seladas e colocadas no equipamento
(TAM Air Isothermal Calorimeter), logo apdés a mistura e monitoradas por 72 h. A
energia liberada também foi medida e utilizada para calcular o grau de hidratacao das

amostras.
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4.2.2.2 Cura do biocimento e dos compdsitos

O tempo de cura do biocimento e dos compésitos foi determinado em um
aparelho de Vicat, com base na norma NBR 12128. Nesta analise, a mistura recém
homogeneizada foi inserida em um recipiente com uma placa na base do aparelho de
Vicat modificado, situado sob o tronco conico. Em seguida foi anotado o tempo,
contado a partir do instante em que o liquido e o p6 entram em contato. O tronco
conico foi abaixado suavemente até a superficie da pasta no molde. Posteriormente,
foi solto em intervalos de tempo crescentes. Quando sua ponta ativa ndo conseguia
mais penetrar na pasta, foi anotado o tempo inicial de pega. A determinacdo do tempo
de fim de pega foi identificada na face oposta do corpo de prova, que ficou
originalmente em contato com a placa base.

Além do tempo de cura também foram realizados ensaios com oS
compositos de biocimento em duas condi¢bes: na primeira, 0s compositos foram
colocados para o processo de cura em temperatura ambiente; no segundo, 0s
compaositos foram colocados em uma estufa com temperatura controlada de 37,5 °C
com umidade. Essas condi¢cdes foram estabelecidas em razdo da influéncia da
umidade no processo de cura do material. Para este ensaio foram preparas 6
amostras para cada composicao de biocimento sintetizada, totalizando 30 corpos de

prova para cada método de cura.

4.2.2.3 Porosidade

Para a realizacdo do ensaio de porosidade foram preparados em triplicatas
cada um dos cinco compositos hidratados dos biocimentos sintetizados. Cada
compaosito de biocimento foi hidratado com fosfato dissddico. Desta forma foi obtida a
pasta cimenticia, que em seguida foi transferida para formas no formato de
comprimidos para obtencédo de corpos de prova. Todos os corpos de prova foram
pesados e medidos obtendo-se a altura e o diametro.

Posteriormente foram calculados o volume médio e a densidade aparente
para cada compdésito. As formulas para obtencdo do volume e densidade aparente

podem ser observadas abaixo:
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Volume médio -V = m.r%. h

Densidade média - d,, = %

Apo6s o célculo da densidade aparente, a densidade real foi calculada por

meio da técnica de picnometria. Para tanto foi utilizado um picndmetro da marca
Quantachrome, modelo Ultrapyc 1200e. O aparelho utiliza gas hélio para determinar
o volume real do material e a densidade é calculada pela razao entre massa e volume.
Com a densidade aparente e real calculadas foi possivel obter a porosidade dos

compasitos por meio da férmula a seguir:

porosidade =1 — (ﬂ)

dreal

4.2.2.4 Resisténcia mecanica a compresséo diametral e modulo de elasticidade

Os ensaios de resisténcia mecanica a compressao diametral e médulo de
elasticidade foram realizados na maquina universal de ensaios, 100kN, Modelo
DL10000, com célula de carga foi de 5 kgf e velocidade de ensaio foi de 1 mm/min.
Para o ensaio de resisténcia a compressao foram preparadas amostras de cada
compaosito com razao agua/cimento de 0,7 mL/g.

Os compdésitos foram misturados com um agitador mecanico de bancada
(500 rpm/3 min) e inseridos em moldes cilindricos (3 mm de altura x 8 mm de
didmetro), seladas e deixadas em ambiente com temperatura e umidade controladas
(23 £ 3 °C e 60 * 5%) até o momento da andlise.

Os ensaios de resisténcia a compressao das amostras curadas por 7, 14 e
28 dias foram desmoldadas e retificadas sempre entre 2 e 3 h antes do ensaio. Para
este ensaio foram preparas 6 corpos de prova para cada composicédo de biocimento,

totalizando 30 corpos de prova.
4.2.2.5 Ensaio de flexdo
O ensaio mecéanico de flexdo teve como objetivo avaliar a resisténcia do

material a tracdo na flexdo. Esses ensaios foram realizados na maquina universal de

ensaios, 100kN, Modelo DL10000, com célula de carga foi de 200 kgf e velocidade de
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ensaio foi de 1 mm/min. Assim como no ensaio de compressao foram preparadas
amostras de cada compaésito com razao agua/cimento de 0,7 mL/g.

Os compésitos foram misturados com um agitador mecéanico de bancada
(500 rpm/3 min) e inseridos em moldes cilindricos no formato de bastdes com 5 mm
de altura, 7 mm de largura e 35 mm de comprimento. As amostras foram seladas e
deixadas em ambiente com temperatura e umidade controladas (23 £ 3 °C e 60 * 5%)

até o momento da analise.

4.2.2.6 Difracdo de Raios X

As especificacbes e equipamento para caracterizacdo do biocimento

seguem as mesmas utilizadas para as nanoparticulas de silica.

4.2.2.7 Microscopia eletronica de varredura

Para avaliar a morfologia das nanoparticulas foi utilizado a microscopia

eletrbnica de varredura.

4.3 TESTES IN VITRO

Com o objetivo de analisar o comportamento dos compositos sintetizados
foram realizados os seguintes estudos in vitro: Fluido Corporal Simulado, Viabilidade
celular (ensaio MTT), hemocompatibilidade e ensaio de liberagcdo do medicamento in
vitro. Os testes in vitro foram realizados nos laboratorios de pesquisa do programa de

Pos-graduacédo em Ciéncias da Saude (PPGCS).

4.3.1 Fluido corporal simulado

A bioatividade dos compdésitos foi avaliada por exposicao ao fluido corporal
simulado (SBF), preparado de acordo com o método de Kokubo e Takadama (2006),
no padréo ISO / FDIS 23317: 2007. Para a producdo do SBF foram utilizados os
seqguintes ions: Na*, K*, Mg?*, Ca?*, Cl, HCOgz", HPO4?", SO4?".

No experimento envolvendo fluido corporal simulado, foram utilizados 6

corpos de prova no formato de comprimidos de cada uma das 5 amostras, perfazendo
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um total de 30 corpos de prova. Os corpos de prova foram imersos em 11 mL de SBF
em frascos de polipropileno mantidos a 37 °C por 7, 14 e 28 dias. A solucdo SBF foi
substituida a cada 7 dias. ApGs 7, 14 e 28 dias, dois corpos de prova de cada
recipiente foram retirados da estufa e colocados para secar, para posteriormente
serem pesados e encaminhados para o ensaio de FTIR. Apos a exposi¢cao ao SBF os

corpos de prova foram avaliados por:

e MEV — com objetivo de identificar a morfologia do biocimento hidratado;

e DRX — Para identificar as fases cristalinas presentes na amostra de
biocimento, por meio de picos gerados na difracdo dos raios produzidos
pelos atomos caracteristicos do mineral, para identificar o material mais
apropriado;

e FTIR — Para avaliar os grupos funcionais caracteristicos presentes nos

biocimentos hidratados.

4.3.2 Viabilidade celular

A viabilidade celular dos diferentes compostos foi avaliada em linhagem
celular de fibroblasto (NIH3T3) murino. As células foram cultivadas em meio
Dulbecco's Eagle Modificado (DMEM), suplementadas com 10% de soro fetal bovino,
Penicilina (100 unidades/mL), Estreptomicina (100 mg/mL) e 4 mM/L de Glutamina a
37 °C, em garrafas de cultura celular de 25 mL e mantidas em uma estufa a 37 °C,
com 5% de CO,. Todos os reagentes foram obtidos pela Sigma Aldrich. Para
propdsitos experimentais, as células foram tripsinizadas e ajustadas para a
concentracdo de 10* células/poco e plagueadas em uma placa de cultura de fundo
plano de 96 pocos. Apos o tempo de incubacéo (24 h), as células foram tratadas com
meio DMEM contendo diferentes concentracdes dos cimentos 0sseos e/ou
alendronato solubilizados em fosfato dissodico.

Para este estudo, foram utilizadas as seguintes concentracdes: 10, 20 e 40
pg/mL dos compostos. As células tratadas com os diferentes compostos foram
novamente incubadas por 24 h em estufa, a 37 °C, com 5% de CO..

Apo6s o tempo de incubagdo (24 h), o sobrenadante celular foi retirado e
100 pL do Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il -2,5-difeniltetrazélio) (MTT) (Sigma,
MO, EUA) foram adicionados para avaliar a viabilidade celular (KUMAR et al., 2018).
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4.3.2.1 Teste de viabilidade celular - MTT

Para avaliar a viabilidade celular, o ensaio de MTT foi realizado. O teste
MTT é um teste colorimétrico muito usado para avaliar a viabilidade celular. Esse tipo
de ensaio se baseia na medida do dano induzido por composto em estudo no
metabolismo celular, que ocorre usualmente por meio da avaliacdo da atividade de
desidrogenase mitocondrial presente apenas em células metabolicamente viaveis. A
viabilidade mitocondrial e, consequentemente, a viabilidade celular foram
guantificadas pela reducdo do MTT (um sal de coloracdo amarela e solivel em agua)
a formazan (sal de coloracao roxo e insolavel em agua). Dessa forma, a reducdo do
MTT a formazan € diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade
celular.

Para isso, foi retirado o sobrenadante celular apds o periodo de incubacao
dos tratamentos e 100 pL da solu¢do de MTT (0,5 mg/mL) foram adicionadas em cada
poco. Na sequéncia, a placa foi novamente incubada por trés horas em estufa a 37 °C
e 5% de CO; para permitir a reacdo de formagéo do formazan. Apos o periodo de
incubacéao, o meio contendo a solugcédo de MTT foi removido e os cristais de formazan
foram dissolvidos em 100 pL de alcool isopropilico. A absorbancia foi medida em 570
nm, utilizando-se um leitor de microplacas Infinite 200 TECAN. Os resultados foram

apresentados como porcentagem de sobrevivéncia (100%).

4.3.3 Hemocompatibilidade

Hemocompatibilidade é um importante parametro de qualidade dos
glébulos vermelhos compactados, que € usado para avaliar a integridade celular das
unidades sanguineas armazenadas (PRIYA et al., 2020).

Todos os experimentos foram realizados em conformidade com o Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade do Extremo Sul Catarinense, que 0s
aprovou antes do inicio dos procedimentos experimentais, conforme autorizacao n°
3344689. Os eritrocitos humanos foram cedidos por trés voluntarios saudaveis. O
sangue total, 3 mL, foi centrifugado por 10 min a 1.500 rpm para remover 0
sobrenadante, entdo foram feitas trés lavagens com solugéo salina (0,9% NaCl) e

centrifugado por trés vezes para remover outras células e vestigios de plasma. ApGs
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a terceira lavagem, o sobrenadante foi descartado e os eritrocitos foram diluidos com
1,5 mL de solucgéao salina (0,9% NacCl).

