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RESUMO

O desenvolvimento de biomateriais que promovam a reparacdo de tecidos
lesionados tem sido objeto de intensa investigacdo. Em relacdo a reparacdo do
tecido 6sseo, as ceramicas sdo materiais muito pesquisados em funcdo de sua
ampla possibilidade de uso, inclusive na confeccao de pastas cimenticias moldaveis.
A silica mesoporosa apresenta elevada area de superficie especifica (~1000 m?.g™})
e tamanho de poros usualmente em torno de 2-30 nm, atraindo atencdo para
aplicacbes como importantes carreadores de farmacos e proteinas. O peptideo de
crescimento osteogénico (OGP) é um tetradecapeptideo enddgeno, cuja forma ativa
atua como agente anabdlico e estimulador hematopoiético, promovendo a
diferenciacdo osteoblastica. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver
um cimento ésseo injetavel, reabsorvivel e bioativo, com silica mesoporosa e
peptideo de crescimento osteogénico. O peptideo foi sintetizado pelo método em
fase solida, purificado por Cromatografia Liquida (HPLC) e caracterizado por
Espectrometria de Massas. O material mesoporoso foi sintetizado pela metodologia
sol-gel e sua porosidade confirmada por Adsorgéo-dessor¢cao de N,, Espalhamento
de Raios X a Baixo Angulo e Microscopia Eletrénica de Transmiss&do. Os cimentos
foram preparados a partir de sulfato de célcio (CaS), fosfato de calcio (CaP) e
aluminato de calcio (CaAl), sem e com silica mesoporosa, e analisados quanto suas
caracteristicas fisico-quimicas. Os experimentos in vitro foram realizados para
avaliar o potencial citotoxico e genotéxico dos cimentos em cultura de células de
ovario (CHO-K1) e analise da viabilidade celular e formacdo da matriz mineralizada
em células pré-osteosblasticas (MC3T3-E1). O estudo in vivo foi realizado em
defeitos Osseos criticos em calvaria de ratos e analisado quanto a formacgéo de
tecido 6sseo, por histomorfometria, e densidade do tecido neoformado, por imagens
de raios X. As analises dos cimentos demostraram que a presenca de particulas de
silica mesoporosa promoveu diferentes comportamentos fisico-quimicos quando
comparados aos cimentos sem silica, como maior razdo liquido/p6é e,
consequentemente, maior porosidade e menor resisténcia mecanica a compressao.
Os cimentos CaP e CaAl, sem e com silica, mostraram bioatividade in vitro quando
imersos em solucédo que simula o fluido corpdreo (Simulated Body Fluid - SBF). No

estudo de liberagdo do peptideo OGP, incorporado nas particulas de silica



mesoporosa pré-misturada aos cimentos, o cimento CaS apresentou maior
velocidade de liberacdo em relacdo aos cimentos estudados, com 80% do contetdo
peptidico liberado em 24 horas. Em relacdo a viabilidade celular, os cimentos Cas,
com e sem silica, ndo foram citotoxicos, mas os cimentos CaP e CaAl, apresentaram
citotoxicidade; todavia esse comportamento ndo comprometeu a proliferacéo celular
e nos ensaios de avaliacdo da mutagenicidade, os cimentos ndo promoveram dano
celular significante. Os testes envolvendo células MC3T3-E1 mostraram que a
viabilidade celular e a capacidade de formacdo da matriz mineralizada foram
independentes da presenca do peptideo OGP, sendo mais sensivel a presenca de
silica e ao tempo de tratamento com os meios condicionados. Os resultados do teste
in vivo, com os cimentos CaP, com e sem silica mesoporosa e peptideo OGP,
demostraram que esses se degradaram e promoveram maior formacdo Ossea
durante os primeiros 15 dias pos-cirtrgico, com aproximadamente 30% do defeito
preenchido por tecido neoformado, assim como maior densidade nas margens dos
defeitos quando comparados com o controle. No entanto, a presenca do peptideo
OGP foi significante somente nos primeiros 30 dias pds-cirdrgico de analise e néo
houve diferenca estatistica com o cimento com silica e sem peptideo. Além do mais,
ndo houve diferenca entre os grupos experimentais e o controle nos periodos mais
tardios de analise. De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que, dentre os
cimentos estudados, aqueles com particulas de silica mesoporosa e peptideo OGP
S840 0S mais promissores para o reparo do tecido 6sseo, principalmente nos periodos

iniciais de cicatrizacdo, devido ao seu potencial osteogénico.

Palavras-chave: cimento 06sseo; silica mesoporosa; peptideo de crescimento

osteogénico (OGP); proliferacéo celular; regeneracdo 0ssea.



ABSTRACT

The development of biomaterials that promote repair of injured tissues has been the
subject of intense research. Regarding the bone tissue repair, ceramics are one of
the most researched biomaterials groups due to its wide possibility of use, including
cement pastes with good moldability. The mesoporous silica has high specific
surface area (~1000 m2.g™) and pore size usually around 2-30 nm attracting attention
for its applications as drugs and proteins carriers. The osteogenic growth peptide
(OGP) is an endogenous tetradecapeptide, whose active form acts as an anabolic
agent and hematopoietic stimulator, promoting osteoblast differentiation. Thus, the
aim of this study was to develop an injectable bone cement, resorbable and
bioactive, mesoporous silica and osteogenic growth peptide. The peptide was
synthesized by the solid phase method, purified by High Performande Liquid
Chromatography (HPLC) and characterized by Mass Spectrometry. The mesoporous
materials were synthesized by sol-gel method and its porosity confirmed by
Adsorption-desorption of N,, Small-angle X-ray Scattering and Transmission
Electronic Microscopy. Cements were prepared from calcium sulfate (CaS), calcium
phosphate (CaP) and calcium aluminate (CaAl), without and with mesoporous silica,
and analyzed for its physicochemical characteristics. In vitro experiments were
carried out to evaluate the cements cytotoxic and genotoxic potential in CHO-K1
hamster ovary cell line and analysis of the mineralized matrix formation in MC3T3-E1
osteosblastics cell line. The in vivo study was performed in critical defects in rat
calvaria, and it has analized as formation of bone tissue by histomorphometry and
density of newly formed tissue by X-ray images. The cements analysis have shown
that the presence of mesoporous silica particles promoted different physico-chemical
behavior when compared to those without silica, such as higher ratio Liquid/Powder,
higher porosity and, hence, decreases the mechanical resistance. CaP and CaAl
cements showed bioactivity in vitro when immersed in Simulated Body Fluid solution.
Concerning OGP liberation, the CaS cement showed the fastest release in the OGP-
mesoporous silica-loaded cement release studies, releasing 80% peptide loaded in
24 hours. Regarding cell viability, CaS cements with and without silica, were not
cytotoxic, but the CaP and CaAl cement showed cytotoxicity; however this behavior
did not affect cell proliferation. And in mutagenicity tests, the cements did not



promote significant cell damage. The tests involving MC3T3-E1 cells showed that cell
viability and mineralized matrix formation capacity is independent of the OGP peptide
presence and it is more sensitive to the presence of silica and the treatment time with
the conditioned culture media. The test in vivo, with CaP cements, with and without
mesoporous silica and OGP, demonstrated that these cements have degraded and
promoted increased bone formation during the first 15 postoperative days, with
approximately 30% of the defect filled by newly formed tissue as well as higher
density on the defects borders when compared to the control. However, the presence
of OGP peptide was significant only during the first 30 days postoperative, but there
was no statistical difference with silica cement and without this peptide. Furthermore,
there was no difference between experimental groups and the control in the later
study periods. According to the results, it is concluded that, among the cements
studied, those with mesoporous silica particles and OGP peptide are the most
promising for bone tissue repair, especially in the initial stages of healing due to its

osteogenic potential.

