RESSALVA

Atendendo solicitagao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese

sera disponibilizado somente a partir
de 10/01/2025.



Gabriel Cardoso Pinto

Biofabricacao 3D: obtencao de scaffolds de blendas
biodegradaveis contendo fosfatos de calcio para

medicina regenerativa de tecidos

Tese apresentada ao Instituto de
Quimica, Universidade Estadual Paulista,
como parte dos requisitos para obtencéo

do titulo de Doutor em Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Antonio Carlos Guastaldi
Coorientadores: Prof. Dr. Miguel Jafelicci Junior

Dr. Nuno Joao de Oliveira e Silva

Araraquara
2023



Pinto, Gabriel Cardoso

Pe5% Biofabricagédo 3D : obtencdo de scaffolds de blendas biodegradaveis
contendo fosfatos de calcio para medicina regenerativa de tecidos / Gabriel
Cardoso Pinto. -- Araraquara, 2023

175 1. :il., tabs., fotos

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de
Quimica, Araraquara
Orientador: Antdnio Carlos Guastaldi

Coorientador: Miguel Jafelicci Junior; Nuno Jo&o de Oliveira e Silva

1. Materiais biomédicos. 2. Fosfatos de calcio. 3. Compésitos poliméricos. 4.

Impressao tridimensional. 5. Engenharia tecidual. I. Titulo.

Sistema de geracéo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de Quimica,
Araraquara. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.



o= UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA S

unesp @

Campus de Araraquara

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DATESE: "Biofabricagao 3D: obtencdo de scaffolds de blendas biodegradaveis contendo fosfatos
de célcio para medicina regenerativa de tecidos"

AUTOR: GABRIEL CARDOSO PINTO

ORIENTADOR: ANTONIO CARLOS GUASTALDI
COORIENTADOR: MIGUEL JAFELICCI JUNIOR
COORIENTADOR: NUNO JOAO DE OLIVEIRA E SILVA

Aprovado como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Doutor em Quimica, pela Comiss&o

Examinadora:

Antonio Carlos==
Guastaldi:748 &=
07870815 =

Prof. Dr. ANTONIO CARLOS GUASTALDI (Participagao Virtual)
Departamento de Quimica Analitica, Fisico-Quimica e Inorganica / Instituto de Quimica - UNESP - Araraquara

Prof. Dr. NUNO JOAO DE OLIVEIRA E SILVA (Participagao Virtual)
Universidade de Aveiro - UA - Portugal

Prof. Dr. FRANCISLEY AVILA SOUZA (Participagao Virtual)
Departamento de Diagnostico e Cirurgia / Faculdade de Odontologia de Aracatuba - UNESP - Aragatuba

Dr. PIERRE BASMAJI (Participagao Virtual)
Comércio de Produtos Biotecnoldgicos - INNOVATECS - Sao Carlos

Prof. Dr. LUIS GERALDO VAZ (Participagao Virtual)
Departamento de Materiais Odontologicos e Protese / Faculdade de Odontologia de Araraguara - UNESP -
Araraguara

Prof. Dr. JONAS DE CARVALHO (Participagao Virtual)
Departamento de Engenharia Mecanica / Escola de Engenharia de Sado Carlos - USP - Sao Carlos

Araraquara, 10 de janeiro de 2023

Instituto de Quimica - Campus de Araraquara -
Rua Prof. Francisco Degni, 55, 14800060, Araraquara - Sao Paulo
hittp:iiwww. i unesp brf#pos-graduacaoiquimica-2/CNP.J: 48.031 918/0027-63



SUMULAR CURRICULAR

IDENTIFICACAO
Nome: Gabriel Cardoso Pinto
Nome em citagdes bibliogréaficas: PINTO, G.C.

ENDERECO PROFISSIONAL

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP
Instituto de Quimica de Araraquara

Jardim Quitandinha — Araraquara, SP - Brasil

CEP 14800-060

Endereco eletrénico: cardosogabriell@hotmail.com

FORMAGCAO ACADEMICA/TITULACAO

2017 — 2019 Mestrado em Quimica.

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Sao Paulo, Brasil
Titulo: Imobilizacéo de lipase em suporte de 6xido de grafeno magnético.

Ano de obtencéao: 2019

Orientador: Dr. Miguel Jafelicci Junior

Bolsista: Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

2013 - 2016 Graduacao em Bacharelado em Quimica.

Unisalesiano Aracatuba.

Titulo: Sintese e caracterizacao de nanoparticulas magnéticas

Orientador: Ms. Andreia Maru

FORMACOES COMPLEMENTARES

2011 — 2012 Técnico em Quimica.

2015 - 2018 Curso de Lingua Estrangeira na Escola Wizard- Inglés.

2015 - 2016 Iniciacao Cientifica, teve por objetivo analisar a qualidade da gasolina do
tipo C da cidade de Aracatuba, a partir dar normas vigentes da ANP.

2018 Curso de Empreendedorismo e Patentes.

2019 Curso de Bioimpressao 3D de Tecidos na Pratica e suas Aplicacdes, Unesp
Araraquara.

2021 - 2022 Doutorado Sanduiche — realizado no Instituto de Materiais de Aveiro —
CICECO, Portugal.



AREAS DE ATUACAO
1. Quimica

2. Fisico-Quimica

3. Quimica Inorganica

4. Biomateriais e Materiais Biocompativeis

IDIOMAS
Inglés: Fluente.

Espanhol: Compreende razoavelmente, I1é razoavelmente.

PREMIOS E TITULOS
2016 Prémio Lavosier, Conselho Regional de Quimica - IV Regido

PRODUCAO BIBLIOGRAFICA

PINTO, G.C., BITENCOURT, D.A. Avaliacdo da Gasolina Comum Tipo C
Comercializada em Aracatuba SP. UNIVERSITAS (ARACATUBA), v.8, p.351 - 363,
2016.

SILVA, D.F.P., PINTO, G. C. DE QUEIROZ, V.H.P., BASTOS, A.C. Reaproveitamento
de residuo solido: Revisdo bibliogréfica das aplicagbes da casca de ovo.
UNIVERSITAS (ARACATUBA), v.8, p.364 - 374, 2016.

LUCENA, G.N., DOS SANTOS, C.C., PINTO, G.C., DA ROCHA, C.0., BRANDT, J.V.,
DE PAULA, A.V., JAFELICCI, M.J., MARQUES, R. F. C. Magnetic cross-linked
enzyme aggregates (MCLEAS) applied to biomass conversion. Journal of Solid-
State Chemistry, 2018.

LUCENA, G.N., DOS SANTOS, C.C., PINTO, G.C., AMANTEA, B. E., PIAZZA, R. D.,
JAFELICCI, M.J., MARQUES, R. F. C. Surface engineering of magnetic

nanoparticles for hyperthermia and drug delivery. Medical Devices & Sensors, 2020.

LUCENA, G.N., DOS SANTOS, C.C., PINTO, G.C., PIAZZA, R. D., GUEDES, W. N,,
JAFELICCI, M.J., DE PAULA, AV. MARQUES, R. F. C. Synthesis and
characterization of magnetic cross-linked enzyme aggregate and its evaluation of
the alternating magnetic field (AMF) effects in the catalytic activity. Journal of

Magnetism and Magnetic Materials, 2020.



DOS SANTOS, C.C., LUCENA, G.N., PINTO, G.C., JAFELICCI, M.J., MARQUES, R. F.
C. Advances and Current Challenges in Non-invasive Wearable Sensors and

Wearable Biosensors — A Mini-review. Medical Devices & Sensors, 2020.

BRANDT, J.V., PIAZZA, R. D., DOS SANTOS, C.C., LUCENA, G.N., VEGA-CHACON,
AMANTEA, B. E., J., PINTO, G.C., JAFELICCI, M.J., MARQUES, R. F. C. Synthesis of
core@shell nanoparticles functionalized with folic acid-modified PCL-co-PEGMA

copolymer for methotrexate delivery. Nano-Structures & Nano-Obijects, 2021.