Apo6s a obtencdo dos eritrocitos, a atividade hemolitica foi avaliada por
espectrofotometria. Os compostos selecionados para este ensaio foram incubados em
diferentes concentracdes (100, 200 e 400 pug/mL das amostras e 1, 2 e 4 pg/mL das
composi¢cdes de biocimento e medicamentos) e incubados com 50 pL de eritrocitos
humanos ressuspendidos em 950 pL de solugao salina. O tempo de incubacgao foi de
1 h, com uma temperatura de 37 °C, sob agitacdo continua de 100 rpm. Depois do
periodo de incubacao (1 h), a solugdo foi centrifugada por 5 min (10.000 rpm) a
temperatura ambiente. Na sequéncia, 100 yL de sobrenadante da amostra foram
transferidos para uma placa de 96 pocos. A porcentagem de hemocompatibilidade foi
avaliada por espectrofotometria. Além disso, a absorbancia foi medida em 540 nm,
utilizando-se um leitor de microplacas Infanite 200 TECAN. O controle positivo (dgua
destilada) e o controle negativo (solucdo salina) também foram realizadas. Os
resultados foram expressos com a porcentagem da hemolise, obtidos a partir da

equacao abaixo:

vm—-cn

Hemolise (%) = e

Onde vn= valor da absorbancia; cn= controle negativo e cp= controle positivo. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

4.3.4 Ensaio de liberagcdo do medicamento

A liberacdo foi realizada por meio de uma membrana de dialise
(Spectra/Por® 6) de tamanho 1000Da. Foram pesadas as amostras (1 g) e colocadas
no interior da membrana junto com o fosfato dissodico, pH 7,4 (5 mL). Entdo foram
fechadas as extremidades da membrana e colocado em um béquer com 100 mL do
meio receptor (solucdo de fosfato dissédico, pH 7,4). O meio receptor foi mantido a 37
°C em banho-maria. Em 0, 15, 30, 60, 75, 90, 105 min, uma aliquota foi retirada da
solugéo presente no meio interno na membrana para a leitura por espectrofotometria
UV (262 nm).
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Um gréfico Absorbancia vs tempo de incubagéo foi realizado utilizando o
software GraphPad Prism 8. A partir do gréfico foi medido o tempo correspondente a
50% do farmaco liberado.



77

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados de todo o desenvolvimento
desta pesquisa. Todo o processo de sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de
silica, a rota de sintese e caracterizacdo da hidroxiapatita. Posteriormente s&o
demonstrados o processo de tratamento térmico da hidroxiapatita para obtencao do
biocimento, a incorporacdo das nanoparticulas de silica ao biocimento, bem como o
processo de hidratacdo do biomaterial e sua utilizagdo na entrega de medicamentos
in vitro. Todos os materiais foram caracterizados e seus resultados foram analisados

com a literatura atual.

5.1 NANOPARTICULAS DE SILICA

A nanoparticulas de silica obtidas pela rota 1 e 2 foram sintetizadas por
meio do método de Stober. Este método envolve a sintese de nanoparticulas esféricas
de dioxido de silicio a partir da hidrélise e condensacédo do TEOS em etanol e agua,
utilizando aménia como catalisador, € possivel obter particulas esféricas com tamanho
uniforme, sendo possivel obter particulas entre 5 e 2000 nm. Além disso esse método
é versatil e rapido (FERNANDES, 2014). No tépico a seguir é possivel identificar a
formacdo de particulas nessa faixa de valores.

No caso especifico das nanoparticulas de silica da rota 2, elas foram
sintetizadas por meio de uma adaptacdo do método de Stéber descritas no trabalho
de Doadrio et al. (2017). O processo para obtencdo das duas nanosilicas é muito
similar exceto pelo surfactante adicional utilizado na rota 2. As moléculas do CTAB
formam micelas, superficie onde a policondensacdo de silica ocorre durante a
hidrolise do TEOS. O tipo de surfactante alterou o tamanho o formato dos mesoporos
e determinou uma maior area superficial.

As nanoparticulas de silica sintetizadas foram caracterizadas por BET,
DSC/TG, FTIR, MEV e MET.

5.1.1 Area superficial (BET)

Como pode ser observado na Tabela 2, as nanoparticulas de silica obtidas

pela Rota 1 apresentaram uma area superficial de 177,1 m2/g, com um volume de 0,45
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cm3/g e um raio de 53,75 A. Por outro lado, as nanoparticulas de silica da Rota 2
apresentaram uma area superficial significativamente maior, de 654,6 m2/g, com um

volume de 1,22 cm®/g e um raio de 52,87 A.

Tabela 2 — Area superficial (ABET), volume (VPBJH) e raio (RPBJH) das
nanoparticulas de silica.
Amostra ABET (m2/g) VPBJH (cm?3Qg) RPBJH (A)

Nanoparticulas de

_ 177,085 0,450 53,750
silicarota 1

Nanoparticulas de 654,600 1,220 52,870
silicarota 2

Fonte: Do autor, 2023.

Os resultados ressaltam que a Rota 2 foi capaz de gerar um material com
uma area de superficie significativamente maior (3,7 vezes maior, como indicado por
ABET). Além disso, vale destacar que o volume de poros (VPBJH) também foi maior
(2,7 vezes maior), embora o raio do poro tenha apresentado similaridade entre ambas
as rotas. Bitar et al. (2012) e Ding et al. (2017) relataram que nanoparticulas de silica
nessa faixa de valores podem favorecer a entrega de medicamentos. Vale ressaltar
gue a formacao de nanoparticulas de silica mesoporosas ocorre de forma semelhante
ao método Stdber, com a Unica diferenca sendo o uso de um surfactante adicional que
contribui para a formacéao de mesoporos.

No entanto, o raio do poro das duas nanoparticulas de silica acabou sendo
bastante similar. A distincdo entre elas reside na area de superficie e no volume. As
moléculas de CTAB, usadas na produc¢éo das nanoparticulas de silica mesoporosas,
formam micelas, superficies onde ocorre a policondensacdo da silica durante a
hidrolise do TEOS, resultando na nanoestrutura mesoporosa da nanoparticula de
silica. Além disso, o CTAB, além de contribuir para a formacdo do tamanho do poro,
pode influenciar diretamente a area de superficie e o volume, fornecendo uma area
de superficie e um volume de poro maiores, 0 que ficou evidente nas nanoparticulas
de silica obtidas pela rota 2.

Os resultados obtidos indicam claramente que o tipo de surfactante altera
a morfologia dos mesoporos (CAO et al., 2012; ZANONI et al., 2019). Também vale

ressaltar que a area de superficie obtida esta dentro da faixa esperada para o método
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Stober para ambas as nanoparticulas de silica sintetizadas. As areas de superficie
obtidas pelo método Stéber podem variar de 10 a 346 m?/g (CAO et al., 2012). Quanto
as areas de superficie obtidas pelo método Stéber para silicas mesoporosas, elas
podem variar de 289 a 1157 m?/g (CAO; KRUK, 2013).

O Quadro 9, apresenta a area superficial obtida pelo método Stéber para

as duas rotas de sinteses desenvolvida por diversos autores.

Quadro 9 — Area superficial das particulas de silica obtidas por diversos autores.

Nanoparticulas de silica Autor ABET (m2/g)
sintetizadas
Do autor, 2023 177,085
rota 1 Fernandes (2014) 166,000
Zuo et al. (2021) 64,300
Bourebrab et al. (2018) 230,000
Do autor, 2023 654,600
rota 2 Fonseca et al. (2018) 658,300
Doadrio et al. (2017) 1047,600
Cao e Kruk (2013) 850,00

Fonte: Do autor, 2023.

Observa-se que podem ser obtidas nanoparticulas de silica com areas
superficiais de diferentes tamanhos. Conforme o Quadro 9, fica evidente que a silica
da rota 1 obtida neste trabalho apresentou uma area superficial de 113 ma2/g
aproximadamente a mais que a sintetizada por Zuo et al. (2021). Em contrapartida
apresentou uma area superficial de 53 m#/g aproximadamente a menos que a
proposta por Bourebrab et al. (2018). Com relacdo a nanoparticulas de silica obtida
pela rota 2, esta apresentou praticamente a mesma area superficial sintetizada por
Fonseca et al. (2018) entretanto 200 m?/g inferior a proposta por Cao e Kruk (2013).

As dimensdes nanométricas das nanoparticulas de silica, combinadas com
sua alta relacdo area superficial/volume e superficie porosa, as tornam especialmente
adequadas como veiculos para a liberacédo controlada de medicamentos. (CABRAL,
2015).

A sintese de nanoparticulas de silica permite a obtencdo de materiais com
uma alta area de superficie com acessibilidade de superficie interna aprimorada,
tamanhos de poros ajustaveis e volumes de poros. (MAITY; POLSHETTIWAR, 2017)



80

As dimensdes nanométricas das NPs de silica, a sua elevada razéo area
superficial e volume de poros na sua superficie, faz com que esta destaque-se na
utilizacdo como veiculos para a libertacéo controlada de farmacos. (CABRAL, 2015)

O tamanho das nanoparticulas de silica é fundamental na determinacéo da
area, quanto menor o tamanho da particula maior a area superficial. (CHAPA-
GONZALEZ; PINON-URBINA; GARCIA-CASILLAS, 2018; FERNANDES, 2014)

5.1.2 Anélise TGA

A analise TGA € uma técnica analitica utilizada para determinar a variacédo
da massa de uma amostra em funcao da temperatura ou do tempo. No caso especifico
da silica, pode ser util para determinar sua estabilidade térmica e suas propriedades
de decomposicéao.

Por meio desse ensaio, € possivel obter informacdes sobre a temperatura
na qual a amostra comeca a perder massa, bem como a taxa de perda de massa a
medida que a temperatura € aumentada. Aléem disso, é possivel identificar as
diferentes fases de decomposicdo da amostra e a temperatura na qual elas ocorrem.

A analise do comportamento térmico das nanoparticulas de silica obtidas

pela rota 1(A) e rota 2(B) séo ilustradas na Figura 15.

Figura 15 — Analise termogravimétrica e DSC das nanoparticulas de silica: (A) rota 1

e (B) rota 2.
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A analise termogravimétrica da Figura 15(A), que apresenta a rota 1 das
nanoparticulas de silica, mostrou um percentual de perda em massa de
aproximadamente 5%; esse fato se deve em razdo do material ndo apresentar muito
material organico e grande parte desta perda esté relacionada com a liberacdo da
dgua da estrutura da silica (CHAPA-GONZALEZ; PINON-URBINA; GARCIA-
CASILLAS, 2018; LOPES, 2017) .

Observa-se também a 450 °C a transformacédo de quartzo, que é comum
para as silicas (GOMES; FURTADO; SOUZA, 2018)

A Figura 15(B) apresenta analise termogravimétrica para as nanoparticulas
de silica da rota 2, que atingiu uma perda total de aproximadamente 50% de massa.
Pode-se observar que 15% desta perda ocorre até a temperatura de 100 °C. Esta
perda esta relacionada a saida de agua fisicamente adsorvida (EZZEDDINE et al.,
2015; FERNANDES et al., 2016). Posteriormente, observa-se um evento tipico de
decomposicéo do molde organico entre 200 e 400 °C, correspondendo a mais 20% de
perda de massa (FONSECA et al., 2018; JUHASZ et al., 2012) . Finalmente, na faixa
de 400 a 900 °C, ocorre mais uma perda de massa no valor de 15% que corresponde
a condensacdo de grupos silandis restantes (EZZEDDINE et al., 2015). Pode-se
observar ainda a formacao do quartzo a 350 °C na curva de DSC.

Importante destacar ainda, com base nestes resultados que os compostos
organicos da sintese como o surfactante CTAB utilizado, ainda aparecem presentes

na silica e foram removidos no processo de queima.

5.1.3 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

Com o intuito de confirmar a formacao de silica foi utilizado o ensaio de

espectroscopia de infravermelho. Na Figura 16 pode-se observar esse resultado.
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Figura 16 — Espectroscopia de Infravermelho das nanoparticulas: (A) rota 1 e (B)

rota 2.
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Fonte: Do autor, 2023.

Na Figura 16(A) observa-se a formacdo da matriz de silica, pela presenca
da banda de estiramento do grupo —OH em 1640 cm™ que também é associada ao
grupo silanol (Si-OH) observado em 650 cm™. Os picos de banda associam-se a
vibracdo de do estiramento assimétrico de Si-O-Si evidenciados em 1000 cm e 450
cm 1 (Nl et al., 2019).

Zulfigar, Subhani e Husain, (2016) e Wang et al. (2010) sintetizaram silicas
sélidas e encontraram as mesmas bandas de estiramento dos grupos -OH, SI-OH e
Si-O-Si com 0s mesmos picos de banda, corroborando com os resultados encontrados
na sintese de silicas da rota 1.