Keywords: bone cement; mesoporous silica; osteogenic growth peptide; cell

proliferation; bone regeneration.
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Espectro de EDS para o cimento CaP apds imersao em solucdo de SBF
por 14 dias.

Imagens de microscopia eletrdnica de varredura das superficies dos
discos de CaPSi imersos em solucéo SBF por 7 e 14 dias.

Espectro de EDS para o cimento CaP apds imersdo em solucdo de SBF
por 14 dias.

Imagens de microscopia eletrdnica de varredura das superficies dos
discos de CaAl imersos em solugdo SBF por 7 e 14 dias.

Espectro de EDS para o cimento CaAl apés imersdo em solucdo de SBF
por 14 dias.

Imagens de SEM das superficies dos discos de CaAlSi imersos em
solucdo SBF por 7 e 14 dias.

Espectro de EDS para o cimento CaAl apds imersao em solugdo de SBF
por 14 dias.

Degradacdo e mudancgas nos valores de pH dos cimentos CaS e CaSSi
apoés imersao em solugcao SBF em varios periodos de tempo.

Analise das solu¢des SBF remanescentes apds imersédo dos cimentos
CaS e CaSsi.

Degradacdo e mudangas nos valores de pH dos cimentos CaP e CaPSi
apos imersao em solugdo SBF em varios periodos de tempo.

Analise das solu¢des SBF remanescentes apds imersdo dos cimentos
CaP e CaPsSi.

Degradacdo e mudancas nos valores de pH dos cimentos CaAl e CaAlSi
apos imersao em solugdo SBF em varios periodos de tempo.

Analise das solugdes SBF remanescentes apds imersdo dos cimentos
CaAl e CaAlSi.

Cromatogramas do peptideo OGP bruto e apés purificagao.
Espectro de Massas da fracdo purificada do peptideo OGP.

Cromatogramas obtidos em escala analitica do peptideo CF-OGP bruto
e purificado.

Espectro de Massas da fracdo purificada do peptideo CF-OGP.
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Figura 67.

Figura 68.
Figura 69.

Figura 70.

Figura 71.

Figura 72.
Figura 73.

Figura 74.

Figura 75.

Figura 76.

Figura 77.

Figura 78.

Figura 79.

Figura 80.

Figura 81.

Figura 82.

Figura 83.

Figura 84.

Espectros tipicos de CD mostrando o perfil caracteristico de a- hélice,
folha-B e estrutura desordenada.

Espectro de CD do peptideo OGP puro e CF-OGP.
Espectro de fluorescéncia do peptideo CF-OGP.

Isotermas de adsorcédo-dessorcdo de nitrogénio da silica mesoporosa
incorporada com peptideo OGP.

Perfil de liberacao acumulativa de CF-OGP a partir do cimento CaSSi;
inset destacando a liberacéo nas primeiras 24 horas.

Perfis de liberacdo acumulativa de CF-OGP a partir do cimento CaPSi.
Perfis de liberacdo acumulativa de CF-OGP a partir do cimento CaAlSi.

Ensaio XTT. As colunas indicam o valor médio de viabilidade celular (%)
para os materiais CaS, CaSSi e CaSSi-OGP. (*) indica diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao controle negativo,
citotoxicidade baixa (p<0,05; Tukey).

Ensaio XTT. As colunas indicam o valor médio de viabilidade celular (%)
para os materiais CaP, CaPSi e CaPSi-OGP. (*) indica diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao controle negativo (p<0,05;
Tukey).

Colorac¢éo dos meios de cultura apds contato com os cimentos por 24
horas.

Ensaio XTT. As colunas indicam o valor médio de viabilidade celular (%)
para os materiais CaAl, CaAlSi e CaAlSi-OGP. (*) indica diferenca
estatisticamente significante em relagcdo ao controle negativo,
citotoxicidade leve (p<0,05; Tukey).

Citotoxicidade avaliada pela Sobrevivéncia Clonogénica dos materiais
CaS, CaSSi e CaSSi-OGP e suas respectivas diluicdes. Colunas
indicam o valor médio da Fracao de Sobrevivéncia (%). CN representa
100% de fragc&o de sobrevivéncia. (*) p<0,05; Tukey).

Citotoxicidade avaliada pela Sobrevivéncia Clonogénica dos materiais
CaP, CaPSi e CaPSi-OGP e suas respectivas diluicdes. Colunas
indicam o valor médio da Fracdo de Sobrevivéncia (%). CN representa
100% de fragc&o de sobrevivéncia. (*) p<0,05; Tukey).

Citotoxicidade avaliada pela Sobrevivéncia Clonogénica dos materiais
CaAl, CaAlSi e CaAISi-OGP e suas respectivas diluicdes. Colunas
indicam o valor médio da Fracao de Sobrevivéncia (%). CN representa
100% de fracdo de sobrevivéncia. (*) p<0,05; Tukey).

Genotoxicidade avaliada pelo Ensaio cometa dos cimentos CaSSi e
CaSSi-OGP. Colunas indicam o valor médio da porcentagem de DNA
encontrado na cauda dos nucledides.

Genotoxicidade avaliada pelo Ensaio Cometa. Colunas indicam o valor
médio do Tail Moment para os cimentos CaSSi e CaSSi-OGP.

Genotoxicidade avaliada pelo Ensaio Cometa dos materiais CaSSi e
CaSSi-OGP. Colunas indicam o valor médio do Indice de Danos no DNA
(IDD) por avaliacao visual de danos dos diferentes tratamentos.

Genotoxicidade avaliada plelo Ensaio cometa dos cimentos CaPSi e
CaPSi-OGP. Colunas indicam o valor médio da porcentagem de DNA
encontrado na cauda dos nucledides.
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Figura 85.

Figura 86.

Figura 87.

Figura 88.

Figura 89.

Figura 90.

Figura 91.

Figura 92.

Figura 93.

Figura 94.