PINTO, G.C., DOS SANTOS, C.C., LUCENA, G.N., BRANDT, J.V., PIAZZA, R. D., DE
PAULA, A.V., JAFELICCI, M.J., MARQUES, R. F. C. Magnetic Graphene Oxide as a
Carrier for Lipases Immobilization: An Approach for Hydrolysis of Olive Oil
Emulsion. ECS Journal of Solid State Science and Technology, 2021.

LUCENA, G.N., PIAZZA, R. D., DOS SANTOS, C.C., PINTO, G.C., AMANTEA, B. E.,
JAFELICCI, M.J., MARQUES, R. F. C. Drug Delivery and Magnetic Hyperthermia
Based on Surface Engineering of Magnetic Nanoparticles. In book: Magnetic
Nanoparticles in Human Health and MedicinePublisher: Wiley-Blackwell. Project:

Magnetics nanoparticles to application in biomedicine, 2021.

PINTO, G.C., LUCENA, G.N., DOS SANTOS, C.C., PIAZZA, R. D., DE QUEIROZ, V. H.
P., DE CASTRO, A. M., JAFELICCI, M.J., MARQUES, R. F. C. Synthesis, and
characterization of functionalized nanoparticles for lactase immobilization. Journal

of Engineering Research, 2022.

PINTO, G.C., LUCENA, G.N., PIAZZA, R. D., RODRIGUEZ-CHANFRAU, J. E.,
GUASTALDI, A. C., JAFELICCI, M.J., MARQUES, R. F. C. The Effect of Freeze-Drying
Method for B-TCP Nanocrystals Obtention. Journal of Engineering Research, 2022.

PARTICIPACAO EM EVENTOS CIENTIFICOS

2016 - Apresentacgéo de semindrio na V edigao do CIC — FAl com meng¢é&o honrosa sobre
“Sintese e caracterizagdo de nanoparticulas funcionalizadas”.

2018 - XVII Brazilian Materials Research Society meeting, Natal.



2019 - 6th International Conference on Multifunctional, Hybrid and Nanomaterials,
Sitges, Espanha.
2020 - 1st International Digital Congress on 3D Biofabrication and Bioprinting (3DBB),

Araraguara.
2022 - 24° Congresso Brasileiro de Engenharia e Ciéncia dos Materiais (24 CBECIMAT),

Aguas de Lindoia — SP.



Agradecimentos

Esse agradecimento pode ser divido em trés “As”:

Aracgatuba

Meus pais, Cristina e Benedito, obrigado por me serem a base para que toda
minha formacao ocorresse.

Tio Dodb e tia Claudia, obrigado pelos doces e whiskies nas horas de estresse.

Mateus, Priscila, Gustavo, Fran e Mari, obrigado por me ajudarem a tornar a vida
mais leve e pela confianga ao longo dos anos.

Demais familiares e amigos que de alguma forma contribuiram para que o0s

ultimos quatro anos fossem resumidos nessa tese, meu mais sincero obrigado.

Araragquara

Brenda, Lana, Fofis e Alessandra, na companhia de vocés aprendi que a terra
da laranja péde ser um lugar ainda mais incrivel do que eu esperava, obrigado.

Gibbs, Caio e Rodolfo, obrigado por me proporcionarem muito aprendizado e
parceria ao longo da minha estada pelo 1Q.

Prof. Miguel e Prof. Rodrigo, obrigado por me receberem e por abrirem portas
nacionais e internacionais em minha vida.

Prof. Guastaldi, obrigado pela confianca no decorrer desse percurso incrivel que

foi o meu doutorado e pelos conselhos sinceros.

Aveiro

Jodo, Rute, Pipa, Ana Maria, Claudinho, Marietta, Yuanyu e Maks, obrigado por
tornarem minha experiéncia internacional tdo memoravel ao ponto de me fazerem
querer voltar.

Prof. Nuno, obrigado por me aceitar como aluno e me ensinar um pouquinho do

sotaque lusitano.
Obrigado a todos os funcionarios da UNESP e da UA pelo carinho e exceléncia.
O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de

Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES - codigo de
financiamento 001), CNPq e pela CAPES/Print/UNESP.



“A ciéncia ndo é uma ilusédo, mas seria uma ilusao
acreditar que poderemos encontrar noutro lugar o que ela nado

nos pode dar.”

Sigmund Freud



RESUMO

Fatores como envelhecimento, violéncia e anomalias diversas podem acarretar
uma demora maior de cicatrizacdo de fraturas O0sseas. Com isso faz-se
necessario o desenvolvimento de biomateriais sintéticos que possam ser
empregados como enxertos 6sseos para auxiliar ndo somente na reparacao
tecidual, mas também quanto a promover um melhor o custo-beneficio para essa
intervengdo cirdrgica. Devido a esses fatores e incluidos no grupo das
bioceramicas, encontram-se os derivados de fosfato de calcio, muito utilizados
em aplicacbes médicas por sua similaridade quimica com a composicdo
inorganica dos tecidos duros e serem bioativos. Dentre esses derivados tém-se
os pirofosfatos de célcio (P207, CPP) e fosfatos tricalcicos (Cas(POa4)2, TCP),
obtidos pela condensacdo das estruturas hidrogenofosfatos em ambientes
quimicos ricos em fons fosfato (PO4* ) e ions célcio (Ca?*), respectivamente.
Assim, foram avaliadas através de técnicas como DRX, RAMAN e FTIR que
dentre todos os grupos sintetizados, as amostras B1-liof-1150 (B-CPP), A2-900
e A3-900 (B-TCP) foram as bioceramicas obtidas com maior pureza. Contudo,
devido a lacuna cientifica relacionada com os pirofosfatos de calcio, a amostra
B1-liof-1150 foi considerada o biomaterial mais promissor a ser utilizado na
enxertia 0ssea para a tese. Por causa das limitacdes quanto a baixa resisténcia
mecanica em geral de CPP, foi proposto a associacao dessas bioceramicas com
diferentes matrizes poliméricas, tais como policaprolactona (PCL), Poli(acido
latico) PLA, Alginato e celulose bacteriana para melhorar tal propriedade.
Destacou-se com isso a fabricacdo dos designados Scaffolds 3D, formados pela
combinacéo dessas matrizes com B1-liof-1150. A partir de técnicas como MEV,
EDX e ensaios mecanicos, os diferentes Scaffolds 3D obtidos foram avaliados.
Para além disso, eficiéncia dos Scaffolds 3D de B-CPP e alginato foram testadas
utilizando ensaios de viabilidade celular em células 6sseas precursoras, onde foi
observado a proliferacdo e ancoramento das mesmas. Por fim, concluiu-se que
a escolha de biomateriais sintéticos a base de fosfato de célcio pode apresentar
um melhor custo-beneficio seja ambito da morbidade, da seguranca, do tempo
de tratamento e financeiro.

Palavras-chave: Biomateriais, Fosfatos de calcio, Scaffolds 3D, manufatura
aditiva.



ABSTRACT

Factors such as aging, violence and various anomalies can lead to a longer
healing time for bone fractures. With this, it is necessary to develop synthetic
biomaterials that can be used as bone grafts to help not only in tissue healing,
but also in promoting a better cost benefit for this surgical intervention. Due to
these factors and included in the group of bioceramics, there are the derivatives
of calcium phosphate, widely used in medical applications due to their chemical
similarity with the inorganic composition of hard tissues and their bioactive nature.
Among these derivatives are calcium pyrophosphates (P207, CPP) and tricalcium
phosphates (Cas(POa4)2, TCP), obtained by the condensation of hydrogen
phosphate structures in chemical environments rich in phosphate ions (PO4% )
and calcium ions (Ca?"), respectively. Thus, they were evaluated through
techniques such as XRD, RAMAN and FTIR and among all the synthesized
groups, the samples B1-liof-1150 (3-CPP), A2-900 and A3-900 (B-TCP) were the
bioceramics obtained with greater purity. However, due to the scientific gap
related to calcium pyrophosphates, the B1-liof-1150 sample was considered the
most promising biomaterial to be used for bone graft in the thesis. Due to the
limitations regarding the general low mechanical resistance of CPP, the
association of these bioceramics with different polymer matrices, such as PCL,
PLA, Alginate and bacterial cellulose, was proposed to improve this property.
With that, the manufacture of the well-known as 3D Scaffolds, formed by the
combination of these matrices with B1-liof-1150, stood out. Using techniques
such as SEM, EDX and mechanical tests, the different 3D Scaffolds obtained
were evaluated. Furthermore, efficiency of B-CPP and alginate 3D Scaffolds were
tested using cell viability assays in bone precursor cells, where their proliferation
and anchoring was observed. Finally, it is concluded that the choice of synthetic
biomaterials based on calcium phosphate can be more cost-effective in terms of
morbidity, safety, treatment time and finances.