Na Figura 16(B) representa o FTIR das nanoparticulas de silica da rota 2,
observa-se um comportamento muito semelhantes as nanoparticulas de silica da rota
1, abordada na Figura 16(A). Como destacado, apresenta uma formacao da matriz de
silica, com banda de estiramento do grupo -OH, que também €& associada ao grupo
silanol (Si-OH). Como evidenciado também na silica solida, os picos ocorrem nas
bandas de 1100 cm™ e 450 cm!, associando-se ao estiramento assimétrico de Si-O-
Si (ZANONI et al., 2019)

Existe ainda a presenca de uma banda a 1600 cm™; esse fator corresponde
a agua adsorvida no modo deformacéo angular (LOPES, 2017).

Conforme Doadrio et al. (2017), Fernandes et al. (2016) e Lopes, (2017) os
grupos funcionais encontrados nas faixas de bandas correspondentes desta pesquisa
correspondem ao esperado para nanoparticulas de silica obtidas com a utilizacdo do
surfactante CTAB.
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5.1.4 Anélise morfoldgica das nanoparticulas de silica obtidas pela rota 1 por

meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Com o propasito de evidenciar a morfologia das nanoparticulas de silica da
rota 1, a Figura 17 mostra as imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV)
para a amostra de nanoparticulas de silica sintetizada. Na imagem é possivel
identificar a formacédo de nanoparticulas de silica. Foram utilizadas ampliacdes de
100, 1000 e 10000 vezes para 100, 10 e 1 um conforme pode-se observar na Figura
17.

Figura 17 — Imagem de nanoparticulas de silica obtida por MEV (A) 100 um (B) 10
pm (C) 1 pm.
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Fonte: Do autor, 2023.

Conforme pode-se observar na Figura 17, as nanoestruturas sintetizadas
apresentaram-se com tamanho inferior a 100 um, desta forma corroborando com a

natureza de materiais nanométricos. Salienta-se ainda que esta nanoparticula de
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silica apresentou uma morfologia esférica e solida. As caracteristicas observadas nas
nanoparticulas de silica sintetizadas apresentam resultados de acordo com a literatura
(IBRAHIM, ZIKRY e SHARAF, 2010; GOMES; FURTADO; SOUZA, 2018; ESCOTO-
VIVERO, 2012).

5.1.5 Anélise morfolégica das nanoparticulas de silica obtidas pelarotale 2 por
meio de microscopia eletronica de transmissao (MET)

Para destacar a morfologia das nanoparticulas de silica, a Figura 18
apresenta imagens de microscopia eletronica de transmisséo (MET) das amostras de
nanoparticulas de silica sintetizadas.

Figura 18 — Imagem de nanoparticulas de silica obtida por MET para as

nanoparticulas de silica para a rota 1(A) e (B) e rota 2 (C) e (D).
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As Figuras 18(A) e 18(B) apresentam imagens de microscopia eletronica
de transmissédo (TEM) das nanoparticulas de silica obtidas na rota 1. As imagens
confirmam sua morfologia esférica e solida, conforme descrito neste estudo. Vale
ressaltar que as imagens das nanoparticulas de silica mostraram-se aglomeradas.
Essa aglomeracdo esta relacionada ao processo de secagem do material, como
relatado nos trabalhos de Bitar et al. (2012), e Ibrahim, Zikry e Sharaf (2010).

As Figuras 18(C) e 18(D) ilustram imagens de TEM das nanoparticulas de
silica obtidas por meio da rota 2, confirmando a natureza nanométrica do material.
Nestas imagens, a natureza mesoporosa do material pode ser observada e
confirmada, com pequenas cavidades presentes em toda a matriz de silica. Essas
caracteristicas sdo atribuidas ao método de sintese que emprega o CTAB como
surfactante. Além disso, as nanoparticulas obtidas pela rota 2 exibem uma boa
dispersdo (JAMBHRUNKAR et al., 2014; ZANONI et al., 2019).

5.2 FOSFATO DE CALCIO

Neste tOpico serdo apresentados os resultados referentes a sintese do

fosfato de calcio sintetizado neste trabalho.

5.2.1 Analise TGA

O ensaio de termogravimetria, tem como objetivo, obter informacdes sobre
a temperatura na qual a amostra comeca a perder massa, bem como a taxa de perda
de massa a medida que a temperatura € aumentada. Além disso, é possivel identificar
as diferentes fases de decomposicdo da amostra e a temperatura na qual elas
ocorrem.

A analise do comportamento térmico do fosfato de calcio sintetizado é

ilustrada abaixo por meio da Figura 19.



86

Figura 19 — Andlise termogravimétrica e DSC do fosfato de célcio.
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Fonte: Do autor, 2023.

Na Figura 19 pode-se observar o comportamento térmico dos pos
nanoestruturados de fosfato de calcio obtidos por meio da sintese desenvolvida. Fica
evidenciado na Figura 19 picos que indicam a transformacéo do fosfato de calcio, que
na curva de analise térmica diferencial ocorre proximo de 800 e 1180 °C. Destaca-se
ainda uma perda de massa gradativa de 10% até 1400 °C.

Convém destacar ainda que por meio da analise do comportamento térmico
€ possivel identificar trés momentos de perda de massa. No primeiro momento
préximo dos 100 °C, ocorre uma perda de massa de 2% com relacdo ao total. A
segunda ocorreu em aproximadamente a 250 °C, onde observa-se novamente 2% de
perda de massa com relacao ao total, estas perdas estdo associadas a perda de agua
do material e & decomposicao residual da matéria organica. Manjubala e Sivakumar
(2001) em seus trabalhos evidenciaram este comportamento. A Ultima perda de
massa ocorreu proximo a 600 °C estendendo-se a 1400 °C, correspondendo a mais
6% de perda de massa com relacédo ao todo, e esta relacionada a descarbonizacao.
Esta ultima evidencia também foi encontrada nas pesquisas de Sofronia et al. (2014).

Pode-se observar pela curva de DSC da figura 19, em aproximadamente
805 °C um pico exotérmico, indicativo da transformacé&o de fase dos fosfatos de célcio;
outro pico exotérmico ocorre a 1150 ° C, caracteristico da transformacgédo da HPA em
TCP alpha (SILVA et al., 2017).
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5.2.2 Difrag&o de Raios X

A difracdo de raios X € utilizada para determinar a estrutura cristalina do
material, além de identificar as fases presentes, 0 que permite compreender suas
propriedades fisicas e bioldgicas. Na Figura 20 observa-se 0s picos apresentados pelo

fosfato de calcio sintetizado.

Figura 20 — Difragcéo de Raios X do fosfato de calcio.
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A Tabela 3 apresenta a relacéo proporcional das fases encontradas.

Tabela 3 — Fases do fosfato de céalcio sintetizado

ICSD Fase Percentual
26204 Hidroxiapatita 37,5%
Fosfato de Calcio hidratado
6191 _ _ 62,5%
Whitlockite

Fonte: Do autor, 2023.
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Por meio dos resultados apresentados na Figura 20, observa-se um
material bifasico com picos representativos de fosfato de calcio whitlockite e
hidroxiapatita. O resultado do difratograma de raios X aponta para a presenca de picos
representativos da fase hidroxiapatita estequiométrica, na composicao
Cai10(PO4)s(O2H)2, com estrutura cristalina hexagonal e plano principal de difracéo. As
fases apresentadas estdo de acordo com os trabalhos de Kim, An e Cho (2018) e
Landi et al. (2008). A fase de hidroxipatita foi identificada pela carta ICSD 26204,
enquanto a fase do fosfato de calcio hidratado Whitlockite pela carta ICSD 6191.

Cabe destacar ainda, que o difratograma, aponta para presenca de picos
de baixa intensidade da fase Fosfato de Célcio hidratado Whitlockite. A Tabela 3
destaca que a composicdo do material € de 62,5 % de Fosfato de Calcio hidratado
Whitlockite e 37,5 % de hidroxiapatita.

5.2.3 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho é uma técnica analitica comum utilizada
para identificar e caracterizar compostos quimicos em materiais biolégicos e
sintéticos. Especificamente no caso da hidroxiapatita, o ensaio de FTIR é
frequentemente utilizado para investigar as propriedades quimicas da sua estrutura e
superficie.

Essa técnica é utilizada para identificar e quantificar esses grupos
funcionais, fornecendo informac¢des sobre a composi¢cao quimica do material. A Figura
21 apresenta a espectroscopia de infravermelho do fosfato de calcio sintetizado

visando evidenciar a caracterizacdo deste material
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Figura 21 — Espectroscopia de Infravermelho do fosfato de célcio sintetizado.
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A Figura 21 apresenta o espectrograma da hidroxiapatita. Os picos de
banda associam-se a vibracdo de PO* evidenciados em 560 cm, 603 cm™ e 1030
cml. Estas caracteristicas ja foram observadas por diversos autores em trabalhos que
envolvem a sintese de fosfato de célcio e hidroxiapatita. Dalmonico (2015), Franczak
et al. (2017) e Silva (2017), encontraram resultados semelhantes na caracterizacéo
por esse método.

Além disso os modos vibracionais de PO4 que foram identificados na Figura
21 corroboram com os dados observados por Drouet (2013), Eilbagi et al. (2016) e He
et al. (2021).

5.2.4 Analise morfologica do p6 de fosfato de calcio por meio de microscopia
eletrénica de transmissao (MET)

Com o objetivo de identificar as caracteristicas morfolégicas do pd de
fosfato de célcio, foram obtidas imagens por meio de MET (Microscopia Eletrénica de
Transmissao). A Figura 22 apresenta as imagens obtidas das nanoparticulas de
fosfato de célcio.
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Figura 22 — Imagem de nanoparticulas do fosfato de calcio obtida por MET.

onte: Do autor, 2023.

A Figura 22 mostra que antes do processo de tratamento térmico do fosfato
de célcio, pode-se observar que a estrutura € compativel com outras estruturas de
fosfato de calcio obtidas (CAMARGO; SOARES; GEMELLI, 2007; DIEZ-ESCUDERO,;
ESPANOL; GINEBRA, 2020).

A presenca de cristais de fosfato de calcio, como observado na Figura 22,
€ desejavel pois eles sdo bioativos, ou seja, tém a capacidade de interagir com 0s
tecidos biologicos circundantes e promover a formacéo e crescimento de novo tecido
0sseo.

A morfologia apresentada na Figura 22 € consistente com estudos
realizados por Silva et al. (2017), que mostraram uma morfologia similar na sintese do

biocimento.
5.3 BIOCIMENTO

Por meio do tratamento térmico aplicado ao fosfato de calcio, o biocimento
foi obtido. O tratamento térmico foi realizado num forno mufla de alta temperatura da
marca Fortelab série 1600, durante um periodo de 2 h a temperatura de 1300 °C. A
rota escolhida para a transformagéo do fosfato de calcio em biocimento foi adaptada
da proposta de Franczak et al. (2017).
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O tratamento térmico para obten¢do de biocimento de fosfato de célcio €
capaz de influenciar as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do material
produzido. De modo geral, o tratamento térmico é utlizado para remover o0s
compostos inorganicos presentes no fosfato, tais como a agua e grupos hidroxila, que
podem afetar negativamente a estabilidade e a resisténcia do material. Além disso,
pode ajudar a densificar a estrutura do material, melhorando suas propriedades
mecanicas, tais como a resisténcia a compressao e dureza. Por meio do tratamento
térmico, pode-se obter um material com uma superficie mais porosa e rugosa, que
pode melhorar a aderéncia e proliferacdo de células 6sseas, promovendo a formacéo
de osso novo (BOSE; ROY; BANDYOPADHYAY, 2012; LIAO et al., 2004; LINK et al.,
2006).