Genotoxicidade avaliada pelo Ensaio Cometa. Colunas indicam o valor
médio do Tail Moment dos cimentos CaPSi e CaPSi-OGP.

Genotoxicidade avaliada pelo Ensaio Cometa dos materiais CaPSi e
CaPSi-OGP. Colunas indicam o valor médio do indice de Danos no DNA
(IDD) por avaliacado visual de danos dos diferentes tratamentos. Barras
indicam o erro padréo.

Ensaio de viabilidade celular através do Teste de MTT (A) e Cristal
Violeta (B) para os cimentos CaS, CaSSi e CaSSi-OGP, apés 24 horas
de tratamento.

Ensaio de viabilidade celular através do Teste de MTT (A) e Cristal
Violeta (B) para os cimentos CaP, CaPSi e CaPSi-OGP, apés 24 horas
de tratamento.

Imagens das éareas de formacdo de matriz calcificada observadas
macroscopicamente apos tratamento da cultura celular com extratos dos
cimentos CaS, CaSSi e CaSSi-OGP nos periodos de 14 e 21 dias.

Imagens das éareas de formacdo de matriz calcificada observadas
macroscopicamente apos tratamento da cultura celular com extratos dos
cimentos CaP, CaPSi e CaPSi-OGP nos periodos de 14 e 21 dias.

Imagens radiograficas digitais dos grupos experimentais (CaP, CaPSi e
CaPSi-OGP) e controle, de acordo com os periodos de analise pés-
cirargico. O pontilhado vermelho representa aproximadamente a area
onde foi realizado o defeito (8mm).

Fotomicrografias de cortes sagitais da calvaria de ratos dos grupos
Controle, CaP, CaPSi e CaPSi-OGP no periodo de 15 dias pds-cirargico.
No aumento de 10x (lado esquerdo), é possivel observar o limite das
margens do defeito, entre 0 osso maduro (om) e osso neoformado (on),
periosteo (p), osteoblastos (seta) adjacentes ao 0sso e inUmeros vasos
sanguineos (v). Observa-se em maior aumento (40x, lado direito) o
preenchimento do defeito por tecido conjuntivo fibroso formado por
feixes de fibras colagenas (fc) e fibroblastos, vasos (v), osteécitos (*) no
tecido neoformado, cimento remanescente (c) préximo a células
inflamatérias (ci) e células gigantes (**). HE — 10x. HE — 40x.

Fotomicrografias de cortes sagitais da calvaria de ratos dos grupos
Controle, CaP, CaPSi e CaPSi-OGP no periodo de 30 dias p0os-cirargico.
No aumento de 10x (lado esquerdo), observa-se o osso maduro (om) e
osso neoformado (on) no grupo Controle; nos grupos experimentais
mostrou-se mais espesso. O periésteo (p) envolvendo todo o osso da
calota, rico em osteoblastos (seta) adjacentes ao 0sso e também se
observa tecido adiposo (tad). Observa-se em maior aumento (40x, lado
direito) o preenchimento do defeito por tecido conjuntivo fibroso formado
por feixes de fibras colagenas (fc), fibroblastos e vasos (v), ostedcitos no
tecido dsseo (*), cimento remanescente (c), poucas células inflamatérias
e células gigantes (**). HE — 10x. HE — 40x.

Fotomicrografias de cortes sagitais da calvaria de ratos dos grupos
Controle, CaP, CaPSi e CaPSi-OGP no periodo de 60 dias p6s-cirargico.
No aumento de 10x (lado esquerdo), observam-se osso maduro (om) e
osso neoformado (on), osteoblastos (seta) na camada interna do
periésteo (p) e tecido adiposo (tad). Observa-se em maior aumento (40X,
lado direito) tecido conjuntivo fibroso formado por feixes de fibras
colagenas (fc), fibroblastos e vasos (v), ostedcitos (*) no tecido ésseo.
No grupo CaP observam-se resquicios de cimento envolvidos pro tecido
0sseo e no grupo CaPSi-OGP o cimento esta envolto por tecido
conjuntivo fibroso (c). HE — 10x. HE — 40x.
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Figura 95.

Figura 96.

Figura 97.

Fotomicrografias de cortes sagitais da calvaria de ratos dos grupos
Controle, CaP, CaPSi e CaPSi-OGP no periodo de 120 dias pos-
cirirgico. No aumento de 10x (lado esquerdo), observa-se 0SSO
neoformado (on) em direcdo a sutura sagital, peridsteo (p) e
osteoblastos (seta) adjacentes ao osso. No aumento de 40x observam-
se ostedcitos (*) no tecido 6sseo neoformado, tecido conjuntivo fibroso,
rico em fibras colagenas, fibroblastos e inmeros vasos sanguineos (v).
No grupo CaP héa formacédo éssea junto ao cimento remanescente (c).
HE — 10x. HE — 40x.

Area da formacéo 6ssea no defeito critico (%) em funcdo do tempo para
0S grupos experimentais (CaP, CaPSi e CaPSi-OGP) e controle. (*)
representa diferenga estatistica em relacéo ao controle.

Reparacdo do defeito 6sseo critico (%) em funcdo do tempo para os
grupos experimentais (CaP, CaPSi e CaPSi-OGP) e controle. (*)
representa diferenga estatistica em relacéo ao controle.
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1. INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida e interesse na sua qualidade tém
estimulado o desenvolvimento de novos biomateriais e tecnologias para varias
aplicacbes clinicas, principalmente para implantes. Assim, a perda de um 6rgdo ou
de um tecido, devido a uma lesdo, tumor ou outros danos, € um problema relevante
na saude humana. Transplante de 6rgaos ou tecidos € uma terapia padrdo para o
tratamento destas lesbes; no entanto, existem limitacbes dessa técnica, como
exemplo, a falta de doadores compativeis ou quantidade insuficiente de tecido do
doador. Embora o0 uso de auto-enxertos Osseos represente o “padrdo ouro” no
tratamento de defeitos 0sseos, devido as suas propriedades osteogénicas,
osteoindutivas e osteocondutivas, had desvantagens, como quantidade e &reas
doadoras limitadas, alta morbidade da area doadora e tempo cirargico adicional
(SASKA et al., 2015).

A engenharia de tecidos e a medicina regenerativa compreendem um campo
interdisciplinar emergente que incluem terapias celulares, uso de materiais porosos e
bioativos no desenvolvimento de substitutos funcionais para o reparo ou substituicao
de tecidos ou 6rgédos injuriados (LANGER; VACANTI, 1993). O principio basico
desta terapia € tentar mimetizar a regeneracdo dos tecidos, restabelecendo sua
estrutura e funcdo para obter resultados mais previsiveis e abranger os mais

diversos pacientes de forma rapida e com menos dor.