Keywords: Biomaterials, calcium phosphates, 3D Scaffolds, additive

manufacturing.
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MOTIVACAO

Com o envelhecimento da popula¢do e aumento na expectativa de vida, estima-
se pela ONU que ha 600 milhdes de pessoas no mundo com 60 anos ou mais, e isso
podera dobrar até 2025 atingindo mais de dois bilhdes em 2050 . O impacto econémico
de morbidade nessa populagéo representa um encargo significativo, em consequéncia
a inmeras doencas que estdo associadas com um declinio progressivo em fungéo do
tecido que compartilham muitas caracteristicas do envelhecimento 2.

Doencas no tecido 6sseo, ocasionados ndo somente por esses fatores, mas
também devido ao aumento nas taxas de acidente (transito e violéncia), representam
problemas frequentemente fatais com impactos sociais e humanos negativos, para 0s
quais ainda ndo existem abordagens medicinais eficazes 3. Paralelamente a isso,
encontra-se a insurgente utilizagdo de novos materiais que podem interagir com o tecido
lesionado e auxiliar em sua recuperacao, denominados como biomateriais sintéticos.

Dentre os inumeros tipos de biomateriais, destacam-se o grupo das
biocerdmicas de fosfato de calcio, que representam uma das partes mais importantes
da industria de enxertia 6ssea e de dispositivos biomédicos *. Alguns compostos nesse
grupo de biomateriais, possibilitam a recuperacdo do tecido e simultaneamente sdo
absorvidos pelo organismo. Contudo, sdo encontradas limitagbes quanto a baixa
resisténcia mecanica em geral dessas bioceramicas, sendo proposto entdo sua
associacao com outros compostos que possuem propriedades fisico-quimicas distintas,
tornando factivel sua aplicagdo na enxertia 6ssea, atraves da obtencdo de biomateriais
hibridos denominados Scaffolds 3D °.

Com o progresso da engenharia de tecidos surgiram novas metodologias que
possibilitam a personalizacdo da geometria, porosidade e composicdo desses
biomateriais, de acordo com a necessidade do paciente ©. Tal otimizacdo que por sua
vez tem proporcionado uma nova plataforma para estudos a serem feitos quanto ao
desenvolvimento de Scaffolds 3D em aplicacbes biomédicas para o0 sucesso terapéutico
e reabilitacOes efetivas .

Destacam-se assim a fabricacdo dos designados Scaffolds formados por matrizes
poliméricas com particulas e nanoparticulas inorganicas dos derivados de fosfatos de
célcio 8. Assim, a presente tese baseou-se em obter respostas no que tange a lacuna
de conhecimento quanto fabricacdo de Scaffolds biodegradéveis contendo fosfatos de

calcio para medicina regenerativa de tecidos.



CAPITULO 1

Sinterizacao de fosfatos de calcio obtidos atraves

do meétodo de neutralizacao e precipitacao de sais

1. INTRODUCAO

1.1 Tecido Osseo

O osso € um tecido especializado, encontrado nos animais vertebrados e com
propriedades especificas de acordo com o0 ambiente que esses animais vivem e ao tipo
de esforco em que é submetido °. Uma de suas funcdes esta relacionada diretamente
ao suporte de forcas e tensdes através da estrutura esquelética, sendo dessa forma,
um dos tecidos mais residentes encontrados no corpo humano e que garante, assim, a
protecdo dos Orgdos viscerais. O tecido 6sseo também assegura a sustentacdo dos
musculos esqueléticos, a movimentacdo do corpo e o armazenamento de nutrientes,
tendo consequentemente um papel fundamental no equilibrio e regulagdo de ions
essenciais no corpo .

Sendo um tecido conjuntivo, 0 0sso € constituido por 33% de matriz organica e
67% de matriz inorganica (ou mineralizada). Como ilustrado na Figura 1, a composicéo
organica é formada predominantemente (variando de 85 a 95%) por fibras de colageno
do tipo I. Essa importante proteina fibrosa garante firmeza e elasticidade a estrutura
0ssea e € obtida através da polimerizagdo do tropocoladgeno (unidade tripeptidica das
fibrilas de colageno). Através de ligacBes peptidicas, os aminoacidos hidroxiprolina,
glicina e prolina se ligam entre si, gerando, dessa forma, unidades tripeptidicas basicas
organizadas em triplice hélice. Os compostos ndo colagenosos também presentes na
composicdo organica incluem um amplo conjunto de outras proteinas, tais como

glicoproteinas, sialoproteinas e fosfoproteinas 112,

22



Figura 1: Esquematiza¢éo da composigéo organica da matriz 6ssea.
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Fonte: Adaptado de Conceptos Biologia, Flexbook, 2021 *2,

Distribuidos através das fibras colagenas sao encontrados majoritariamente os

ions célcio e fosfato, que compdem a matriz mineralizada do 0sso, representando cerca

de 50% de sua massa, promovendo assim a dureza e resisténcia, caracteristicas do

tecido 6sseo. Esses ions sdo os constituintes do mineral mais importante produzido pelo

corpo humano, os cristais de hidroxiapatita ou apatita biolégica. Tendo tamanhos que

variam de 10 a 100 nm, esses cristais de fosfato de calcio ndo estequiométricos

permeiam as cadeias colagenosas e possibilitam substituicdes de ions como carbonato,

fluoreto, cloreto e citrato, que sdo encontrados em menores quantidades, mas que

também sdo fundamentais para reparo e manutengdo constante da estrutura 6ssea 4.

Todas essas informagdes sdo esquematizadas na Figura 2.

Figura 2: Esquematizacao da composic¢ao inorganica da matriz 6ssea.
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Fonte: Adaptado de Conceptos Biologia, Flexbook, 2021 3.
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Como ilustrado na Figura 3, também sdo encontradas na matriz dssea a
presenca das seguintes células *°:

-Osteoblastos: S&o células responsaveis pela mineralizacdo da matriz 6ssea,
bem como a formacéao das proteinas colagenosas e ndo colagenosas que dardo origem
a matriz organica do o0sso. Durante sua sintese, a matriz se deposita ao redor dessas
células, formando as lacunas e canaliculos, responsaveis pela permeacéao de nutrientes
pelo corpo. Enquanto ndo mineralizada essa matriz € nomeada como ostedide e o
processo de calcificacdo ocorre atravées da secrecao de pequenas vesiculas, provindas
dos osteoblastos, que possuem altos teores de fosfatase alcalina 6.

-Ostedcitos: Aprisionados nas lacunas da matriz recém-formada, os osteoblastos
sdo denominados como ostedcitos, que serdo células achatadas menores e essenciais
para manutencdo 0ssea, através da sintese e reabsor¢cdo da matriz e contribuindo
fortemente para o equilibrio de célcio no sangue. A quantidade dessas células esta
relacionada diretamente com a velocidade de formacdo éssea, portanto quanto mais
rapido for a sintese 6ssea maior serd o numero de osteoblastos aprisionados, que por
sua vez se tornardo ostedcitos. A apoptose dos ostedcitos resulta por sua vez na
reabsorcéo e remodelacdo do tecido 6sseo por outros osteoblastos *’.

-Osteoclastos: Sado células maiores, multinucleadas e responsaveis pela
reabsorcdo da matriz 0ssea através da secrecdo de enzimas fosfatases acidas e
colagenase, sendo capaz de digerir a matriz organica e causar a dissolucdo do fosfato
de célcio. Sua atividade € controlada pelos horménios paratorménio (reabsorcdo da
matriz) e calcitonina (reducéo da atividade celular) .