A seguir sdo demonstradas todas as etapas de caracterizacdo do

biocimento obtido.

5.3.1 Analise quimica

Para identificacdo da composicédo, foi realizada a analise quimica do

biocimento, conforme pode ser observado na Tabela 4.

Tabela 4 — Analise quimica do biocimento sintetizado.

Elemento Teor [%)]
Al>O3 0,125
CaO 53,09
Fe,Os3 -
K20 -
MgO -
MnO -
Na.O -
P20s 46,7
SiO2 0,130
TiO> <0,05
Cr203 -
SrO -
Zn0O -
Perda ao fogo <0,39

Fonte: Do autor, 2023.
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Os resultados da andalise quimica evidenciam que o biocimento €
constituido principalmente por 6xido de célcio com cerca de 53,09% e pentoxido de
difésforo com cerca de 46,7%. Estes elementos sdo caracteristicos da composi¢ao de
biocimentos de fosfato de célcio. Convém destacar ainda a pequena presenca de
oxido de aluminio com cerca de 0,125% e 6xido de silicio com 0,130%. A anélise

apresentou ainda uma perda ao fogo menor que 0,39%.

5.3.2 Anélise TGA

Como mencionado anteriormente, 0 ensaio de termogravimetria para o p6
de fosfato de calcio apresentou um percentual de perda de massa de 10%. Apos o
tratamento térmico e, consequentemente, com a obtencao do pé de biocimento, este
também foi encaminhado para o ensaio de termogravimetria. Por meio da Figura 23,

€ apresentada a termogravimetria apos o tratamento térmico do fosfato de calcio.

Figura 23 — Termogravimetria das nanoparticulas de biocimento.
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Fonte: Do autor, 2023.

A andlise termogravimétrica da Figura 23 apresenta um pequeno ganho de

massa para a amostra de biocimento. Durante o tratamento térmico, a agua foi
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removida da estrutura, o que levou a um aumento na densidade e na compactagao
das camadas de ions de célcio e fosfato. Além deste fator o tratamento térmico pode
ocasionar defeitos na estrutura cristalina da hidroxiapatita o que pode ocasionar neste
pequeno ganho de massa (BERZINA-CIMDINA et al.,, 2012; DING et al.,, 2015;
DOBROVOL'SKAYA et al., 2018; DOROZHKIN, 2013).

Por meio da curva de DSC da Figura 23 pode-se observar a 800 °C a
reorganizagao dos cristais de TCP e HPA (SILVA, et al. 2017).

5.3.3 Difracéo de Raios X
Para identificar as fases cristalinas presentes na amostra do pé de
biocimento, foi realizado o difratograma de raios X. A Figura 24 apresenta 0s picos

presentes do material obtido.

Figura 24 — Difratograma de Raio X do biocimento obtido.
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A Tabela 5 apresenta a relacdo proporcional das fases encontradas apdés o

tratamento térmico para a formacgéo do biocimento.

Tabela 5 — Fases presentes no p6 de biocimento sintetizada

ICSD Fase Percentual
26204 Hidroxiapatita 21,2
923 Fosfato de Calcio alpha 78,8

Fonte: Do autor, 2023

As composicOes das fases do biocimento identificadas pelo DRX,
apontaram para um material constituido de duas fases: fosfato de calcio alpha
(Caz(P0Oa)2) e hidroxiapatita (Cai10(PO4)s(OH)2. A fase de hidroxiapatita foi identificada
pela carta ICSD 26204, enquanto a fase do fosfato de calcio pela carta ICSD 923. O
biocimento apresentou um percentual de 21,2% de hidroxiapatita e 78,8% de fosfato
de célcio alpha. Estes resultados ja foram evidenciados por Lourenco (2016).

Como pode-se observar, ocorreu a formacao de hidroxiapatita; o processo
pelo qual o biocimento forma a fase de hidroxiapatita envolve uma reacdo quimica
conhecida como cimentacdo. A combinacédo de calcio e fosfato é essencial para a
formacdo de hidroxiapatita. A presenca de ions calcio e fosfato em quantidade
adequada possibilitou a reacdo quimica espontanea na qual os ions se combinaram
para formacéo de cristais de hidroxiapatita.

Silva et al. (2018), sintetizaram biocimentos de fosfato de célcio e
identificaram as duas fases evidenciadas neste estudo. Em relacdo a evidéncia da
presenca da fase alpha do fosfato de calcio, os picos mais intensos podem ser
encontrados em angulos de difracdo de aproximadamente 31,7°, 32,9° e 33,9°
(HENCH, 1991; RAJABI et al., 2007) .

Cabe destacar ainda que durante o tratamento térmico na hidroxiapatita,
ocorrem a formacao de defeitos cristalinos em sua estrutura da hidroxiapatita. Esses
defeitos podem ser lacunas de ions, deslocamentos de atomos ou outras distor¢des
na estrutura cristalina. Desta forma, esses contribuem para o aumento da massa da
hidroxiapatita, pois eles ocupam espac¢o adicional na estrutura cristalina (BERZINA-
CIMDINA et al., 2012; DOBROVOL’SKAYA et al., 2018).



95

5.3.4 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

Por meio da Figura 25 é apresentado os grupos funcionais caracteristicos
presentes nos biocimentos por meio da espectroscopia de infravermelho.

Figura 25 — Espectroscopia de infravermelho do biocimento obtido.
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Fonte: Do autor, 2023.

Na Figura 25, no espectrograma do biocimento, pode-se observar os
mesmos picos de PO4 que estavam presentes na hidroxiapatita antes do tratamento
térmico para obtencdo do biocimento. Estes sdo observados nas bandas 560 cm™ e
1020 cm. Além destes, ocorre um pico a 2400 caracteristico da presenca de CO; e
outras bandas de vibragdes entre 3500 cm™* a 4000 cm™ demonstrando a presenca
de H20.

Importante destacar que resultados semelhantes a estes ja foram
encontrados nos trabalhos de Franczak et al. (2017) e Lourenco (2016).
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5.3.5 Analise morfolégica do p6 de biocimento por meio de microscopia
eletronica de transmissao (MET)

A Figura 26 apresenta as imagens obtidas por meio de MET para
identificacdo das caracteristicas morfolégicas do pé de biocimento sintetizado neste

trabalho.

Figura 26 — Imagem de nanoparticulas do biocimento obtido por MET
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Fonte: Do autor, 2023.

A Figura 26 ilustra que apés o processo do tratamento térmico do fosfato
de calcio ocorre a formacéo do biocimento. As imagens da micrografia apresentam
uma morfologia formada por finos fragmentos de cristais de fosfatos de calcio na forma
de agulhas aglomerados.

A presenca de cristais de fosfato de célcio, como observado na Figura 26,
sdo desejaveis, pois eles séo bioativos, ou seja, tém a capacidade de interagir com 0s
tecidos bioldgicos circundantes e, assim, promover a formacéo e o crescimento de
novo tecido 6sseo. Salienta-se ainda que o biocimento de fosfato de calcio € um
composto que possui uma estrutura cristalina natural, o que significa que suas
moléculas tém uma organizacao regular e repetitiva em forma de cristais.

A morfologia apresentada na Figura 26 corrobora com os estudos de Silva
et al. (2017), que apresentaram morfologia semelhante na sintese de biocimentos.

Os finos fragmentos de cristais de fosfato de calcio aglomerados com

estruturas microporosas também foram evidenciados por Franczak et al. (2017).
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Outros estudos indicam que fosfatos de célcio hidratados, de maneira geral, séo
formados por finas particulas nanométricas aglomeradas (CAMARGO; SOARES;
GEMELLI, 2007; DALMONICO et al., 2015).

5.3.6 Biocimento Hidratado

Como destacado anteriormente, os pds de biocimento foram hidratados
com fosfato dissédico. O processo de cura do biocimento hidratado ocorreu de duas
formas: temperatura ambiente (cura a seco) e temperatura controlada e com umidade
(cura umida); nesta forma de cura as amostras foram colocadas em uma estufa com
temperatura controlada a 37,5 °C. A Figura 27(A) ilustra o DRX do biocimento com
cura a seco, enquanto a Figura 27(B) apresenta o DRX do biocimento com cura imida.
As amostras encaminhadas para dos DRXs possuiam 28 dias de cura.

Figura 27 — Difratograma de Raio X do biocimento hidratado: (A) cura a seco e (B)

cura Umida.
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Fonte: Do autor, 2023.

Como observado na Figura 27(A), o biocimento apds a hidratacdo com
fosfato de dissddico e curado por cura a seco ndo apresentou fases diferentes em
relacdo ao p6 de biocimento ndo hidratado. Assim, é evidente que apds a hidratacéo
por cura a seco, o biocimento mantém as fases do biocimento ndo hidratado, com
uma porcentagem de 21,2% de HPA e 78,8% de fosfato de célcio alpha. Apenas agua

+ fosfato dissodico ndo foi suficiente para desencadear a formacdo de fases
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hidratadas no biocimento. Nas condi¢cdes de cura a seco, as fases presentes no
biocimento, conforme apresentado neste estudo, sdo semelhantes aos resultados
obtidos por Franczak et al. (2017).

Em outras palavras, as fases identificadas néo sofreram alteracfes apés a
hidratacdo. Nao foram formados novos cristais, o que pode estar relacionado a relacéo
liqguido/pé que foi insuficiente para a precipitacdo e cristalizacdo de novas fases
(FRANCZAK et al., 2017; MEDVECKY et al., 2021). Por outro lado, para o biocimento
hidratado, curado por cura Umida, a principal mudanca estrutural que ocorre com a
hidratacdo € a transformacéo do alpha-TCP em HPA, ou seja, a presenca de uma
Unica fase, HPA. Essa fase € ilustrada na Figura 27(B), onde foram identificados os
picos caracteristicos de HPA. A formacéo de HPA ocorreu devido a interacdo entre o
liquido e os ions de calcio e fosfato presentes no biocimento durante a hidratacéo.
Nessa reacéo, os ions de célcio e fosfato reagem para formar cristais de HPA. A
presenca de umidade € um fator crucial para a formacéo de novos cristais de HPA,
pois estende o tempo de hidratacdo do biocimento (MEDVECKY et al., 2021;
RICHTER et al., 2023).

Possivelmente, nenhuma alteracdo de fase ocorreu no biocimento curado
a seco devido ao fato de que as condi¢cdes de umidade do ambiente podem ter sido
insuficientes para que as reacdes do processo de hidratacdo ocorressem (SIDDIQUE;
MEHTA, 2014). Por outro lado, a cura umida favoreceu a formacgéao de uma Unica fase
de HPA. Biocimentos, quando misturados com uma fase liquida, formam uma pasta
plastica capaz de solidificar. O processo de solidificacdo ocorre por meio da reacao
exotérmica de hidratacdo e endurecimento do biocimento. Um ambiente Umido
promove a supersaturacdo da solucao, favorecendo a precipitacdo de HPA. Quando
o0 biocimento é exposto ao processo de cura em um ambiente Umido, ions Ca?* e OH-
sao liberados, promovendo a supersaturacao da solucao, levando a precipitacdo de
HPA nas superficies das particulas (OLIVEIRA; PANDOLFELLI; JACOBOVITZ, 2010).

Ap0ds o processo de cura, a formacédo de HPA aumentou para 100%.
5.4 BIOCIMENTOS — COMPOSITOS
Com o objetivo de analisar o comportamento do material no que se refere

ao comportamento mecanico e a entrega de medicamentos, foram preparadas 4

composicoes diferentes de biocimento. Neste trabalho essas composi¢cbes foram
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denominadas compésito 1, 2, 3 e 4. Estas amostras receberam diferentes propor¢des
de nanoparticulas de silica, com o objetivo de investigar o comportamento mecéanico

e a entrega de farmacos pelo material.