O desenvolvimento de biomateriais que promovam a reparacdo de tecidos
vivos lesionados visando o rapido restabelecimento de suas fungdes fisiologicas tem
sido objeto de intensa e crescente investigagdo no mundo (KOKUBO, 2008). Em se
tratando de reparacdo, ou mesmo reposicdo de partes do tecido 0sseo, as
ceramicas tém sido uma das classes de materiais mais pesquisadas em funcéo de
sua ampla possibilidade de uso, que se estende desde o emprego isolado do
material, que pode ser processado sob diferentes técnicas e formas, até o
recobrimento de proteses metalicas e configuracdes de sistemas hibridos a partir de

sua associagcdo com polimeros naturais e sintéticos (KOKUBO, 2008; VALLET-REGI
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et al., 2008) ou mesmo na confecgdo de pastas cimenticias moldaveis (MOREJON-
ALONSO; CARRODEGUAS; SANTOS, 2012).

Um cimento consiste de um p6 e um liquido que, apds serem misturados,
formam uma pasta moldavel e em um determinado periodo de tempo, perde a

plasticidade e ganha cada vez mais consisténcia.

Os cimentos de uso clinico podem se adaptar a superficie irregular em uma
fratura 6ssea (GINEBRA et al., 1997), como por exemplo, na fixagcdo de proteses
atuando como homogeneizador e atenuador de tensdes mecanicas, principalmente
as de compressdo. Os cimentos biocerdmicos tém sido estudados, pois além de
fornecerem um apoio fisico para a reparacao do defeito, ainda sdo biocompativeis e
osteocondutores, e podem induzir a osteointegracdo (ABERG et al, 2011; WANG et
al., 2014).

A aplicagéo clinica dos cimentos € determinada por fatores como tempo de
cura e resisténcia mecéanica. O tempo de cura é o periodo em que a massa de
cimento € processada e modelada, sem quaisquer efeitos prejudiciais sobre as
propriedades do cimento final, até 0 momento em que o cimento se torne endurecido
o suficiente para ser trabalhado sem danificar a estrutura (DRIESSENS et al., 2007).
Além disso, muitas formulacdes podem apresentar baixa resisténcia mecanica, que
pode estar relacionado ao volume do componente liquido e a porosidade do material
final. Assim, cimentos com resisténcia mecanica proxima a dos 0SsSos e com tempos
de cura menores, aumentaria 0 campo de aplicacbes desses materiais, atualmente

focado em reparos craniofaciais e vertebroplastia.

Além de promover suporte mecéanico ou estrutural ao defeito 6sseo, os
cimentos também podem atuar como um sistema de liberacdo de uma variedade de
moléculas de interesse farmacéutico, aumentando a eficAcia do material na

reparacao ossea.

A eficacia do desempenho das moléculas ativas ndo é apenas dependente de
sua atividade, mas também influenciada pelo método de liberacdo, ou seja, 0
material carreador (WOO et al.,, 2001). Carreadores aumentam a retengcdo dessas
moléculas no local do tratamento por um tempo suficiente para permitir a atividade e,
posteriormente, pode fornecer uma base para o crescimento 6sseo. E nesse

contexto que se destaca as propriedades dos materiais mesoporosos, que possuem
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grande area de superficie e poros ordenados (ZHAO, D. et al.,, 1998). Para
aplicacbes em sistemas carreadores de farmacos, o desenvolvimento de materiais
mesoporosos oferece novas possibilidades para incorporar agentes biolégicos
dentro das suas particulas, seguido pela liberacdo controlada desses agentes da
matriz devido a estrutura organizada (SOUSA, SOUZA, SOUSA, 2008; ARCOS et
al., 2009;: MANZANO et al., 2011). A partir da descoberta do biovidro (Bioglass®)
(HENCH et al., 1971), muitos estudos de bioatividade foram realizados em sistemas
contendo silica e fluidos fisioldgicos (PEREIRA; CLARK; HENCH, 1995; VALLET-
REGI et al., 2000), comprovando que a presenca de grupos silanéis atuam como
sitios de nucleagdo para o crescimento de cristais de hidroxiapatita (HA) quando
imersos nesses fluidos. Assim, a porosidade da silica mesoporosa pode hospedar
uma variedade de moléculas, como anti-inflamatdrios, antibiéticos, proteinas e

peptideos, e ainda promover a bioatividade.

Dentre as moléculas que podem ser carreadas pelos cimentos, os peptideos
sintéticos surgem como uma alternativa interessante ja que, além do amplo espectro
de atividade e pela facilidade de reconhecimento e ligacdo aos sitios especificos das
proteinas da matriz extracelular, podem ser utilizados em combinacdo com outros
farmacos. Em se tratando de peptideos que atuam na regeneracdo 0Ossea, se
destaca o Osteogenic Growth Peptide (OGP), um tetradecapeptideo enddgeno
fisiologicamente presente em concentra¢cdes micromolares no sangue (BAB et al.,
1992) que se apresentou como agente anabodlico e estimulador hematopoiético
(BAB; CHOREV, 2002; GABET et al., 2004).

Desta forma, torna-se interessante a combinacdo da plasticidade dos
cimentos bioceramicos e silica mesoporosa por promover, em um mesmo material,
biocompatibiliade, osteocondutividade e bioatividade, com efeito terapéutico
adicional através da incorporacao de moléculas especificas, como o peptideo OGP,

para aplicacdo na reparacao do tecido 6sseo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. De Biomateriais a cimentos 6sseos

O aumento da expectativa de vida e consequente aumento da populacao
idosa, aliado ao aumento de acidentes automobilisticos e de trabalho é um grande
estimulo para que a engenharia de tecidos e a medicina regenerativa desenvolvam

substitutos funcionais para o reparo ou substituicdo de tecidos ou 6rgaos injuriados.

A literatura descreve que o0s primeiros implantes datam de 600 d.C.
encontrados em um fragmento de mandibula de origem Maia, onde trés conchas
foram implantadas em substituicdo a trés incisivos inferiores que haviam sido
perdidos (RING, 1995). Os primeiros pensamentos documentados sobre
cranioplastia sao atribuidos ao médico e anatomista Gabriele Falloppio, no século
XVII, que sugeriu o uso de placas de ouro como um material substituto do osso em
casos de rompimento da dura-mater (SANTOS, 2002). E desde entdo, tem-se
buscado materiais com composicfes diversas para a substituicdo e/ou reparo de

tecido 6sseo lesado como uma alternativa aos enxertos autégenos.

Atualmente os materiais utilizados como enxertos 6sseos sao classificados
em (PINTO et al., 2007):

- Autogeno: aqueles obtidos do proprio individuo. S&o os Unicos entre os tipos de
enxerto 6sseo a fornecer células Osseas vivas imunocompativeis. Os enxertos
autdégenos podem ser obtidos de diferentes regies do corpo, sendo a crista iliaca
(enxertos 6sseos esponjoso-medulares), a calota craniana, a tibia, as costelas e a
mandibula (especialmente para enxertos de menores propor¢cdes) as areas

doadoras de preferenciais.