-Osteoprogenitoras: Derivadas de células tronco mesenquimais, sdo
consideradas como células reserva e quando estimulada se transformam em
osteoblastos que posteriormente serdo responsaveis pela formacao e crescimento da
matriz 6ssea. Esse tipo de célula se encontra na superficie externa e interna dos 0ssos,
denominados como periosteo e endosteo. De maneira sumariada, essas células
mesenquimais irdo se diferenciar para formacdo de osteoblastos, que por sua vez
sintetizam os ostedides que se mineralizam e englobam os osteoblastos gerando assim

0s ostedcitos 1°.
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Figura 3: Esquematizacdo das células 0sseas.
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Fonte: Adaptado de Conceptos Biologia e General Microbiology, 2019 1329,

1.1.1Reparacao 0ssea

A reparacdo natural do tecido 6sseo ocorre de maneira dindmica e atraves de
uma resposta celular semelhante a de outros tecidos organicos, tais como inflamacéo e
cicatrizacao. Durante esse processo fisiolégico de reparo, diferentes células também
sdo necessdérias, incluindo leucdécitos, macréfagos e outras células do sistema
imunoldgico. Estima-se que durante a fase adulta, os seres humanos remodelem de 10
a 30% da sua massa 0ssea a cada ano, fazendo com que a estrutura esquelética tenha
uma idade média em torno de oito anos ?* .

Embora haja a presenca de uma “manutengao preventiva” continua na matriz, o
0sso também é suscetivel de fratura (ou quebra) que pode ocorrer devido a acidentes,
violéncia, doencas genéticas e envelhecimento e esse tecido lesionado precisa ser
substituido. Contudo, ao contrario de outros tecidos conjuntivos, onde o tecido cicatricial
frequentemente se parece diferente do tecido normal ou tem sua fun¢cdo modificada, o
0sso repara-se produzindo um novo tecido ésseo verdadeiro ?2. Em razdo dessa
propriedade e com um tratamento de reparacdo adequado, uma fratura simples ou
multipla recuperada torna-se praticamente imperceptivel. Dentre as etapas de cura de
uma fratura, encontram-se:

- Estagio inflamatdrio, o qual € iniciado instantaneamente apos a fratura e hd a
presenca de células imunoldgicas que removem os tecidos danificados, aumentando o
fluxo sanguineo na area, tornando-a inchada e sensivel. Nesse estagio, a regido

fraturada necessita ser mantida imobilizada através da utilizacdo de talas ou gesso .
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- Estagio de reparacdo, ocorre dias apds o surgimento do trauma e pode durar
semanas a meses. Nessa etapa ha a formacéo do novo 0sso, denominado como calo
0sseo, entretanto essa nova matriz ndo € mineralizada ainda, ndo tendo dessa forma a
dureza e resisténcia de um 0sso maduro, tornando-se necessario continuar a
imobilizagdo do local 22,

- Estagio de remodelacdo, momento no qual o osso da é&rea fraturada é
restaurado a sua condi¢do original. Sendo caracterizada pela deposi¢éo de calcio no
calo 6sseo, tornando-o mais rigido e possibilitando a retomada gradativa das atividades

exercidas pela regido anteriormente 22,

1.1.2 Enxertos 6sseos

As fraturas cicatrizam-se de maneira apropriada e com pouca complica¢do, mas
fatores como idade do paciente, a gravidade da regido lesionada e anomalias diversas
podem acarretar uma demora maior de cicatrizagdo, bem como impedir que haja a
calcificacdo completa da regido fraturada. Com isso faz-se necessario a utilizagdo de
implantes ou enxertos 0sseos que irdo auxiliar nessa cicatrizagéo tecidual através de
uma intervencéo cirlrgica .

Os materiais a serem utilizados para essa finalidade, devem permitir a ocorréncia
de osteogénese, ndo causar efeitos adversos ao paciente, ser facilmente vascularizado
e garantir sua completa substituicdo por um novo tecido 6sseo em quantidade e
qualidade semelhante ao do paciente . Como esquematizado na Figura 4, existem
diferentes tipos de enxertos 6sseos que podem ser utilizados para esse objetivo
terapéutico, dentre estes estéo:

- Autégeno: a enxertia 0ssea autdgena € considerada mundialmente como a
forma mais eficaz de recuperacéo do tecido 6sseo, visto como um material capaz de
reunir todas as propriedades necessdarias para uma recuperacao 6ssea ideal. Sua
aplicacdo possibilita uma rapida revascularizacao, integracdo com a regido fraturada e
ndo sendo considerado um corpo estranho, ja que provem do préprio paciente. A
limitacdo encontrada nesses enxertos é devido a pouca quantidade disponivel do tecido
doador, geralmente provinda de areas 6sseas como iliaco e a calvaria. Outro desafio
encontrado estd na morbidade, onde se faz necessario a realizacdo de duas
intervencdes cirdrgicas, uma para retirar o material doador e outra para implanta-lo 2°.

- Homogeno: uma alternativa para substituir a enxertia autbgena, os enxertos
homdgenos séo provenientes de doadores de mesma espécie e podendo ser utilizados
em grandes quantidades se necessério. Esse tipo de enxerto pode provir de diferentes

areas 0sseas, (cortical ou medular) e sua obtencdo ocorre através de um banco de
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tecidos 6sseos (BTO), que tem como a funcdo a coleta, andlise, processamento,
armazenamento e distribuicdo de tecidos musculoesqueléticos para transplantacao.
Tem como principal desvantagem a infeccdo cruzada durante o procedimento cirdrgico,
pois pode ser considerado um corpo estranho pelo sistema imunolégico #’.

- Heter6geno: esse tipo de enxerto possui propriedades semelhantes aos
enxertos homoégenos, requerendo menor tempo para implantacdo, uma Unica
intervencdo cirdrgica, entretanto é proveniente de doadores de outras espécies (ndo
humanos). Os enxertos heterégenos mais comuns encontrados no mercado
odontologico sdo os de origem bovina e suina no formato de pds e utilizados
principalmente na corre¢cdo de falhas buco-maxilo. Sua limitagdo também inclui
respostas imunes e inflamatérias adversas do paciente .

- Alopléstico: provindos de materiais sintéticos, 0s substitutos 0sseos
aloplasticos ou sintéticos tém ganhado cada vez mais aceitacdo no mercado. Sua
sintese viabiliza um controle absoluto da producdo, garantindo que possiveis
transferéncia de patologias (inerentes na obtencao de enxertos heter6genos e
homdégenos), ndo ocorram 2°. Tem sido amplamente estudado nos Gltimos anos devido
ao seu menor grau de absor¢cdo pelo organismo, se comparado com os demais
enxertos. Entretanto, com a evolucdo da ciéncia de biomateriais novos compostos e
combinagfes surgiram para melhorar e expandir ainda mais os resultados clinicos

relacionados a esse tipo enxerto .

Figura 4: Esquematizacao de diferentes tipos de enxertos 6sseos.