5.5 COMPOSITO HIDRATADO

Conforme destacado anteriormente, apds a obtencao, os pos de biocimento
foram utilizados para a sintese de 4 compositos, com diferentes percentuais de adicédo
de nanoparticulas de silica. Posteriormente esses compadsitos foram hidratados com
fosfato dissddico e levados ao processo de cura. No processo de cura foram utilizados
dois métodos: cura a seco e cura umida.

Todos os compositos nas duas diferentes formas de cura passaram pelo
ensaio de caracterizacdo de DRX. A Figura 28 demonstra o difratograma de raios X

obtido sobre os cinco compasitos de biocimento com cura a seco apos 28 dias.

Figura 28 — Difratograma de raios X dos compdsitos de biocimento com cura a seco.
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Na Figura 28 pode-se observar a presenca de biocimento constituido de
fosfato de célcio alpha e hidroxiapatita em todas as amostras apresentadas. Contudo
observa-se que o pico de fosfato de célcio em 31° diminui de intensidade com a
insercdo de nanoparticulas de silica com relacdo ao apresentando no biocimento, que
apresenta aproximadamente um pico de 420 contagens. Nos demais compdsitos, a
medida que s&o inseridos proporcionalmente nanoparticulas de silica na composicéo
total, a intensidade dos picos diminui. O compoésito 1 apresenta intensidade de
aproximadamente 420 contagens, no compdésito 2 aproximadamente 400 contagens,
no compoésito 3 abaixo de 400 contagens e no compdsito 4 como o percentual de
nanoparticulas de silica é de somente 1% com relacdo a massa total apresenta
intensidade de aproximadamente 420 contagens.

Além dos compasitos de biocimento com cura em temperatura ambiente, a
Figura 29 ilustra os DRXs dos compdsitos com cura em temperatura controlada e

umidade para cada um dos compdsitos apés o periodo de 28 dias de cura.

Figura 29 — Difratograma de raios X dos compdésitos de biocimento sintetizados com

umidade e temperatura controladas.
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Assim como nos comp@sitos com cura a seco, 0s compdsitos com cura
Umida também apresentaram o mesmo padrao de DRX, ou seja, todos os compdsitos
gue foram submetidos a cura Umida apresentaram fase de hidroxiapatita. Esta fase é
ilustrada nas imagens da Figura 29.

Conforme pode ser observado nas Figuras 28 e 29, a presenca de nano-
silica em diferentes porcentagens em cada composito ndo foi suficiente para a
formacdo de novas fases no biocimento. As fases presentes em cada compdsito
permaneceram inalteradas mesmo com a adicdo de nanoparticulas de silica.

Além do ensaio de difracdo de raios X, foi realizado o ensaio de BET. A
Tabela 6 apresenta além da area superficial, o volume e o raio dos poros do

biocimento e de cada um dos 4 compdésitos sintetizados neste estudo.

Tabela 6 — Area superficial (ABET), volume (VPBJH) e raio (RPJH) dos compdsitos
de biocimentos
Amostra ABET (m2/g) VPBJH (c#/q) RPBJH (A)

Biocimento 21,101 0,120 21,115
Composito 1 24,107 0,154 21,116
Composito 2 22,672 0,129 21,178
Composito 3 21,372 0,110 21,212
Compdsito 4 26,207 0,166 52,671

Fonte: Do autor, 2023

Por meio da Tabela 6, pode-se observar que o0s compdsitos nao
apresentaram aumento significativo de area superficial e no volume dos poros com a
adicdo de nanoparticulas de silica.

Porém, no que se refere ao raio de poro, 0 compoésito 4 apresentou um raio
de poro aproximadamente 150% maior do que o dos demais compdsitos. Esse fato
deve estar relacionado com a alta area superficial das nanoparticulas de silica
mesoporosa obtida pela rota 2. Os demais compdsitos apresentaram resultados
semelhantes ao pé de biocimento, ou seja, ndo obtiveram aumento significativo de
raio de poro.

A nanoparticulas de silica se destacam por sua capacidade de interagir
com outros materiais, como a hidroxiapatita presente nos biocimento. Essa adigcao

possivelmente resultou na formagdo de gel e adsorcdo na matriz do cimento,
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aumentando a rugosidade e &rea superficial e o volume de poros do biocimento. Em
contrapartida o excesso de nanoparticulas de silica em um biocimento pode causar
aglomeracao de particulas, prejudicando a distribuicdo no cimento e reduzindo a area
superficial. Além disso adi¢cdes exageradas podem também densificar a matriz

cimenticia, diminuindo a porosidade e a area superficial.

5.5.1 Ensaio de cura do biocimento e dos compdsitos estudados

Com o intuito de analisar o tempo de pega foram realizados ensaios com
0s 4 compositos de biocimento com cura a seco. A Figura 30 apresenta as cinco

amostras com o tempo final de pega cada uma delas.

Figura 30 — Ensaio de tempo de pega das cinco amostras hidratadas de biocimento

e dos compdésitos estudados.
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Na Figura 30 pode-se perceber que a insercédo da silica nos compdsitos

incidiu diretamente no tempo de pega do biocimento independentemente do tipo. No

biocimento o tempo de pega final € de 120 min enquanto nos compositos 1, 2, 3, e 4
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gue possuem nanoparticulas de silica na sua composicéo o tempo é de menos de 60
m.

Uma possivel resposta para o tempo de pega final de todos os compoésitos
estarem acima de 50 min refere-se a razédo liquido/pé. A reducéo no tempo de cura
dos compdsitos com a adicdo das nanoparticulas de silica ocorre porque esta pode
aumentar a taxa de hidratacdo do biocimento, promovendo a formacdo mais rapida
de ligacdes quimicas entre as particulas do material. Além deste fato as
nanoparticulas de silica podem atuar como nucleador, promovendo a formacéo de
cristais de fosfato de célcio e acelerando o processo de endurecimento do biocimento
(BANDYOPADHYAY; BOSE, 2013; MOREJON-ALONSO; CARRODEGUAS; DOS
SANTOS, 2011).

Boroujeni et al. (2014) e Tariq et al. (2019) destacaram que o tempo final
de pega para biocimentos sédo de 5 a 40 min. Porém estas pesquisas utilizaram
agulhas de Gillmore para a determinacao do tempo de pega, conforme norma ASTM
C266-89.

No entanto Zanelato et al. (2020) utilizaram a norma ABNT NBR 16607 de
agulha de Vicat, como a utilizada nesta pesquisa e o tempo de pega final encontrado

foi superior a 3 h.

5.5.2 Ensaio de porosidade

Para a realizacdo do ensaio de porosidade, foram utilizados 9 corpos de
prova de cada uma das 5 amostras, totalizando 45 corpos de prova neste experimento.
Desta forma trés corpos de prova por amostra foram pesados e medidos no periodo
de 7, 14 e 28 dias. Na Figura 31 pode-se observar o resultado de porosidade. O
ensaio de porosidade foi realizado com os compdsitos curados a temperatura

ambiente.
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Figura 31 — Porosidade dos compdésitos de biocimento nos periodos de 7, 14 e 28

dias.
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A Figura 31 apresenta o resultado de porosidade nos tempos de cura de 7,
14 e 28 dias para o biocimento e cada um dos quatro compdésitos de biocimento
estudados. De uma forma geral o ensaio de porosidade apresentado na Figura 31
apresenta um padrdo estavel para os compositos 1, 3 e 4 no periodo de variacao de
cura do biocimento. Destaca-se que todos os compaositos ao final dos 28 dias de cura
apresentam uma porosidade de aproximadamente 63%. A amostra de biocimento
apresenta uma leve diminui¢cdo de porosidade com o passar do tempo. Com relacéo
ao compasito 2 que apresenta em sua composi¢cao 10% da massa de nanoparticulas
de silica e o restante de biocimento de hidroxiapatita, ocorreu um pico de porosidade
no 14° dia de cura retornando no final do dia 28° ao padrdo do dia 7.

Destaca-se que uma elevada porosidade é um fator favoravel para
osteoconducéo, que permite o crescimento celular e circulagédo de fluidos no interior
dos poros (LEGEROS, 2008; SYCH et al., 2014).

Em contrapartida, a porosidade tem um comportamento inverso no que se
refere a resisténcia mecanica a compressdo. Os vazios presentes no material mais
poroso tendem a influenciar negativamente na resisténcia mecanica (CARDOSO;
MOTISUKE; ZAVAGLIA, 2012).
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Nos trabalhos de Almeida (2018), Camargo, Soares e Gemelli (2007) e
Khan et al. (2014) fica evidente que o aumento da porosidade diminui a resisténcia
mecanica do material. Na Figura 31 é apresentado o resultado do ensaio de
porosidade dos compdsitos, que pouco variam ao final de 28 dias, demonstrando
assim que a porosidade nao prejudicou a resisténcia mecanica dos materiais; desta
forma, fica evidente que o aglomeramento de particulas é que evidenciou a baixa na

resisténcia mecanica.

5.5.3 Calorimetria de conducao isotérmica

O estudo da calorimetria desempenha um papel fundamental na
investigagao da hidratagéo de biocimentos enriquecidos com nanoparticulas de silica.
Ao monitorar a liberacdo de calor durante o processo de hidratacdo, € possivel
controlar a cinética da reacao, otimizar a formulacéo do biocimento e avaliar o impacto
das nanoparticulas de silica na taxa de hidratacao.

A Figura 32 ilustra o fluxo de calor em funcéo do tempo de hidratacao obtido
por meio do ensaio de calorimetria de inducédo isotérmica. Pode-se observar que o
Composito 1, que contém 5% de nanoparticulas de silica, apresenta um
comportamento semelhante a amostra de biocimento. Enquanto isso, 0s compagsitos
2 e 3, que contém 10% e 15% de nanoparticulas de silica, respectivamente, exibem
uma reducéo significativa no fluxo de calor proporcional ao teor de nanoparticulas de

silica.
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Figura 32 - Fluxo de calor em funcao do tempo de hidratagdo das composic¢des a

partir do ensaio de calorimetria de inducéo isotérmica.
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Fonte: Do autor, 2023.

A adicdo de nanoparticulas de silica ao alpha-TCP pode ter efeitos
complexos no calor de hidratacdo. A alta area de superficie e a reatividade das
particulas de alpha-TCP podem resultar em uma taxa de hidratacdo mais elevada e
maior liberacéo de calor. Isso ocorre porque as nanoparticulas de silica atuam como
sitios de nucleacédo para a formacdo de HPA, promovendo o crescimento de uma
camada uniforme e densa de HPA na superficie do compaosito.

No entanto, as nanoparticulas de silica também podem funcionar como
dissipadores de calor, dispersando o calor gerado durante o processo de hidratacédo
e reduzindo o aumento da temperatura. Esse fenbmeno ocorre quando o teor de
nanoparticulas de silica excede um determinado limite, levando a aglomeracao de
particulas e formacédo de aglomerados, o que reduz a quantidade de calor gerado
durante a reacdo (TEIXEIRA et al., 2019).

Os resultados da calorimetria isotérmica (Figura 32) sugerem que esse
segundo fenbmeno é mais provavel quando o teor de nanoparticulas de silica excede
5%. Esse fendmeno esta associado ao chamado "efeito de diluicdo”, que ocorre
quando o a (Caz(POa)2) € excessivamente substituido pelas nanoparticulas de silica
(SILVA et al., 2017).
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Por outro lado, a adicdo de 1% de nanoparticulas de silica da rota 2
(Compdsito 4) demonstrou um aumento na taxa de reacéo e liberacdo de calor. A alta
area superficial e estrutura porosa da silica mesoporosa facilitam a adsorcdo de ions
de célcio e fosfato, levando a formacdo de nucleos de hidroxiapatita (HAP) e ao
subsequente crescimento da camada de HPA na superficie das particulas de alpha-

TCP. Isso acelera a taxa de reagdo e aumenta a liberacao de calor.