- Alogeno: agqueles obtidos de outro individuo da mesma espécie. Em geral, 0s
individuos sédo diferentes geneticamente, assim o0s tecidos 0sseos substituintes séao
rotineiramente tratados para reduzir a antigenicidade. A atuacdo desses
substituintes 0sseos na osteogénese é puramente passiva, somente oferecem uma

matriz de tecido duro.
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- Xendgeno: aqueles retirados de uma espécie e transplantados em outra. As
diferencas antigénicas desses enxertos sao mais pronunciadas do que no 0SSO
alogénico, exigindo um tratamento mais vigoroso para se prevenir contaminacéo. O

exemplo mais comum empregado € o enxerto 6sseo bovino liofilizado.

- Aloplasticos: sdo materiais estudados e utilizados pela engenharia tecidual para a
substituicdo ou reparo de tecidos duros, onde se destacam os metalicos, ceramicos

e poliméricos ou combinacdes entre eles, conhecidos como biomateriais.

A definicdo de biomateriais mais aceita € a da Conferéncia do Instituto de
Desenvolvimento de Consenso em Saude de 1982, que conceitua biomaterial como
qualguer substancia ou combinacéo destas, que ndo sejam drogas ou farmacos, de
origem natural ou sintética, que pode ser usado por qualquer que seja o intervalo de
tempo, aumentando ou substituindo parcial ou totalmente qualquer tecido, 6rgao ou
funcé@o do organismo, com a finalidade de manter ou melhorar a qualidade de vida
do individuo (WILLIAMS, 2009).

Para que um material seja aceito clinicamente como material de implante,

precisa atender a alguns requisitos, como:

- ser biocompativel: o material e seus possiveis produtos de degradacdo devem ser
tolerados pelos tecidos envoltérios, ou seja, ndo deve causar efeitos nocivos no local

do implante ou no sistema bioldgico.

- ser biofuncional: o material deve ter as caracteristicas adequadas para cumprir a

funcdo desejada pelo tempo determinado.

- ser esterilizavel: ou passivel de esterilizacao.

Inicialmente, a atencdo era voltada para o desenvolvimento de materiais
estaveis, ou seja, que promovessem uma minima ou nenhuma reacdo do tecido.
Porém com o aumento do conhecimento em biomateriais e resposta fisiologica frente
a eles, a tendéncia foi desenvolver materiais que interagissem com os tecidos,

promovendo reagdes para o seu restabelecimento.

De acordo com a resposta entre o biomaterial e o tecido hospedeiro, estes
podem ser classificados em (DE AZA; DE AZA; DE AZA, 2005; HENCH et al., 1971;
HENCH; WILSON, 1993; KAWASHI et al., 2000):
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- Biotoleraveis: como o proprio nome diz, sdo materiais apenas tolerados pelo
organismo, sendo isolados dos tecidos adjacentes através da formacdo de uma
camada de tecido fibroso, onde quanto maior a espessura dessa camada, menor a

tolerancia dos tecidos ao material.

- Bioativos: materiais que promovem ligagcbes de natureza quimica na interface
implante/osso, o que favorece a osteointegracdo, devido a formagcdo de uma
camada de apatita na superficie do material, quando em contato com o fluido
fisiologico.

- Bioinertes: materiais também tolerados pelo organismo, mas, ao contrario dos
biotoleraveis, a formagdo do envoltério fiboroso € minima e em alguns casos €

praticamente imperceptivel.

- Reabsorviveis: materiais que, apds certo periodo de tempo em contato com 0s

tecidos, sdo degradados, solubilizados ou fagocitados e substituidos por tecidos.

Segundo Hing, Wilson e Buckland (2007), o fracasso ou o0 sucesso de um
material para preenchimento ou substituicAo Ossea pode estar relacionado a
reabsorcdo do mesmo, como também a capacidade regenerativa do tecido 0sseo;
esse processo pode se dar de trés formas: a persisténcia insuficiente do material
para promover a aposicao 0ssea e permitir a osteocondutividade; a desestabilizacéo
precoce da aposicdo O0ssea com a deterioracdo completa do material, e uma
resposta inflamatoéria exacerbada frente a degradacdo do material. Em relacdo a
taxa de biodegradacdo, deve ser adequada a velocidade com a qual os tecidos séo

reconstruidos.

Ao contrario de outros tecidos, o 0sso tem a capacidade Unica de se
regenerar completamente. Os fatores limitantes sdo a manutencédo de espaco e
estrutura para a formacgéo 0ssea. Os materiais de enxertia 6ssea tém sido utilizados
para facilitar a formacéao de osso dentro de um determinado espac¢o. Os mecanismos
bioldgicos que suportam o uso de materiais para enxertos 0sseos sao osteogénese,

osteoinducao e osteoconducao.

A osteogénese refere-se a formacgao ou ao desenvolvimento de novo 0Sso por
células contidas no implante. A quantidade de regeneracao 0ssea durante essa fase

depende da quantidade de células Osseas transplantadas que resistem ao
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procedimento de implante. A osteoindugdo € um processo quimico onde as
moléculas contidas no enxerto induzem a conversdo das células adjacentes em
osteoblastos, ou seja, promovem a diferenciacdo celular. A osteoconducdo é um
efeito fisico, através do qual a matriz do implante forma um arcabouco que favorece
a penetracdo das células 0sseas progenitoras externas ao implante, atuando como

um elo de ligacdo para a formagédo de um novo osso (NEWMAN et al., 2011).

Os auto-enxertos 06sseos caracterizam o0 implante cirargico ideal, pois
possuem simultaneamente essas trés propriedades biolégicas necessarias para a
formacdo de osso novo. Entretanto, os enxertos autégenos mostram limitacdes
quanto a quantidade disponivel dependendo das condicdes do paciente, a
necessidade de uma cirurgia no sitio doador e o risco de morbidade deste local

(ARCOS; VALLET-REGI, 2013).

ApoOs a perda de osso, devido a um trauma, infeccdo ou tumor, o defeito
formado geralmente é irregular e seu tamanho é dificil de prever antes da cirurgia. O
0sso tem capacidade de restabelecer pequenos defeitos através da formacdo de
0SSO hovo em resposta a lesdo. No entanto, 0 mesmo ndo ocorre em defeitos de
dimensbes criticas, que devem ser preenchidos com um material adequado para
conferir estabilidade ao local (SPICER et al., 2012).

Em se tratando de materiais para o reparo ou substituicdo do tecido 6sseo, as
bioceramicas, que compreendem as ceramicas, 0s vidros e as vitroceramicas, tém
sido utilizadas ha mais de um século em aplicacbes na area da saude, como por
exemplo, olhos de vidros, instrumentos de medidas e diagnésticos, mas ha cerca de
30 anos como aplicacdo intracorporea (PEREIRA; VASCONCELOS; ZAVAGLIA,
2006).