[[] Regiao de onde o enxerto sera removido
[[]Regiéo onde o enxerto sera aplicado

Fonte: Elaborado pelo autor.
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1.2 Biomateriais

Biomateriais de uma perspectiva de cuidados de saude podem ser definidos
como materiais que podem ser utilizados de maneira terapéutica e que possuam
propriedades intrinsecas, tais como: biocompatibilidade e biofuncionalidade 3. Esses
materiais devem garantir que, a curto e/ou longo prazo, sua utilizacdo e seus produtos
de degradacéo, ndo causem nenhum dano celular (biocompatibilidade), assim como
sendo um efetivo substituto de alguma funcgéo biolégica durante o periodo necessario
(biofuncionalidade). O desenvolvimento de novos biomateriais representa um desafio,
devido a necessidade de caracteristicas que os tornem adequados para entrar em
contato imediato com o tecido vivo, garantindo que possa ser usado para tratar,
aumentar ou substituir parte do tecido ou 6rgédo do corpo humano 323,

Historicamente, o conceito de aplicacdo desses materiais com finalidades
terapéuticas é encontrado cerca de 5000 a.C. onde sdo relatadas o surgimento das
primeiras suturas. S&o historiados também a utilizacdo de componentes metélicos para
tratar lesdes cranianas e reposi¢cdes dentarias por povos egipcios, astecas e chineses.
Entretanto, o grande avanco na area de biomateriais ocorre durante o Século XX, por
consequéncia da Segunda Guerra mundial, onde nesse periodo ha a intensa
necessidade de cuidados médicos & ex-combatentes. Devido a isso, a aplicacdo de ligas
de titanio, molibdénio, tantalo e cobalto foram muito difundidas devido a suas
propriedades biocompativeis ao tecido humano. E esquematizado na Figura 5 a
contextualizacao histérica dos biomateriais desenvolvidos a partir dessa época até o

momento presente 4,

Figura 5: Esquematizac¢ao histérica dos biomateriais a partir da Segunda Guerra
Mundial.
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Fonte: Adaptado de Murugan, Evolucdo dos Biomateriais, 2005 *°.
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E definido pela literatura que até a década de 1960 todos os biomateriais
produzidos rementem a sua primeira geracao, que tinham por finalidade serem apenas
resistentes a corrosédo, toleraveis ao organismo e nao interagirem (ou interagirem de
forma minima) quando em contato com o0s tecidos vivos, denominados como
biotoleraveis e bioinertes .

Apéds a implantacdo desses materiais, 0 organismo celular € capaz de isola-los
através de uma camada de tecido fibroso fina (bioinertes) ou por uma camada mais
espessa (biotoleravel). Essa camada envoltéria é induzida pela liberagdo de produtos
de corrosdo, ions ou componentes quimicos presentes no material implantado, sendo
qgue quanto mais espessa essa camada for, menor é a tolerancia do organismo com
esse material. Quando o tecido e o biomaterial de interesse ndo sado biocompativeis
pode entdo ocorrer o surgimento de alergias, inflamagdes e/ou influéncia carcinogénica
e mutagénica *. Com isso, essa primeira geracdo é associada diretamente com o
desenvolvimento e popularizacdo de implantes 6sseos feitos com metais e suas ligas.

A segunda geracdo de biomateriais, surgida na década de 1970, ja esta
relacionada com o estudo de materiais que além das propriedades béasicas de aceitacao
pelo organismo possam também formar ligagbes quimicas entre o implante e o tecido
vivo, devido sua similaridade estrutural e quimica (bioativos). Surgem também
biomateriais que ndo necessitam serem retirados ou substituidos com o tempo, pois
serdo degradados, fagocitados e/ou solubilizados pelo metabolismo do paciente
(biodegradéavel). Podem ser destacados nessa geracdo a presenca dos biomateriais
ceramicos e polimeros %,

Na terceira geragdo, iniciada por volta da década de 1990, visa o
aperfeicoamento e combinacdo das duas propriedades apresentadas na segunda
geracdo. Quando implantados, os biomateriais bioativos e biodegradaveis estimulam a
formacdo de novo tecido celular especifico e apos certo tempo é reabsorvido pelo
organismo. Sdo encontrados aqui implantes teciduais, tais como: pele artificial,
cartilagem para articulacdes etc. *°.

A quarta geracdo e mais recente, desde o inicio de 2010, tem como foco o
desenvolvimento de biomateriais utilizando nanotecnologia para induzir a uma resposta
ainda mais satisfatéria quando em contato com o meio celular. Nessa geracao,
relacionada diretamente a engenharia de tecidos, busca-se compreender fatores que
potencializam a obtencdo do tecido vivo de interesse (biomiméticos), tais como:
processo de formacdo e reconstru¢do dos tecidos moles e duros, a importancia da
fixacdo efetiva do implante ao corpo e associar a liberacao controlada de farmacos para
reduzir efeitos imunoldgicos adversos %°. Todas essas subclassificacées, bem como a

origem dos biomateriais (podendo ser natural ou artificial), séo reportadas na Figura 6.
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Figura 6: Fluxograma das variacdes de biomateriais.
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Fonte: Adaptado de Olsson, Débora Cristina et al, 2008 “*.

1.3 Biomateriais ceramicos e seus compositos

Descobertos ha milhares de anos, as propriedades de compostos ceramicos sao
inerentes a evolugdo tecnolégica humana, como por exemplo, na antiga técnica de
moldagem do barro, submetendo-o ao fogo e tornando-o rigido e duro. Assim como
exemplificado, sua forma de obtencdo mais simples ocorre através de altas
temperaturas, considerado assim um biomaterial estdvel em condicdes ambientais
severas 2. Atualmente no mercado global bilionario de biomateriais, os biomateriais
ceramicos ou bioceramicas representam a maior receita no seguimento, sendo
responsavel por 36% de participacdo em 2019 e é estimado que esse numero suba

ainda mais até 2027, como presentado na Figura 7.

Figura 7: Tamanho do mercado global de biomateriais, por tipo (Bilhdes USD)
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Fonte: Adaptado “3.
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Em termos fisico-quimicos, é encontrado nesses materiais alta resisténcia ao
desgaste, corrosao, propriedades isolantes elétricos e térmicos, com isso, possuem um
alto tempo de degradacdo in vivo. Segundo a American Ceramic Society as
bioceramicas séo formadas por uma ligacdo entre um metal e um ametal, sendo essa
ligacdo predominantemente dada como iénica, tendo os ions metélicos carregados com
cargas positivas (cations) e os ions dos elementos ndo metalicos carregados
negativamente (anion) 4.

Por se tratar de um composto com ao menos dois elementos em seu reticulo
cristalino e ocupando posi¢cdes especificas, sua estrutura € considerada complexa. A
propriedade de polimorfismo, onde um mesmo material sélido pode apresentar
diferentes formas cristalinas é muito comum nos biomateriais ceramicos. Um exemplo
esta nos polimorfos de 6xido de silicio (SiO) tridimita, cristobalita e quartzo, utilizados
na reparacdo 6ssea *°. As bioceramicas de maneira geral podem ser classificadas em
categorias que englobam algumas propriedades ja relatadas como:

-Bioinertes: embora todo biomaterial cause uma resposta nos tecidos vivos em
gue interage, a bioinércia continua sendo um termo comumente empregado para
bioceramicas que causam respostas interfaciais minimas, ndo se ligam e nem sao
rejeitadas pelo organismo hospedeiro. Alguns exemplos desse tipo de bioceramicas
sdo: 6xido de zirconia (ZrO.) e aluminatos (Al.Os e a Al,O3) “°.

-Porosas: nessa categoria, os biomateriais ceramicos apresentam artificialmente
a presenca de macroporos (com didmetro que pode variar de 50 a 250 pm),
possibilitando assim que haja o crescimento interno de novos tecidos através de seus
poros. A utilizagdo de técnicas de sintese para formacao desses poros € muito comum
em aluminatos (Al;Os e a Al,O3) e na hidroxiapatita (Caio(POa4)s(OH)2) #'.

-Bioativas: definidas como bioceramicas que induzem algum tipo de resposta
biol6gicas especifica de interesse, ha nesse caso respostas interfaciais entre o implante
e o tecido vivo. Dentro dessa categoria sdo encontrados os biovidros ou vidros ativos
(SiO2, Na,0, Ca0, P.0s) e a hidroxiapatita (Caio(POa4)s(OH)2) 48,

-Biodegradaveis: termo usado para bioceramicas com capacidade de serem
absorvidas pelo organismo e posteriormente serem substituidas por um novo tecido, tais
como os sais de fosfatos de calcio (Caz(POa)2, CaHPQO4, CagH2(PQOu4)s) .