5.5.4 Ensaio resisténcia mecéanica a compressao diametral

Paralelamente ao ensaio de calorimetria, as cinco formulacbes de
compaositos neste estudo foram submetidas a testes de compresséao diametral. Com o
objetivo de aumentar a resisténcia mecanica dos biocimentos de hidroxiapatita, pode-
se adicionar quantidades pequenas de uma segunda fase na matriz de hidroxiapatita
no momento da elaboragcéo do compdsito de biocimento.

Desta forma por tratar-se de um material fragil, o ensaio de compressao
diametral € o mais adequado para quantificar a resisténcia mecanica de um
biocimento. Todas as formulacdes dos cinco compositos desta pesquisa foram
submetidas a testes de compressao diametral. As amostras foram preparadas em
lotes de 3 (cada) compdsitos e ensaiadas apds o tempo de cura de 7, 14 e 28 dias.

A Figura 33(A) apresenta o0s resultados de resisténcia mecanica a
compressdo diametral com cura a seco, enquanto a Figura 33(B) apresenta os
resultados para o0 mesmo ensaio, porém foram submetidas a cura Umida e

temperatura de 37,5°C.
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Figura 33 — Resisténcia mecénica no ensaio de compressao diametral dos

compdsitos de biocimento nos periodos de 7, 14 e 28 dias: (A) cura a seco e (B)

cura umida.
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Conforme mostra a Figura 33(A), pode-se perceber que, estatisticamente,

os valores de resisténcia mecéanica a compressao séo todos iguais. Desta forma néo
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foi possivel identificar aumento ou diminuicdo da resisténcia mecéanica para o
biocimento e os compdsitos estudados.

Com o proposito de simular condigdes de cura no corpo humano, 0s
compositos de biocimento foram preparados novamente, mas desta vez foram
deixados para secar em um forno a 37,5 °C, em cura Umida. ApoOs periodos de cura
de 7, 14 e 28 dias, os compdésitos foram submetidos novamente a testes de resisténcia
a compressao, e os resultados foram apresentados na Figura 33(B).

Na Figura 33(B), pode-se perceber que ao final de 28 dias, a resisténcia
mecéanica para o biocimento e os demais compésitos com cura Umida nao
apresentaram alteracdes, ou seja, estatisticamente ficaram iguais. Porém, é
importante destacar, que quando o compdsito apresenta um valor maior de 5% de
adicdo de nanoparticulas de silica em sua massa total, casos dos compdésitos 2 e 3;
foi possivel identificar uma diminuicdo na resisténcia mecanica, com relacdo ao

biocimento. Esses resultados corroboram com os ensaios de calorimetria.

5.5.5 Mdédulo de elasticidade

O madulo de elasticidade € a razdo entre uma tensao aplicada sobre um
corpo e a deformacéo especifica imediata nele verificada. Com o objetivo de analisar
a deformacdo dos compoésitos estudados na pesquisa, foi utilizado este ensaio nas
amostras curados em temperatura ambiente e controlada. A Figura 34(A) apresenta o
resultado deste ensaio para 0s compo0sitos com a cura a seco, enquanto a Figura

34(B) apresenta a o resultado deste ensaio para os compdsitos com cura umida.
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Figura 34 — Mddulo de elasticidade dos compdsitos de biocimento nos periodos de

7, 14 e 28 dias.
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Com relacdo aos valores do modulo de elasticidade observados na Figura
34(A), observa-se um comportamento semelhante ao ensaio de compressao diametral
para cura seca, ou seja, os valores do modulo de elasticidade do biocimento e dos

compaositos ndo apresentaram aumento ou diminuig¢ao.
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Da mesma forma, os resultados evidenciados na Figura 34(B) para o
mobdulo de elasticidade dos compositos de biocimento com cura Umida, apresentaram
resultados semelhantes a resisténcia mecéanica a compressédo. Fica evidente que a
adicdo de nanoparticulas de silica até 5% na massa total do biocimento, incidem no
moédulo de elasticidade do material, reduzindo seu valor. O biocimento e os
compositos 1, 2, 3 e 4 apresentaram respectivamente 22,12, 4,95, 3,02, 2,45 e 10,16
MPa no final de 28 dias.

Madureira et al. (2020) desenvolveram uma sintese de biocimentos de
fosfato de calcio hidratados com fosfato dissddico. Os resultados para o0 modulo de
elasticidade apresentaram os valores de 7,3 MPa. O autor ainda relata que a
resisténcia a flexdo e a rigidez do tecido 0sseo pode ter valores diferentes para os
diferentes ossos do corpo.

Cabe destacar que quanto maior o médulo de elasticidade do material
menor sera a deformacao elastica resultante da aplicacdo de uma tensao (GARCIA;
SPIM; SANTOS C. A, 2015). Os resultados mostram que o moédulo de elasticidade

do material foi maior que o esperado.

5.5.6 Ensaio de flexao

O ensaio de flexdo também foi utilizado para analisar o comportamento
mecanico dos biocimentos, por meio da Figura 35 pode-se observar o comportamento

dos biocimentos com cura a seco.
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Figura 35 — Ensaio de Flexdo para os compdsitos de biocimentos com cura a seco

nos periodos de 7, 14 e 28 dias.
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No ensaio de flexdo apresentado na Figura 35 fica evidenciado que a
amostra de biocimento e os compdsitos 1 e 3 com o0 passar do tempo de cura
diminuem sua resisténcia a flexdo de forma linear. Como anteriormente mencionado
a amostra de biocimento refere-se ao biocimento de hidroxiapatita sem adicdo de
nanoparticulas de silica e os compodsitos 1 e 3, com a adicdo de 5 e 15% de
nanoparticulas de silica na massa total do biocimento. Os compdsitos 2 e 4
apresentam um comportamento diferente ao final dos 28 dias de cura, o material
apresenta um leve aumento na resisténcia a flexdo com relacéo a 7 dias de cura.

Este comportamento ja foi encontrado no trabalho de Lourenco (2016), que
salienta que este resultado esta ligado a existéncia de defeitos muito pequenos
presentes no material, os quais servem como fatores de concentracdo de tensoes.

Com relacdo aos valores encontrados no que se refere ao ensaio de flexao,
pode-se perceber que quanto maior o tempo de cura do compa@sito menor a resisténcia
a flexdo, contudo a resisténcia a flexdo também diminui quando ocorre a insercao das

nanoparticulas de silica no biocimento. A amostra de biocimento apresenta 0 maior
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valor encontrado ao final de 28 dias de cura, com 1,18 MPa, os demais compositos
apresentam um valor de aproximadamente 0,7 MPa para a resisténcia a flexao.

O osso cortical apresenta resisténcia a flexdo entre 50 e 150MPa, enquanto
0 0SSO esponjoso tem resisténcia a flexdo entre 1,2 e 20 MPa (AJAXON et al., 2017,
LOPEZ-HEREDIA et al., 2011).

Os resultados apresentados nesta pesquisa evidenciam que o composito
apresenta o valor dentro da faixa de resisténcia a flexdo do 0sso esponjoso, os demais
compdsitos com a adicdo de nanoparticulas de silica ndo obtém a resisténcia a flexao

desejada.

5.5.7 Ensaio de Fluido corporal simulado (SBF)

Para avaliar a bioatividade dos compésitos estudados apds a cura Umida,
as amostras foram colocadas em exposicdo ao fluido corporal simulado (SBF). A
Figura 36 ilustra o resultado do ensaio de SBF para todos os compdésitos de
biocimento.

Figura 36 — Ensaio de fluido corporal simulado (SBF) nos periodos de 7, 14 e 28

dias.

5 H 7 DIAS m 14 DIAS m 28 dias

% ganho em massa

Biocimento Compédsito 1 Compdsito 2 Compdsito 3 Compdsito 4

Biocimentos

Fonte: Do autor, 2023.
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O ganho de massa de biocimento em uma solugdo de SBF é uma medida
do grau de bioatividade do material. Esse ganho de massa representa uma medida
de quao bem o biocimento reage com a solugdo e forma uma camada de
hidroxiapatita. Na Figura 36 fica evidente o aumento de massa ao longo de 28 dias,
esse ganho de massa pode ser atribuido a absor¢cédo de ions presentes na solucgéo,
como calcio e fosfato, pela estrutura porosa do biocimento. Esse fendbmeno indica a
formacao de uma camada superficial de hidroxiapatita precipitando na amostra. Essa
alteracao no peso da amostra demonstra uma bioatividade do biocimento.

As pesquisas de (Dorozhkin (2013), Mohammadi et al. (2014) e
Sadeghzade et al. (2022), encontraram resultados semelhantes da formacdo de
apatita apos exposicdo a uma solucdo de SBF e corroboram com os resultados

apresentados nesta pesquisa.

5.5.7.1 Analise morfolégica dos compdsitos de biocimento por meio de microscopia

eletrénica de varredura (MEV)

A bioatividade do biocimento € um fator critico para o sucesso de sua
aplicacdo na medicina regenerativa, especialmente no contexto do tratamento da
osteoporose. A capacidade do biocimento enriquecido com silica de interagir com
fluidos corporais simulados e desencadear processos de formacéo de hidroxiapatita é
indicativa de sua capacidade de imitar a matriz 6ssea natural e promover a
regeneracao Ossea. Além disso, essa avaliacdo in vitro pode identificar possiveis
efeitos adversos, como citotoxicidade, que sdo cruciais para garantir a seguranca e
eficacia do biocimento antes de sua aplicacdo clinica.

Os corpos de prova de cada composito de biocimento foram colocados no
fluido corporal simulado por 28 dias, depois deste periodo as amostras foram
recolhidas e colocados para secar. Ap0s a secagem, os corpos de prova foram
recobertos com ouro para serem encaminhadas o ensaio de MEV. As Figuras 37 a 41
apresentam as imagens de MEV dos biocimentos sintetizados apds 28 dias de

imersao em SBF.
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Figura 37 — Imagem de nanoparticulas do biocimento obtida por MEV.
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Figura 38 — Imagem de nanoparticulas do compasito 1 obtida por MEV.
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Figura 39 — Imagem de nanoparticulas do compdsito 2 obtida por MEV.
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Figura 40 — Imagem de nanoparticulas do composito 3 obtida por MEV.
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Figura 41 — Imagem de nanoparticulas do compdsito 4 obtida por MEV.
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As imagens de MEV ap0s a imersdo em SBF demonstram que o0s
compaositos mostraram deposicdo de materiais particulados, possivelmente HPA na
forma de globulos, provavelmente derivados da solucéo de SBF.

Isso indica que os biocimentos estédo interagindo de maneira favoravel com
o0 ambiente biologico simulado, desencadeando a deposicdo de hidroxiapatita, que é
um dos principais componentes da matriz mineral 6ssea natural. Essa observacao é
extremamente importante em contextos de regeneracdo 6ssea e tratamento da
osteoporose. A hidroxiapatita € um mineral altamente bioativo e desempenha um
papel crucial na formacdo e resisténcia dos o0ssos. Portanto, a presenca de
hidroxiapatita nos biocimentos enriquecidos com silica sugere que esses materiais
tém o potencial de promover a mineralizacdo e a regeneracdo 0Ossea quando
implantados no corpo humano. A formacéo de novos cristais de hidroxiapatita indica
a capacidade do biocimento de imitar as propriedades da matriz 6ssea natural, o que
é fundamental para a eficacia desses materiais em aplica¢des clinicas. Isso também
indica a biocompatibilidade dos materiais.

As micrografias da superficie do biocimento, que consiste unicamente de

biocimento de fosfato de célcio, e dos Compaositos 1 e 4, que contém uma proporcao
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menor de nanoparticulas de silica em sua massa total, exibiram uma estrutura
cristalina mais definida, contribuindo para a bioatividade desses materiais, devido ao
seu aspecto rugoso e poros bem definidos. Esse comportamento também pode ser
observado nos estudos de Dalmonico et al. (2015) e Silva et al. (2017).