As bioceramicas, que sdo as ceramicas, vitroceramicas e vidros biolégicos,
tém sido pesquisadas em funcéo de sua ampla possibilidade de uso, que se estende
desde o emprego isolado do material, pellets ou granulos, que podem ser
processados sob diferentes técnicas e apresentacbes, até o revestimento de
proteses metalicas (KNABE et al., 2004) e configuragbes de sistemas hibridos a
partir de sua associagdo com polimeros naturais e sintéticos (KOKUBO, 2008;
VALLET-REGI et al., 2008) ou mesmo na confec¢cao de pastas de cimento moldaveis
(MOREJON-ALONSO; CARRODEGUAS; SANTOS, 2012).
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7

O estudo dos pastas ceramicas € motivado pela sua biocompatibilidade e
também pela possivel reabsor¢éo e tém sido utilizados como enxerto 6sseo com um

percentual de sucesso nos ultimos anos.

Os cimentos podem ter a mesma composicdo dos granulos ceramicos,
preenchendo o defeito completamente e endurecendo para promover funcgdes
mecanicas e biologicas (CARRODEGUAS, 2000). Combinando a capacidade de
adaptacao perfeita da pasta de cimento com propriedades bioativas, pode-se obter
um material que promova uma ligacao estavel com o defeito, acelerando o processo

de reparacéo.

Um cimento hidraulico consiste de um componente solido capaz de formar
uma pasta plastica quando misturado com agua ou uma solugcdo aquosa
(CARRODEGUAS, 2000). Ao longo de um determinado periodo de tempo, que
podera ir de alguns minutos a varias horas, esta pasta perde a plasticidade e ganha
cada vez mais consisténcia. Este momento pode ser definido como tempo de cura
(setting time, ST), pela obtencdo de uma pasta rigida. Assim, progressivamente,
ocorre 0 aumento da resisténcia mecanica em funcdo do tempo, alcancando seu
valor maximo, que podera ser de horas a dias, com a obtencdo de uma massa

resistente.

O mecanismo pelo qual ocorrem essas mudancas pode variar de um cimento
para outro. A formacdo de um corpo sélido a partir da mistura de um p6 e um liquido

esta resumida na Figura 1.

A cura e endurecimento do cimento séo resultados de uma reacdo quimica
que pode ser de dissolucao, precipitacdo ou hidrélise (CARRODEGUAS, 2000). A
cura é identificada como certo estagio coloidal durante o desenvolvimento da rede
cristalina, inicialmente fraca e viscosa, enquanto o processo de endurecimento
denota o desenvolvimento de uma estrutura cristalina mais forte e irreversivel. O
tempo durante o qual a pasta de cimento se comporta de forma tixotropica, ou seja,
0 tempo necessario para que a pasta alcance uma viscosidade de equilibrio,
denominado tempo de cura, esta relacionado ao tempo disponivel para se preparar
e fazer a colocacao definitiva do cimento e pode ser influenciado pela composicao
do cimento, razéo liquido/po, tamanho de particulas e temperatura.
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Figura 1. Representacdo esquematica do comportamento de um material tipo cimento.

P6 Liquido
Mistura
Pasta
Plastica
Cura (min...h)
Pasta
Rigida
Endurecimento (h...dias)
Massa
Resistente

Fonte: Adaptado de Driessens et al. (1997).

Do ponto de vista clinico, ha certos requisitos que um cimento 6sseo deve

cumprir. Esses requisitos sao (LEMAITRE; MIRTCHI; MORTIER, 1987; DRIESSENS
et al., 1997; CARRODEGUAS et al., 1999):

1.

Curar e endurecer in vivo em um periodo de tempo razoavel, o qual permita a
manipulacdo adequada do cimento (tempo inicial de cura, I-ST, 2 5 minutos;

tempo final de cura, F-ST, < 20 minutos);

Possuir resisténcia mecéanica apropriada durante o periodo requerido;
Facil manipulacéo;

Aderir ao tecido duro;

N&o deve possuir caracteristicas alergénicas ou cancerigenas;

N&o deve produzir calor durante a cura;

O pH durante e depois da cura deve ser similar ao fisioldgico, para evitar

efeitos citotdxicos (6,5 < pH < 8,5).

Dentre as vantagens na aplicacdo de um cimento 0sseo encontram-se a

capacidade de promover um encaixe ajustavel na fixacdo de protese e o aumento da
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resisténcia a cargas da protese ao distribuir uniformemente as tensdes entre a
protese e 0 0sso (PASCUAL et al., 1996).

Os cimentos para aplicacdes odontolégicas sao utilizados desde 1870. Esses
cimentos, a base de silicato, apresentam excelentes propriedades, como cor,
translucidez e terapéuticas, com ac¢ao anticariogénica devido aos fluoretos presentes
na composicao (SANTOS, 2002).

Na ortopedia, um dos cimentos mais popularizados para preenchimento
0sseo € o0 poli metacrilato de metila (PMMA) e suas variacdes, utilizado
principalmente na fixagdo de proteses e vertebroplastia, com adi¢cdo de sulfato de
bario como agente radiopaco, desde 1940 (CHANRLEY, 1970), embora n&o
devesse ser chamado de cimento, visto que sua reacdo de cura nao envolve
reacoes de hidratacdo. Esse material possui algumas limitacbes, como a
possibilidade de causar necrose do tecido ao redor do defeito, devido a reacéo
fortemente exotérmica decorrente da sua polimerizacdo, o que também pode levar a
reducdo na resisténcia mecanica do material (SANTOS et al., 2002). Além do mais,
esse material ndo induz qualquer tipo de remodelacao 6ssea, pois ndo € um material
bioativo (ENGQVIST et al., 2008). Nesse contexto, cimentos 6sseos de materiais
bioativos tem sido alvo de inumeros trabalhos de pesquisa, devido a sua menor
probabilidade de causarem reag0es negativas por parte do tecido vivo.

O cimento mais conhecido por sua extensa aplicacdo na construcdo e
engenharia civil € o cimento Portland. Ele se constitui principalmente de uma mistura
de clinquer e de adi¢cbes, que podem variar de um tipo de cimento para outro e sdo o
que definem os diferentes tipos. O clinquer é o principal componente e esta presente
em todos os tipos de cimento Portland; tem como matérias-primas o calcario e a
argila (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE CIMENTO PORTLAND, 2003), fontes de
silicato tricalcico [(Ca0)s;SiO;] e silicato dicalcico [(Ca0),SiO,]. O sulfato de calcio
diidratado € uma das adic¢des, que pode ser adicionado na moagem final do cimento,
tendo como funcao basica controlar o tempo de cura. O produto da reacdo de cura €
um material microporoso com poros capilares interconectados (ROY, 1987). Embora
nao seja um material de uso clinico direto, esse cimento possui basicamente os
mesmos componentes quimicos do Agregado de Triéxido Mineral (Mineral Trioxide
Aggregate, MTA), muito utilizado na odontologia como cimento retrobturador. Os

estudos mostram interessantes resultados in vitro, como a formacdo de matriz
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mineralizada (SAIDON et al., 2003; GALLEGO-PEREZ et al., 2011), e in vivo como
agente capeador pulpar (CAMILLERI et al.,, 2006; FORNETTI et al.,, 2009) e
biocompatibilidade, descrita tanto no subcutaneo (HOLLAND et al., 2001) quanto em
calotas de ratos (SIMOES et al., 2010).