Como anteriormente mencionado, o uso das ceramicas é relatado desde a
segunda geracédo de biomateriais, mas sendo limitado apenas a fun¢des odontolégicas
como substituicdes de coroas e cimentos de vidro para preenchimento. Sua aplicacdo
direta como protese ortopédica é reduzida devido ao fato de que, uma vez implantados,
esses biomateriais precisam suportar cargas e tensdes de cisalhamento na interface

6ssea, variando de 70 a 700N, em simples movimentos corpdreos 0L,
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Entretanto, por apresentarem baixa resisténcia mecéanica, em geral, as
bioceramicas ganharam maior popularidade ao serem combinadas com outros
compostos que possuem propriedades fisico-quimicas distintas e que ndo interagem
naturalmente entre si °. Com isso, novas combinacdes de biomateriais podem ser
propostas, tornando factivel sua utilizacdo em diferentes areas médicas, através da
obtencéo de biomateriais denominados como compositos ceramicos. E reportado na

Figura 8 as inumeras aplicages dos biomateriais ceramicos e seus compositos.

Figura 8: Esquematizacdo de aplicacGes para biomateriais ceramicos.
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Fonte: Adaptado de Hench & Wilsson, 1993 .
1.4  Bioceramicas de fosfato de calcio

Incluidos no grupo dos biomateriais ceramicos encontram-se os derivados de
fosfato de célcio, muito utilizados em aplicagdes médicas por sua similaridade quimica

com a composicdo inorganica dos tecidos duros (ossos, dentina e esmaltes) 2. Uma

vez que essas bioceramicas sintética séo livres de proteinas ou outros componentes
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organicos residuais, possuem minima reacdo imunolégica (como corpo estranho) e
baixa toxicidade sistémica *°.

Os blocos estruturais basicos desses compostos sdo formados por unidades
tetraédricas de PO4%, que pode sem organizar de diferentes maneiras, de acordo com
a quantidade de pontes covalentes formadas entre os 4&tomos de oxigénio. Com base
nesse numero de ligacdes, os fosfatos sdo classificados com a terminologia Qn, sendo

n o namero de ligagBes promovidas por esses atomos, como exemplificado na Figura 9
53

Figura 9: Diferentes tipos estruturais de fosfatos.
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Fonte: Adaptado de Sharmin, N. e Rudd, C.D., 2017 %3,

Na Figura 10 é expresso que o grupo de fosfatos Qs possui cadeias
tridimensionais interligadas, sendo compostos altamente higroscépicos e volateis. Ja as

estruturas Q- extensas cadeias

sdo formadas majoritariamente por lineares,
assemelhando-se a cadeias poliméricas e tendo um menor teor higroscépico. Os
fosfatos Q. apresentam estruturas na forma de dimeros e 0s Qo exibem configuragéo
isolada. Com a adig&o de cations metélicos a estrutura dos fosfatos, como por exemplo
o Ca?, inicia-se a despolimerizacdo de sua conformacéo 3D, através do rompimento
das ligagbes O-P-O, ocasionando o surgimento de oxigénios terminais ndo ligados O-
P-O-%4,

Dessa forma, a presenca desses cations modificadores de redes faz com que os
arranjos Qs (ultrafosfato) se tornem Q. (metafosfato), para Q. (pirofosfato), até alcangar
Qo (ortofosfato). Em consequéncia do aumento do niumero desses cations, mudancas
de distribuicbes eletrdnicas também irdo ocorrer, alterando dessa forma sua
polarizabilidade estrutural. Com isso, a estabilidade quimica dos fosfatos é dada pela

seguinte ordem: ortofosfato > pirofosfatos > metafosfatos > ultrafosfato °°.
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Figura 10: Esquematizacédo de diferentes estruturas fosfaticas.
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Fonte: Adaptado de Ahmed, | e Booth, J. H. R. 2019 ®6.

Devido a necessidade de um material com alta estabilidade quimica para que
bioaplicacdes ocorram de forma satisfatdria e sem riscos de degradacao antes do tempo
previsto, a utilizagdo dos orto e pirofosfatos se torna mais atrativa e difundida para
aplicagbes como implantes 6sseos. Entretanto, sdo encontrados inimeros derivados
nesse grupo especifico de minerais, a maioria pouco solivel em agua, insolliveis em
solucdes alcalinas e facilmente sollveis em acidos.

Sua classificacao e diferenciacao é dada tradicionalmente através da razao molar
entre os atomos de calcio e fosforo (Ca/P) encontrados nos reticulos cristalinos obtidos,
tornando-os facilmente identificiveis. Essa razdo pode variar de 0,5 até 2,0, sendo que
uma composi¢cdo com maior razao Ca/P resulta num composto de baixa solubilidade em
condigbes naturais e/ou fisioldgicas. E esquematizado na Tabela 1 informagdes quanto
a solubilidade, férmulas quimicas e dados cristalograficos dos principais tipos de

fosfatos de célcio *’.
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Tabela 1: Formula Quimica, Raz&o Ca/P, solubilidade e informacdes cristalograficas dos principais fosfatos de célcio.

_ _ ) _ Solubilidade Dens.
Siglas Tipo de fosfato de calcio Férmula Quimica Ca/P
-logKs glt gcm?3
TTCP Fosfato Tetracélcico CasO(POy): 2,0 38-44 0.0007 3.05
HA Hidroxiapatita Cas(PO4)3(OH) 1,67 116.8 0.0003 3.16
B Fosfato tricalcico B - Cas(POa4): 28.9 0.0005 2.86
TCP 15
a Fosfato tricalcico a - Caz(POa): 25.5 0.0025 3.08
OoCP Fosfato octacélcico CagH2(PO4)s. 5H0 1,33 96.6 0.0081 2.61
CPP Pirofosfato de célcio P,0O- 1,0 18.5 0,015 3.128
DCPD Fosfato de célcio dihidratado CaHPO4.2H,0 1,0 6.59 ~0.088 2.32
DCPA Monohidrogénio fosfato de célcio CaHPO4 1,0 6.90 ~0.048 2.89
MCPA Fosfato monocélcico anidro Ca(H2PO,) 0,67 1.14 ~17 2.58
MCPM Fosfato monocélcico monohidratado Ca(H2P04)2.H.0 0,5 1.14 ~18 2.23

Fonte: Adaptado de Dorozhkin S.V., 2007 &,
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A solubilidade desses fosfatos de célcio em meios aquosos € dada pela seguinte
ordem: MCPM > MCPA > DCPD > DCPA > OCP > TTCP = a- TCP > B-TCP > HA.
Utilizando as isotermas de solubilidade, Figura 11, é possivel confirmar a tendéncia

desses compostos de se tornarem mais sol(iveis com a diminui¢édo do valor de pH .

Figura 11: Isotermas de solubilidade do logaritmo da concentracéo de ions

Ca e P (em solugdes saturadas) em fungao do pH, a 25°C.
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Fonte: Extraido de Ishikawa, K. 2010 9.

De forma geral, a degradacao desse minerais é causada por dissolucao, que ird
depender tanto de fatores fisico-quimicos, tais como produto de solubilidade e pH do
meio fisiolégico, mas também de fatores bioldgicos, como a fagocitose e a presenca de
células mediadoras quimicas que causam a reducédo do pH local %!, Sera descrito a
seguir como é a interacdo e ocorréncia biolégica dos principais fosfatos de calcio
mencionados na Tabela 1.

O Fosfato monocalcico monohidratado (MCPM) e sua versao anidra (MCPA) séo
os derivados de fosfatos mais sollveis em agua. O MCPM é obtido por precipitagdo
contendo solventes orgéanicos e se dissolve em solu¢gBes aquosas na forma de ions
H.PO, e Ca?'. Em temperaturas superiores a 100°C perde sua molécula de agua de

hidratacdo, convertendo-se em MCPA. Ambos compostos apresentam propriedades
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altamente higroscépicas e devido a sua acidez ndo sdo encontrados em tecidos
calcificados, com isso, sua comercializacédo para bioaplicacées é reduzida ©2.