No entanto, as imagens dos compasitos 2 e 3, que continham 10% e 15%
de nanoparticulas de silica em sua massa total, mostraram um resultado diferente.
Esses compositos exibiram um material altamente aglomerado com fissuras,
indicando que a adicdo aumentada de nanoparticulas de silica no biocimento levou a
uma reducdo em sua resisténcia mecanica. Esse fato corrobora com os testes de
resisténcia mecanica apés cura Umida, uma vez que os compositos 2 e 3 exibiram a

menor resisténcia.

5.5.7.2 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

Neste tOpico sdo apresentados e discutidos os resultados de FTIR das
cinco amostras de biocimento hidratados nos periodos de 7, 14 e 28 dias. Cabe
destacar que os compadsitos durante este periodo ficaram submersos na solucdo de
SBF. As Figuras 42 a 44 apresentam o resultado do FTIR para os compdsitos de

biocimento imersos em uma solucéo de SBF-.
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Figura 42 — Espectroscopia das cinco amostras de biocimento em 7 dias.

P——-— Compésito 4 = Compésito 3 —— Compdsito 2 Compésito 1 Biocimento Nao hidratado]

co,

D

0,

@
o
@

—

@
o
@

Absorvancia (a. u.)

e

2}
o]
2]

e
"

: , : , . , :
3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)
Fonte: Do autor, 2023.

4000 3500

Figura 43 — Espectroscopia das cinco amostras de biocimento em 14 dias.
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Figura 44 — Espectroscopia das cinco amostras de biocimento em 28 dias.
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Por meio das Figuras 42, 43 e 44 pode-se observar os resultados do
espectrograma para cada um dos cinco compositos de biocimento obtido. Nessas
Figuras, pode-se observar que os mesmos picos de PO4 que estavam presentes na
hidroxiapatita antes do tratamento térmico para obtencdo do biocimento, estdo
presentes nos picos dos compadsitos apds o tratamento térmico e hidratacdo. Estes
picos séo observados nas bandas 560 cm™ e 1020 cm™. Além destes, ocorre um pico
a 2400 cm caracteristico da presenca de CO- e outras bandas de vibragées entre
3500 cm™ a 4000 cm* demonstrando a presenca de HzO.

Cabe destacar que para cada compdésito foi observado que a intensidade
dos picos foi alterada. Foi utilizado para fins de comparag¢do o biocimento antes da
fase de hidratacao.

A Figura 42 mostra o espectrograma com relagdo ao periodo de 7 dias de
todos os compositos. Pode-se observar que o biocimento hidratado apresentou um
aumento no pico de intensidade nas bandas referentes ao PO4 e ao CO,, também foi
possivel evidenciar um pico de intensidade na banda de 4000 cm™ referente a

presenca de H20. O compdésito 1 apresentou um pico de intensidade semelhante ao
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de POs do que o pd de biocimento hidratado, e apresentou também picos de
intensidade que se referem a presenca de H20, porém a intensidade de CO: reduziu
inclusive com relacdo ao composito nao hidratado. O compdsito 2 apresentou um pico
de intensidade para PO4 abaixo do compdsito ndo hidratado, assim como o compdésito
1, também apresentou uma reducdo na intensidade de CO2, mais continuou
evidenciando a presenca de H20. O compdsito 3 apresentou a intensidade relacionada
aos picos de PO4 semelhantes a amostra ndo hidratada, porém como as demais
amostras hidratadas apresenta picos relacionados a presenca de H20. O compésito 4
apresentou intensidade para o PO4 semelhante ao da amostra ndo hidratada, como
as demais amostras hidratadas apesentou picos de intensidade para H20, porem é o
unico dos compaositos que ndo apresentou picos de intensidade para o COx.

Aléem deste fato pode-se observar que os compositos 1, 2, 3 e 4
apresentaram um pico a 460 cm™, este, por sua vez, evidencia a presenca de silica
por meio do grupo silanol SI-O-SI. Cabe salientar que quanto maior o percentual de
silica no compdésito, maior é o pico silica no material, conforme destacado no
compaosito 3, que possui 15% de nanoparticulas de silica em sua massa total.

A Figura 43 apresenta o espectrograma com relacéo ao periodo de 14 dias
de todos os compositos. Todos os compositos hidratados apresentaram picos
relacionados a presenca de H20. O biocimento hidratado apresentou o0 mesmo
comportamento observado no tempo de cura de 7 dias, ou seja, aumento nos picos
de intensidades referentes a presenca de PO4. Este composito identificou a presenca
de CO: e H20 na mesma proporgéo de cura de 7 dias. A presenca do grupo silanol SI-
O-Sl a 460 cm?, também ficou evidenciado apés 14 dias.

No compdsito 1 os picos de intensidade do PO4 ficaram um pouco abaixo
do biocimento ndo hidratado, mas continuaram evidenciando a presenca de CO; e
H20. No compadsito 2 o pico de intensidade do POg4 voltou a ficar acima do biocimento
nao hidratado, entretanto os picos de intensidade do CO, e do H.0 também foram
evidenciados assim como nos outros biocimento hidratados. O compdsito 3
demonstrou comportamento semelhante aos compdsitos 1 e 2 com presenca de picos
de PO4, H20 e CO2. O composito 4 apresentou comportamento muito semelhante ao
compadsito 1, inclusive na intensidade de picos, provavelmente em raz&o da adi¢cédo de
apenas 1% de massa de nanoparticulas de silica mesoporosa na massa total. Cabe

destacar que os compdésitos 2 e 3, coincidentemente os compositos com adi¢cdo de 10
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e 15% de nanoparticulas de silica na massa total de biocimento apresentaram um pico
de intensidade em 450 cm™.

A Figura 44, apresenta o espectrograma dos resultados com relagdo ao
periodo de 28 dias de todos os compdsitos. Todos 0os compdsitos apresentaram um
comportamento semelhante aos resultados de 7 e 14 dias. Porém, cabe destacar um
pico maior de CO2 presente no composito 3 apds 28 dias. Este compdésito € o que tem
15% de nanoparticulas de silica em sua massa total. Esse resultado evidencia o

processo de carbonatacdo apds 28 dias para esse composito.

5.6 TESTES IN VITRO

Com o intuito de verificar a viabilidade biolégica dos biocimentos com

adicdo de nanoparticulas de silica foram realizados ensaios in vitro.

5.6.1 VIABILIDADE CELULAR DOS COMPOSITOS DE BIOCIMENTOS

A introducéo de ensaios de citotoxicidade neste estudo desempenha um
papel fundamental na avaliacdo abrangente dos biocimentos enriquecidos com silica.
Essa analise especifica tem como objetivo avaliar os efeitos da presenca de
nanoparticulas de silica quando incorporadas nos biocimentos na viabilidade e
integridade das células. Esses ensaios fornecem informacfes criticas sobre a
seguranca desses materiais em contextos biomédicos, destacando a importancia de
garantir que a presenca da silica ndo comprometa a biocompatibilidade dos
biocimentos nem afete adversamente as células circundantes. Além disso, a avaliagao
da citotoxicidade é essencial para verificar se 0s biocimentos enriquecidos com silica
mantém sua eficacia terapéutica e capacidade de servir como sistemas de entrega de
medicamentos para o tratamento de condicdes como a osteoporose.

Com relacdo aos ensaios in vitro, a primeira analise realizada foi para
verificar a citotoxicidade dos compasitos de biocimentos. As amostras de biocimentos
0sseos (Figura 45) ndo apresentaram efeito citotéxico sob as células NIH3T3 em

nenhuma das concentracdes testadas.
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Figura 45 - Ensaio de citotoxicidade in vitro de diferentes concentrac¢des (10, 20 e 40
pg/mL) dos cimentos 6sseos. Diferencas significativas em relagdo ao grupo controle,
séo demostradas por * p<0,05 (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey).
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Fonte: Do autor, 2023.

Os resultados do ensaio de citotoxicidade séo consistentes com a literatura,
uma vez que a sintese de cimentos 6sseos que contém a fase HPA se destacam
devido a sua similaridade com os minerais 0sseos, excelente biocompatibilidade e
capacidade de formar ligacdes fortes com o tecido 6sseo (DOROZHKIN, 2013). Além
da presenca de HPA, Teixeira (2019) enfatiza que a inclusdo de silica, como um
material inerte ao interagir com fluidos corporais e quando presente em formulacdes
de fosfato, melhora sua biocompatibilidade e bioatividade.

A avaliacdo da citotoxicidade se torna particularmente significativa ao
considerar a incorporacdo de medicamentos como o alendronato soédico e o
risedronato sédico em biocimentos enriquecidos com silica, conforme delineado no
objetivo geral do estudo. Os bisfosfonatos, incluindo o alendronato sédico e o
risedronato sodico, constituem um componente critico do tratamento da osteoporose.
No entanto, esses medicamentos sdo conhecidos por seus potenciais efeitos
colaterais adversos. Portanto, ao introduzir esses medicamentos nas matrizes de
biocimento enriquecidas com nanoparticulas de silica, é fundamental avaliar sua

citotoxicidade. Essa avaliagdo fornece informagfes essenciais sobre se a presenca
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da silica e a combinacédo de medicamentos afetam a viabilidade e a satde das células.
Além disso, ajuda a verificar se o sistema inovador de entrega de medicamentos,
conforme explorado neste estudo, mantém sua eficacia terapéutica enquanto
minimiza qualquer dano potencial as células circundantes, em conformidade com os
objetivos principais da pesquisa.

ApoOs a andlise da citotoxicidade dos compadsitos de biocimento, ensaios de
citotoxicidade foram realizados com os dois medicamentos individualmente para
identificar qual dos dois medicamentos apresentava maior citotoxicidade. Nesse
contexto, a Figura 46 mostra a viabilidade celular do alendronato sodico e do
risedronato sédico. Com relacdo aos testes de viabilidade celular com o alendronato
sodico (Figura 46(A)), todas as concentracdes foram citotéxicas. Em contrapartida nos
testes de viabilidade células com risedronato sodico (Figura 46(B)) nenhuma
concentracao foi citotoxica.

Os ensaios de citotoxicidade com os medicamentos demonstraram que o
alendronato sodico € um farmaco muito mais citotoxico do que o risedronato sédico.
Correia, Caldeira, Marques, (2006) realizaram ensaios de citotoxicidade com o
alendronato sodico e evidenciaram resultados semelhantes em testes em in vitro com

0 medicamento.

Figura 46 — Ensaio de citotoxicidade in vitro de diferentes concentracées (10, 20 e
40 pg/mL) do Alendronato Sodico e risedronato de sédico. Diferencas significativas
em relacdo ao grupo controle, sdo demostradas por * p<0,05 (ANOVA de duas vias

seguida pelo teste de Tukey).
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Com os resultados individuais de citotoxicidade do p6 de biocimento e dos
medicamentos em maos, 0 mesmo ensaio foi subsequentemente conduzido para os
compositos de biocimento com a adicdo dos medicamentos. A Figura 47 ilustra o
ensaio de citotoxicidade para o biocimento hidratado e os compdsitos de biocimento,
com a adicdo de alendronato de sédio. Nas amostras de cimentos com Alendronato
(Figura 47), o biocimento + Alendronato apresentou citotoxicidade em todas as
concentragcbes. O Compoésito 1 + Alendronato exibiu citotoxicidade nas duas
concentragbes mais altas (20 pg/mL e 40 pg/mL). O Compodsito 2 + Alendronato
mostrou citotoxicidade apenas na concentragdo mais alta (40 pg/mL), enquanto o
Compésito 3 e o Compdsito 4 + Alendronato ndo apresentaram citotoxicidade em
nenhuma das concentracdes testadas. Os resultados apresentados na Figura 47
indicam que a adicdo de nanoparticulas de silica provenientes da rota 2 em uma
porcentagem de 1% em relacdo a massa total do cimento 6sseo (Compdésito 4) nédo
exibe citotoxicidade. No entanto, para que o cimento 6sseo com a adicdo de
nanoparticulas de silica da rota 1 seja ndo citotoxico, € necessario adicionar pelo
menos 15% do material a massa total do cimento 6sseo. Os resultados evidenciaram

gue a adicao de alendronato nos cimentos 6sseos alterou sua citotoxicidade.