Muitos cimentos inorganicos tém sido utilizados para o aumentar a formacao
de tecidos duros. Os cimentos mais usados como substitutos 6sseos sao formados a

partir de sulfatos de calcio, fosfatos de calcio e aluminatos de calcio.

2.2. Cimentos de Sulfato de Calcio

O sulfato de calcio, também conhecido como gesso de Paris (Plaster of
Paris), € um dos biomateriais reabsorviveis usados para preenchimento de
cavidades 6sseas mais antigas, desde a sua primeira utilizag&o in vivo em 1892 por

Dressman para tratar osteomielite tuberculosa (PRYOR et al., 2009).

Um tipico cimento de sulfato de calcio consiste de p6 de sulfato de calcio
hemiidratado (CaS0,4.%2H,0), que reage com agua para formar o sulfato de célcio
diidratado (CaS04.2H,0) (THOMAS; PULEO, 2009).

Na década de 1950, Peltier e seus colaboradores (1957) demonstraram a
utilizacao de sulfato de calcio para reparar grandes defeitos 6sseos em tibia de cées.
A éarea tratada exibiu nova formacao 6ssea e foi demonstrado que o sulfato de calcio
€ parcialmente ou completamente reabsorvido, sem nenhuma rea¢éo provocada por
corpo estranho, indicando ser bem tolerado pelos tecidos in vivo. Peltier e Jones
(1978) utilizaram sulfato de calcio para preencher cavidades formadas pela remocgéo
de cistos 0sseos e observaram que o sulfato de célcio foi absorvido e substituido por

um novo 0Sso, com efeitos colaterais minimos relatados.

A partir de entdo muitos estudos clinicos foram realizados e varios resultados
foram apresentados comprovando que o sulfato de calcio é biocompativel, com
Otimas propriedades regenerativas e angiogénicas (WALSH et al., 2003; SCARANO
et al., 2007; URBAN et al, 2007), e ainda osteocondutor, atuando como scaffold para

a formacdo de 0sso novo, e reabsorvivel, ndo necessitando ser removido apés a
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implantacdo devido a sua biodegradabilidade (PELTIER, 1961; TURNER et al.,
2005).

Na area odontoldgica, Lebourg e Biou (1961) implantaram sulfato de célcio
em alvéolos apds extracdo dos terceiros molares inclusos, como em outros defeitos
0sseos na mandibula e maxila. Apds trés a quatro semanas foi observado que o
material tinha sido completamente reabsorvido, diminuindo o tempo de reparagao
0ssea nas areas tratadas, em comparacdo ao controle. Os autores concluiram que o
sulfato de calcio era um material favoravel para o tratamento de defeitos do osso
devido a capacidade do material fornecer ions inorganicos essenciais para o

processo de reparacao.

O uso de sulfato de céalcio em forma de pasta na elevacdo do seio maxilar
permitiu a integracao do tecido 6sseo com os implantes e promoveu a formacéo de
tecido com uma maior densidade 6ssea (DE LEONARDIS; PECORA, 2000). Além
disso, observou-se o0sso lamelar em contato com a superficie do implante, a
interface totalmente preenchida e livre de espacos, células epiteliais ou tecido
conjuntivo, assim como nenhuma evidéncia de sulfato de calcio residual em um

estudo com implante provisorio (IEZZI et al., 2007).

Estudos clinicos mostraram resultados positivos em relacdo a utilizacdo de
sulfato de célcio, como preenchimento e barreira, para a preservacdo do rebordo
alveolar pos-extracdo, proporcionando uma barreira que estabiliza o coagulo,
auxiliando na regeneracao da area a receber o implante. O uso conjunto de sulfato
de calcio hemihidratado e osso liofilizado desmineralizado aumentou a qualidade e
quantidade da formacdo de o0sso novo, em alvéolos de extracdo e defeitos
periodontais (SOTTOSANTI, 1993; ANSON, 1996). Estudos clinicos e histoldgicos
desta combinacdo de materiais para elevacdo do seio maxilar mostraram que 0s
implantes tinham boa estabilidade e foi encontrado osso desmineralizado
remanescente (ANDREANA et al., 2004). Vance e colaboradores (2004) usaram um
cimento constituido de sulfato de calcio hemihidratado e carboximetilcelulose para
preservar as dimensdes do rebordo alveolar em dentes extraidos e verificou a

formacao de osso vital na area enxertada.

Em 2001, Kelly e colaboradores publicaram os resultados obtidos com o uso
do Osteoset®, um sulfato de célcio de uso cirlirgico para preenchimento de defeitos

0sseos causados por tumores benignos, traumas, cistos e outros casos, em 109



Revisdo Bibliogréfica

42

pacientes. Ap0s 6 meses, 0s resultados mostraram que aproximadamente 99% do
sulfato de calcio havia sido reabsorvido e 88% dos defeitos haviam sido preenchidos
com o0sso trabecular. Desta forma concluiram que o uso do sulfato de célcio é

seguro e promissor para uso em preenchimentos de defeitos 6sseos.

Em um estudo in vitro, células pré-osteoblasticas MC3T3-E1 foram
subcultivadas sobre discos formados a partir de cimento de sulfato de célcio j&
secos, sulfato de calcio mineral e PMMA. Apés 15 dias, a atividade da fosfatase
alcalina (ALP) medida a partir do sobrenadante foi significantemente maior nas
amostras de sulfato de célcio em discos e houve a expressdo de colageno tipo Il
(COL2) e fibronectina 1 (FN1), genes importantes na formacédo 6ssea (LAZARY et
al., 2007). Esses resultados podem estar associados a forma como os inUmeros
pequenos cristais, formados a partir da hidratacdo do sulfato de calcio hemiidratado,
estdo dispostos na superficie dos discos que podem ser utilizados pelas células para
a proliferacdo e producdo de matriz 6ssea (LAZARY et al., 2007). In vivo, defeitos
tratados com sulfato de calcio mostraram adeséo de células osteoblasticas (SIDQUI
et al., 1995), formacéo de novos vasos sanguineos (BLAHA, 1998) e a presenca de
proteinas morfogenéticas désseas (Bone Morphogenetic Protein, BMP), fator de
crescimento transformador beta (TGF-B) e fator de crescimento derivado de

plaguetas (PDGF) em comparag¢ao com o controle nédo tratado (WALSH et al., 2003).