O dicalcio fosfato dihidratado (DCPD), também conhecido como mineral
brushita, é facilmente obtido a partir de solu¢des agquosas contendo ions de HPO,* e
Ca?*, na faixa de pH de 2 a 7,5. Quando submetido a temperaturas préximas de 90°C
converte-se na sua forma anidra, DCPA. Ambos os fosfatos tém suas funcdes bioldgicas
associadas a calcificacBes patoldgicas, tais como: lesdes cariosas, calculos dentarios e
renais. Além disso, sao as fases intermediarias na mineralizacdo e dissolucdo 6ssea,
muito difundidos como componentes em cremes dentarios para polimento, protecao
contra caries e para a remineraliza¢do dentaria. Embora tenham uma rapida absorcao
pelo organismo, causado por suas razdes Ca/P ~ 1, sdo importantes bioceramicas
precursoras de inUmeros outros fosfatos de célcio, como a hidroxiapatita (HA) e os
fosfatos tricalcicos (TCP) 62.

Tal qual o DCPD, o fosfato octacalcico (OCP) é um composto intermediario
instavel que surge durante a precipitacdo de outros fosfatos de céalcios mais estaveis
em solu¢des aquosas (como a HA). Biologicamente é uma fase presente na formacao
dos tecidos calcificados e sua hidrélise em HA garante a entrada de impurezas ao
reticulo cristalino, considerado a causa da ndo estequiometria das apatitas biolégicas.

O fosfato tetracélcico (TTCP ou TeCP) é o membro mais basico na familia
dessas bioceramicas (Ca/P =2), entretanto quando em contato com meios aquosos, se
degrada formando hidréxido de calcio e HA, ndo sendo assim o fosfato de céalcio mais
insolvel. E obtido em condi¢Bes drasticas de presséo e temperatura (acima de 1300°C)
a partir do precursor DCPD e é geralmente apontado como um subproduto indesejado
durante a sintese de HA. N&o € uma fase encontrada durante a calcificagdo 0ssea e
devido a sua dificil obtencdo, sua comercializacdo é limitada .

A Hidroxiapatita (HA) é o fosfato de calcio mais estavel encontrado no grupo
dessas bioceramicas e com modificagbes de fase cristalina (de monoclinica para
hexagonal) em temperaturas acima de 250°C. Como ja mencionado, é formado através
de precursores como DCPD e OCP °2, Apesar de sua semelhanca estrutural, a HA pura
e estequiométrica nunca é encontrada em sistemas fisiolégicos, pois o reticulo cristalino
das apatitas bioldgicas estd em constante substituicdes de ions, tendo assim sua
cristalinidade afetada. A aplicacao clinica da HA sintética possui limitaces, por causa
de sua lenta degradacéo no meio fisiol6gico. Encontra-se na literatura que a reabsorcéo
de enxertos de HA pura pelo organismo s6 comeca a ocorrer depois de 4 a 5 anos
implantados. Considerado por isso um biomaterial bioinerte, o processo de enxertia

utilizando-o, se torna demasiadamente prolongado °*.
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Uma alternativa na enxertia 6ssea estd no tratamento térmico de HA ou
diferentes derivados de fosfatos de calcio, convertendo-os em outras fases que
possibilitem que o reparo 6sseo ocorra, entretanto, garantindo também que o0 mesmo
seja absorvido pelo organismo mais rapidamente. Com isso, se destacam como
biomateriais ceramicos atualmente e com grande potencial como enxertos sseos: o
pirofosfatos de calcio (CPP) e o fosfato tricalcio (TCP).

Os pirofosfatos de célcio (CPP), sédo obtidos pela condensacéo das estruturas
hidrogenofosfatos em um ambiente rico em ions PO4> 5. J& os fosfatos tricalcicos (TCP)
sdo obtidos da mesma maneira, mas em um ambiente rico em fons Ca?*. Séo
encontrados para cada um desses compostos a presenca de 3 polimorfos conhecidos
(B, a e y para CPP e B, a e o para TCP), como sumarizado na Tabela 2. As fases
denominadas 3 de ambos, consideradas de baixa temperatura, apresentam estabilidade
da temperatura ambiente a temperaturas proximas a 1140°C. As demais fases sao
estaveis apenas em condi¢bes especificas, possuindo dessa forma pouco interesse
pratico e sendo menos difundidas ©®.

Tabela 2: Estabilidade dos polimorfos de pirofosfatos de célcio e fosfato tricalcio.
B- Ca2P207  a-Ca2P207 y-Ca:P207 B-Cas(POs)2 a-Cas(POs)2 a'-Cas(POa):

Estabilidade T, 1140°C  Acima T. 1150°C a Acima
ambiente a 1350 °C  ambiente 1430°C 1430°C
1350°C

Fonte: Adaptado de Famery, R. et al, 1994 ¢7.

Assim como HA, a composicdo de 3-CPP e B—TCP assemelham-se com tecidos
duros (0sso e dentina), mas nunca sdo encontrados puros e estequiométricos durante
0 processo de calcificacdo. Entretanto, a aplicacdo dessas biocerdmicas puras e com
alta cristalinidade como enxerto 6sseo tem aumentado, pois ao contrario da lenta
absorcéo e baixa reatividade dos enxertos de HA, apresentam uma reabsor¢do muito
mais rapida pelo organismo .

E encontrado na literatura que as bioceramicas de B-TCP podem ser
reabsorvidas entre 6 e 15 semanas apés implantado 8. Ja o B-CPP também demonstra
resposta biolégica favoravel para formagdo de novos tecidos O0sseos e embora
apresente Ca/P = 1, sua degradagcdo no organismo ocorre de maneira um pouco mais
lenta que B—TCP . Esses compostos apresentam poros com diametro variavel de 1 a
1000pm, presentes em sua estrutura, que influenciam diretamente a capacidade de
reabsorcdo e remodelacdo 6ssea dessas bioceramicas °. Nesta faixa de tamanhos

corresponde histologicamente com a atividade biolégica de formacéo 6ssea. Os
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grandes osteoclastos podem se alojar nos poros maiores, enquanto outras células
presentes no processo de calcificagdo como leucdcitos e plaquetas podem se depositar
em poros menores. Assim, o uso de implantes de 3-CPP e B—TCP permitem que haja o
crescimento de células 6sseas e vasos sanguineos em sua estrutura, orientando o local
de ossificacdo e sendo gradativamente reabsorvido e substituido por osso natural ",

Com isso, as bioceramicas de B-CPP e B—TCP tém movimentado o mercado
multimilion&rio de enxertia 6ssea, podendo ser comercializado de diferentes maneiras,
tais como: injetavel, em pedacos, em formatos cilindricos ou em blocos 7°. Entretanto o
que é buscado nos estudos desses biomateriais sdo métodos de obtencao que possam
fornecer informacdes mais precisas quanto ao tamanho de particula, propriedades
mecéanicas, morfologia e estruturas cristalinas, podendo assim ampliar sua producédo de

maneira mais eficiente, barata e segura.
1.5 Obtencéo de B-CPP e B-TCP

Como esquematizado na Figura 12, sdo reportados inUmeros métodos de
obtencdo de B-CPP e B-TCP e seus precursores. Esses métodos podem ser
diferenciados em quatro categorias: fontes naturais, método de alta temperatura,
método quimico por via seca e método quimico por via Umida. Possuindo vantagens e

limitacBes, seréo descritos com mais detalhes a seguir.