Figura 47 - Ensaio de citotoxicidade in vitro de diferentes concentracdes (10, 20 e 40
Hg/mL) dos cimentos 6sseos com Alendronato. Diferencas significativas em relacéo
ao grupo controle, sdo demostradas por * p<0,05 e ** p < 0,0005 (ANOVA de duas

vias seguida pelo teste de Tukey).
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O alendronato exibe afinidade pela HPA; no entanto, suas moléculas de
medicamento estdo ligadas as superficies minerais por meio de interacdes
eletrostaticas, levando a uma capacidade de carga limitada e a possibilidade de
liberacdo rapida apds a administracdo. Esse fator muitas vezes pode ser abordado
usando outros materiais na composi¢cdo do sistema de liberagdo do medicamento
(KLARA; LEWANDOWSKA-t ANCUCKA, 2022).

Com relacdo as amostras de cimentos com Risedronato sédico (Figura 48),
todos o0s compoésitos ndo apresentaram citotoxicidade em nenhuma das

concentracgOes testadas.

Figura 48 - Ensaio de citotoxicidade in vitro de diferentes concentracdes (10, 20 e 40
Hg/mL) dos cimentos 0sseos com Risedronato Sodico. Diferencas significativas em
relacéo ao grupo controle, sdo demostradas por * p<0,05 (ANOVA de duas vias

seguida pelo teste de Tukey).
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5.6.2 HEMOCOMPATIBILIDADE DOS COMPOSITOS DE BIOCIMENTO

Apoés 0s ensaios de citotoxicidade os medicamentos e 0s compésitos de
biocimento foram encaminhados ao ensaio de hemocompatibilidade. No teste de

hemocompatibilidade com os farmacos (Figura 49), nenhuma das amostras de
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Alendronato Sdédico e nem de Risedronato Sdédico tiveram efeito hemolitico em

nenhuma das concentracdes testadas.

Figura 49 - Teste de Hemocompatibilidade do Alendronato Sédico e do Risedronato
sédico em diferentes concentragfes (100, 200 e 400 ug/mL) (C). Diferencas
significativas sédo mostradas p < 0,05 quando comparado com 0 grupo controle
(ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey).
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Fonte: Do autor, 2023.

Assim como observado nos medicamentos, nenhuma das amostras de
cimentos 0sseos (Figura 50), nem de cimentos com alendronato sédico (Figura 51) e
cimento com Risedronato Sédico (Figura 52) tiveram efeito hemolitico em nenhuma

das concentracdes testadas.
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Figura 50 - Teste de Hemocompatibilidade dos cimentos 6sseos de diferentes

concentragdes (100, 200 e 400 pg/mL). Diferencas significativas sdo mostradas p <

0,05 quando comparado com o grupo controle (ANOVA de duas vias seguida pelo

teste de Tukey).
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Fonte: Do autor, 2023.

Teste de Hemocompatibilidade dos cimentos com Alendronato Sédico de

diferentes concentracfes (100, 200 e 400 pug/mL). Diferencas significativas sao

mostradas p < 0,05 quando comparado com o grupo controle (ANOVA de duas vias

Hemolise (%)

seguida pelo teste de Tukey).
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Fonte: Do autor, 2023.
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Figura 52 - Teste de Hemocompatibilidade dos cimentos com Risedronato Sodico de
diferentes concentracgdes (100, 200 e 400 pug/mL). Diferencas significativas sao
mostradas p < 0,05 quando comparado com o grupo controle (ANOVA de duas vias
seguida pelo teste de Tukey).
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Fonte: Do autor, 2023.

Todos os ensaios de hemocompatibilidade, tanto os medicamento, como
para os compadsitos com biocimento a hemalise foi inferior a 2%, e valores menores
gue 5% de hemolise séo consideradas seguras para o uso de biomateriais, de acordo
com a ISO/TR 7406 (PRIYA et al., 2020).

5.6.3 ENTREGA DE FARMACOS

5.6.3.1 Entrega com o Risedronato sodico

A escolha por esse medicamento em detrimento ao alendronato sodico, se
deu pela razdo do medicamento ndo se apresentar citotoxico nos ensaios de
viabilidade celular.

Foram inseridos na massa total do biocimento e de cada um dos 4
compositos de biocimento, 1% do medicamento risedronato sédico. Apds a insercéo

do medicamento em cada um dos cinco compaositos de biocimento foi iniciado o ensaio
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de entrega do farmaco. A Figura 53 apresenta os resultados obtidos da entrega do

risedronato sodico para cada um dos cinco biocimentos.

Figura 53 — Ensaio de entrega do farmaco risedronato sédico por meio dos

Entrega do Farmaco (%)

compositos de biocimento estudados.
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Fonte: Do autor, 2023.

Conforme pode-se observar na Figura 53, para liberacdo de 50% do

farmaco risedronato soddico em todos os compdésitos de biocimento, foram necessarios

menos

de 14 min. Além disso, outro ponto a se destacar é referente ao tempo total de

entrega do medicamento. Neste sentido o biocimento e o0 compdsito 1 levaram 75 min

para entrega total do farmaco, enquanto o compdésito 2 levou 60 min. Em

contrapartida, os compasitos 3 e 4, conseguiram realizar a entrega de 75% e 80% do

medicamento respectivamente ao final de todo o periodo do ensaio, ou seja, 105 min.

A Figura 53 evidencia a entrega de 50% do risedronato sédico ao longo de

no maximo 14 min. O biocimento precisou de 11 min e 9 s, o compadsito 1, 11 min e

24 s. O compésito 2, 13 min e 49 s. O compdésito 3, 12 min e 46 s e 0 compodsito 4, 12

mie 44 s.
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A liberacdo de 50% do risedronato sodico nos primeiros minutos é
considerado importante para o tratamento, o que ocorreu com todos 0s compoésitos
desenvolvidos. Porém a entrega total do medicamento precisa de um tempo maior de
liberacdo, o que ocorreu nos compositos 3 e 4, que ao final do ensaio ainda néo
haviam liberado todo o medicamento, o que caracteriza uma entrega controlada.

Nos compdsitos 1 e 2 que possuiam respectivamente em sua massa total
5 e 10% de adicdo de nanoparticulas de silica, esse percentual ndo foi o suficiente
para a liberagdo controlada do medicamento, pois a entrega total do medicamento
ocorreu em 75 min. Esse resultado evidenciou que seria necessaria uma maior
concentracdo de nanoparticulas de silica na massa total ou uma maior area superficial
no compaosito sintetizado, o que fica evidenciado nos compositos 3 e 4.

A liberacéo controlada do compdésito 3, que possui 0 maior percentual de
nanoparticulas de silica, 15% em sua massa total, pode ser explicado pela
bioatividade da silica. No entanto no compadsito 4, que apresenta o menor percentual
de nanoparticulas de silica apresentando, 1% em sua massa total, a liberacéo
controlada se deve a presenca das nanoparticulas de silica obtidas pela rota 2, que
apresentaram neste estudo a maior area superficial de todos os compositos. Essa
maior area superficial permite a incorporacdo de uma quantidade maior de
medicamento nestes compdsitos possibilitando esta entrega controlada. Pelo fato
deste composito apresentar também uma maior resisténcia mecanica frente ao
composito 4, este compaosito dentre todos os sintetizados foi o que apresentou o
melhor resultado para entrega do risedronato sadico.

O tempo de liberagcédo abrupto do risedronato sédico pode ser atribuido a
alta solubilidade em agua desse farmaco. Elnaggar et al. (2019) e El-Wakil et al.
(2022), apresentaram resultados que corroboram com o tempo de liberacdo do
farmaco obtido nesta pesquisa. Em seus ensaios, o resultado da liberacao total do
farmaco ocorreu em 1 h, enquanto a liberacao de 50% do farmaco em todos o0s seus

experimentos ocorreu antes de 20 min.



132

6 CONCLUSOES

Os parametros utilizados para a sintese dos compostos de cimento ésseo
mostraram-se adequados para a obtencdo do cimento ésseo, como evidenciado pelos
resultados obtidos a partir da andlise quimica, difracdo de raios X, microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), microscopia eletrbnica de transmissao (MET),
calorimetria e ensaios mecanicos.

As analises revelaram um material nanométrico com a morfologia
caracteristica do cimento 6sseo. Apds a hidratacdo e a cura do cimento 6sseo em
temperatura ambiente, foi observado que o material manteve as fases presentes no
p6 do cimento 6sseo, indicando que a hidratacdo ndo alterou as fases do cimento
0sseo. No entanto, quando o0 mesmo cimento 0sseo hidratado foi submetido a cura
Umida, apenas a presenca da fase HPA foi observada, confirmando que a umidade e
a temperatura durante o processo de cura influenciam as fases do cimento 6sseo. Um
comportamento semelhante foi observado na resisténcia a compressao do cimento
0sseo. O cimento 6sseo com cura Umida exibiu resisténcia mecénica de 3 a 5 vezes
maior do que o cimento 6sseo curado em temperatura ambiente para oS compostos
1, 2 e 5, que apresentaram respectivamente 1, 0,34 e 0,71 MPa. Esse aspecto revelou
gue, para esse tipo de cura, quanto maior a adicdo de nanoparticulas de silica, menor
a resisténcia mecanica, fato corroborado pelo ensaio de calorimetria, onde os
compositos 3 e 4 que contém 10 e 15% de adicdo de nanoparticulas de silica
apresentaram reducéo no fluxo de calor se comparados aos compésitos 1, 2 e 5.

Testes in vitro demonstraram que os compostos de cimento 6sseo nao
exibiram citotoxicidade. Além disso, os compostos que tiveram a adicdo de
nanoparticulas de silica em sua composicao interagiram com o cimento 0Sseo € 0
alendronato sodico, diminuindo ou até excluindo a citotoxicidade do medicamento
guando incorporado ao cimento 6sseo. O Compdsito 5 obtido na rota 2 exibiu os
melhores resultados, provavelmente devido a alta area superficial obtida. Quando os
compostos receberam a adicéo de risedronato sédico, eles também n&do mostraram
citotoxicidade, devido a natureza menos toOxica desse medicamento, como
evidenciado no ensaio individual. Esses resultados sugerem que a adicdo de
nanoparticulas de silica ao cimento 6sseo oferece uma alternativa para a liberacdo de

medicamentos na regeneracado 6ssea, melhorando sua bioatividade.
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Os ensaios de entrega do farmaco risedronato sédico evidenciaram a
entrega total do medicamento nos primeiros 70 min para o biocimento e para 0s
compositos 1 e 2. Os compositos 3 e 4 realizaram a entrega de 80% deste farmaco
neste periodo, demonstrando que estes dois compadsitos colaboraram para a entrega
controlada do medicamento. O compédsito 4, por ser constituido de 1% de
nanoparticulas de silica com alta area superficial, obtido pela rota de sintese 2, o que
foi determinante para a entrega.

Com base nesta pesquisa, estudos adicionais podem ser conduzidos como:
investigar a incorporacdo de maiores percentagens das nanoparticulas de silica
obtidas por meio da rota 2 em cimentos 6sseos; ensaio de liberacdo do medicamento

alendronato sédico por meio dos compasitos 3 e 4; e estudos in vivo.
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