Figura 12: Diferentes métodos de sintese de fosfatos de célcio.
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Fonte: Adaptado de Basu, S. e Basu, B., 2019 7.
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Os fosfatos de calcio precursores de B-CPP e B-TCP, por exemplo, DPCP, OCP
e HA sdo compostos que podem ser encontrados na natureza, presentes em rochas
sedimentares, igneas e metamérficas (monetita, brushita e whitlockita). Sua extracéo
também pode ocorrer a partir de matéria-prima provindas de residuos biolégicos, tais
como cascas de ovo, conchas de ostras, cinzas de animais carbonizados (bovinos, aves
e peixes). Contudo, ndo sdo fontes tao atrativas, devido a presenca de residuos tdxicos
(chumbo e outras toxinas) que diminuem sua eficiéncia como biomaterial e podem
transferir patologias ao organismo onde foi implantado %73

Uma alternativa para a producéo de B-CPP e B-TCP esta em suas obtencbes
por rotas sintéticas, que podem ocorrer através dos seguintes métodos:

- Método de alta temperatura: Os precursores sdo calcinados parcial ou
completamente através de temperaturas elevadas (aproximadamente 1300°C), sendo
diferenciados de acordo com a atmosfera utilizada, que pode ser inerte (pirélise) ou
oxidante (combust&o). A principal dificuldade para se obter B-CPP e B-TCP por esse
método consiste na conversao indesejada da fase  para a, que ocorre em ~1150 °C,
levando a uma baixa confiabilidade estrutural. Com essa mistura de fases, 0 composto
sintetizado sera mais soluvel no meio fisiol6gico, portanto sera absorvido mais rapido
do que o tempo necessario para formacédo de um novo 0sso %74,

- Método quimico por via seca: Nesse método os precursores sdo misturados
por moagem (mecanoquimica) e depois calcinados em alta temperatura
(aproximadamente 1000°C), mas sem a presenca de solventes durante o processo
(reacdo em estado so6lido). Diferentes tipos de sais de fosfato e calcio podem ser usados
para obter 3-CPP e 3-TCP por essa via. Embora possibilite a formag&o de produtos com
estruturas altamente cristalinas, sua limitacdo estd no baixo coeficiente de difuséo e a
necessidade de longos tempos de queima para homogeneizar a composi¢ao do sistema
por ser método sujeito a ocorréncia de fases secundarias indesejadas *°.

- Método quimico por via imida: Consiste em um conjunto de técnicas onde a
reacdo para sintese dos precursores de 3-CPP e 3-TCP ocorre na presenca de um meio
solvente. Podem ser utilizados aqui precursores dispersos (co-precipitacdo) ou
estruturados (sol-gel) em agua, meios organicos ou numa mistura de fases (emulséo).
Esse método possibilita a flexibilidade de sistema reacionais, que podem ocorrer tanto
em condi¢cdes ambientes de temperatura e pressao, quanto em condicdes drasticas
(hidrotermal) "2, Devido ndo s6 a isso, mas também pela praticidade de obtengdo de
particulas nano e micro homogéneas de -CPP e B-TCP apoés tratamento térmico, esse
foi 0 método escolhido neste estudo. Ja dentre as op¢des encontradas na via umida, o

método de precipitacdo (ou co-precipitacdo) em solucdo aquosa sera abordado com
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mais detalhes, por ser o método quimico mais acessivel, econdbmico e com boa
reprodutividade.

A precipitacdo dos precursores de B-CPP e B-TCP tem sido reportada na
literatura através de maneiras diversas. Controlando condicbes de precipitacdo, tais
como pH, temperatura, concentracdo e natureza de reagentes, é possivel sintetizar
diferentes fases de fosfatos de calcio como composicdo estequiométrica mais bem
definidas ®. Sua preparacao envolve a utilizacdo de uma solugdo homogénea misturada
com uma solugdo de agente precipitante, ambas contendo os ions de interesse (Ca?" e
PO,*). Com isso é possivel exceder o produto solubilidade das espécies quimicas,
ocasionando na precipitacdo do precursor de interesse, que serd posteriormente
removido do meio reacional através de filtragéo .

As reacOes de precipitacdo podem ser divididas em duas categorias:

Al. Reacao &cido-base
Como ilustrado na Figura 13, inUmeras espécies de fosfatos de calcio, como
importancia farmacéutica, podem ser obtidas num processo simples onde uma

suspenséao de hidroxido de célcio é progressivamente neutralizada por uma solugéo de

acido ortofosforico 2.

Figura 13: Diferentes fosfatos de calcio obtidos por neutralizacao.
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Fonte: Adaptado de Dorozhkin, S. V., 2016 2.
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Como esses reagentes contém apenas H* e OH como contra-ions, ndo ha a
formacdo de qualquer outro subproduto além da agua, Equacdo 1. Assim, apds o
tratamento térmico para obter o B-CPP ou B-TCP, nenhuma etapa de purificacdo

adicional se faz necesséria para este método.

3Ca(OH)2 + 2H3PO4 — 1Ca3(PO4)2 + 6H20
A Equacdo 1 75.

A2. Reacao entre sais de fosfato e célcio

A sintese de fosfatos de calcio pode ocorrer também através da adigédo
simultanea de soluc¢des contendo sais soluveis, tais como nitrato de calcio (Ca(NOs)) e
fosfato de sédio monobésico (Na;HPO.), Equacéo 2 . Os subprodutos formados aqui
geralmente sdo sollveis em agua e podem ser removidos através de lavagens com

agua destilada.

3Ca(N0Os3)2.4H20 + 2NazHPO4 — Ca3(PO4)2 + 4NaNOs + 2HNOs + 12H20
A

Equacéo 2 °’.

Deste modo, os métodos Al e A2 séo reagbes que utilizam matérias-primas
baratas e que possibilitam controles de tamanho, morfologia e superficie das particulas
de fosfato de calcio precursoras de B-CPP e B-TCP. A partir disso, sdo reportadas na
literatura que variaveis como a temperatura de sinterizacdo desses precursores
possibilitam diferentes graus de cristalinidade de B-CPP e B-TCP 4874787980 A formac&o
de um biomaterial ceramico com alta cristalinidade e homogeneidade das particulas por
sua vez, garante posteriormente uma facil interagdo com o 0sso natural, fator essencial
para que uma maior aplicacdo terapéutica em enxertia 6ssea ocorra °.

Paralelamente, como j& mencionado, tem-se que a pesquisa na ciéncia de
biomateriais atualmente é direcionada em aprimorar ainda mais propriedades de
materiais ja conhecidos “°. Além disso, o estudo envolvendo a sintese e caracterizacdo
de B-CPP e B-TCP se faz necesséario para promover a comercializacdo dessas
bioceramicas com propriedades fisico-quimicas conhecidas, reproduziveis e seguras.

Com isso, o Capitulo 1, tem como fundamento contribuir para uma melhor
compreensdo as melhores formas de obtencdo de B-CPP e B-TCP por diferentes

condicdes de rotas sintéticas e de sinterizacao.

42



CONCLUSAO

O tratamento de fraturas 6sseas atraveés da utilizacdo enxertos aloplasticos requer
melhorias globais consideraveis no que tange aspectos quanto a sua sintese,
caracterizacéo e performances mecanicas e bioldgicas. Os resultados apresentados
e discutidos ao longo desta tese indicam claramente que a obtencéo de bioceramicas
de B-CPP com propriedades fisico-quimicas muito bem definidas. Foram avaliadas
através de técnicas como DRX, RAMAN e FTIR que dentre todos 0s grupos
sintetizados, as amostras B1-liof-1150 (B-CPP), A2-900 e A3-900 (B-TCP) foram as
bioceramicas obtidas com maior pureza.

Foi confirmado que com ambientes quimicos precursores distintos, durante a etapa
de sinterizagdo, foi possivel a obtencdo de biocerdmicas do tipo ortofosfatica e
pirofosfaticas. Contudo, devido a lacuna cientifica relacionada com os pirofosfatos de
calcio, a amostra B1-liof-1150 foi considerada o biomaterial mais promissor a ser
utilizado na enxertia 0ssea para a tese.

Associando essa bioceramica com diferentes matrizes poliméricas de
policaprolactona (PCL), poli(acido latico) PLA, Alginato e celulose bacteriana), garantiu
nao somente uma melhora nas propriedades mecanicas, quanto a possibilidade de
moldagem e personalizacdo desses compositos. A técnica de manufatura aditiva foi
empregada, sendo um diferencial tecnoldgico para um aumento da popularizagédo na
formagcdo de constructos contendo as bioceramicas de interesse associadas com
essas matrizes poliméricas em potencial.

As propriedades biologicas relacionadas a resposta de células de linhagem
osteoblastica cultivadas nos Scaffolds 3D de alginato foram fortemente dependentes
da presenga de B-CPP. Isso torna os biomateriais desenvolvidos muito promissores
na area de regeneracdo 6ssea e engenharia de tecidos. Por fim, conclui-se que a
escolha de biomateriais sintéticos a base de fosfato de calcio pode apresentar um
melhor custo-beneficio seja ambito da morbidade, da seguranca, do tempo de

tratamento e financeiro.
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