A reabsorcdo de sulfato de calcio permite a liberacdo de moléculas no local
implantado, como antibiéticos (RAUSCHMANN et al., 2005; SANICOLA; ALBERT,
2005; KANELLAKOPOULOU et al., 2009) e proteinas (ZHANG, J. et al., 2014).

Ferguson e colaboradores (2014) avaliaram a aplicacdo do Osteoset® T, um
sulfato de calcio hemiidratado em forma de pellet contendo 4% do antibi6tico
tobramicina, no tratamento de osteomielite crénica. Os resultados mostraram que
guanto maior a taxa de dissolucdo do material, maior o nivel de farmaco liberado.
Tem sido sugerido que a eficacia de sulfato de calcio que contém tobramicina é

equivalente ao PMMA impregnado com o mesmo antibiotico (MCKNEE et al., 2010).

Kumar e colaboradores (2013) observaram a atuagéo de cimentos de sulfato
de célcio com ceftriaxona, um antibibtico sensivel tanto a bactérias gram-positivas
guanto gram-negativas, no preenchimento de defeitos causados por osteomielite
cronica e observaram que a reabsorcdo do cimento ocorreu em meédia em 14

semanas e permitiu a formagcao de 0sso novo, sem maiores complicagdes.
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Cimentos de sulfato de calcio puro e na combinados com BMP bovina foram
utilizados em vertebroplastia em coelhos osteoporoticos. Apdés 6 semanas de pés-
operatorio, promoveram o0 aumento da resisténcia a compressao das vértebras e as
medidas do conteddo mineral ésseo (Bone Mineral Content, BMC) e da densidade
mineral 0ssea (Bone Mineral Density, BMD) foram maiores em relacdo ao grupo
controle. Além disso, o cimento com BMP promoveu um maior crescimento 0sseo,
devido ao efeito osteoindutivo da BMP, com melhor formacdo éssea tridimensional
do osso trabecular (ZHANG, J. et al., 2014), mostrando que a combinacdo do
cimento com moléculas bioativas Osseas € interessante para melhorar as

propriedades do materiais.

2.3. Cimentos de Fosfato de Calcio

As ceramicas de fosfato de célcio sdo materiais que possuem razdo molar
Ca/P variando de 0,5 a 2,0 e sdao encontrados em diferentes tipos (DRIESSENS et
al. 1993).

Tabela 1. Fosfatos de calcio, férmula quimica e razdo molar Ca/P.

Abreviacdo Nome Formula Ca/P

Diidrogenofosfato de calcio

MCPM monoidratado Ca(H,P0,),.H,0 0,5
DCPD Hidrogenofosfato de calcio diidratado CaHPO,.2H,0 1,0
DCPA Fosfato dicalcico (monetita) CaHPO, 1,0
ocCP Fosfato octacalcico Cag(HPO,),(PO,)45H,0 1,33
ae B-TCP Fosfato tricélcico Caz(P0O,),; 1,48
CDHA Hidroxiapatita deficiente em calcio Cag(HPO,)(PO,)s(OH) 1,5
HA Hidroxiapatita Ca;g(PO,)e(OH); 1,67
TTCP Fosfato tetracalcico Cay(P0,),0 2,0

Fonte: LeGeros (1991).

Os fosfatos de calcio podem se apresentar como biocompativeis e
osteocondutores, promovendo a resposta extracelular na interface, o que favorece o

desenvolvimento de células Gsseas. Por exemplo, HA pode ser utilizada como
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material primario em reconstrucfes de defeitos 6sseos que envolvem cranio e face,
cirurgias orais, implantes dentoalveolares e na ortopedia (SEPULVEDA et al., 2002;
KVETON, COELHO, 2004). HA granular e fosfato tricalcico (TCP) mostraram serem
biocompativeis em implantes de alvéolos dentais (ROSA et al.,1995). No entanto,
eles diferem consideravelmente na velocidade de reabsorcdo. HA, por exemplo, é
reabsorvida muito lentamente, em comparagado com B-TCP e vidro bioativo. Rojbani
e colaboradores (2011) avaliaram a osteocondutividade dos fosfatos de calcio em
defeitos criticos de calotas de ratos e observaram que os TCP foram melhores

osteocondutores que a HA, o que poderia ser atribuido a sua biodegradabilidade.

Segundo Le Guehennec e colaboradores (2005) e Misch (2006), quanto maior
a razdo molar Ca/P, menor a solubilidade do material, mas essa taxa também sofre
influéncias quanto a composicdo quimica, pH local, tamanho, porosidade das

particulas e cristalinidade.

Os cimentos de fosfato de calcio (Calcium Phosphate Cement, CPC) séao
cimentos hidraulicos e podem ser preparados misturando-se um sal de fosfato de
calcio com agua ou uma solucdo aquosa, onde o resultado dessa reacdo é uma
pasta que pode reagir a temperatura ambiente ou corporal dando lugar a um
precipitado que contenha um ou mais fosfato de célcio formados durante a cura pelo
intercruzamento dos cristais precipitados (GINEBRA et al., 2012).

Os CPC foram desenvolvidos por LeGeros, Chohayeb e Shulman (1982) e
Brown e Chow (1983) no inicio de 1980, os quais demonstram a formacao de HA na
forma monolitica a temperatura ambiente ou corporal através de uma reacdo de
hidratagcdo. A formulagéo original consiste de uma mistura equimolar de fosfato
tetracélcico e fosfato dicélcico (anidro ou hidratado) adicionada a agua destilada,
desta maneira, formando uma pasta. Desde entao, varios estudos comprovaram que
os cimentos de fosfato de céalcio sdo materiais biocompativeis, osteocondutores,
biodegradaveis e possuem grande capacidade de moldabilidade (TAKAGI; CHOW;
ISHIKAWA, 1998; VAN DEN VREKEN et al., 2012).

Os primeiros CPC comerciais foram introduzidos na década de 1990 para o
tratamento de defeitos maxilofaciais (FRIEDMAN et al., 1998), bem como para o
tratamento de fraturas (CONSTANTZ et al., 1995). Desde entédo, novas formulacdes
de cimento tém sido desenvolvidas para outras aplicagdes, como o preenchimento
0sseo (WELCH; ZHANG; BRONSON, 2003; ARAL et al., 2008), refor¢co de o0ssos
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com osteoporose (LIBICHER et al., 2006), fixacdo dos implantes metalicos (OOMS
et al., 2003), fraturas de coluna vertebral e vertebroplastia (TAKEMASA et al., 2007).

Além dos CPC serem bioativos, promovendo uma ligacdo estavel entre o
defeito e implante, apds serem implantados podem ser reabsorvidos, sendo
progressivamente substituidos por um novo 0sso. A substituicdo surge com a
reabsor¢cdo da superficie do cimento, em paralelo com o crescimento do 0sSso,
evitando assim espacos entre o implante e o tecido, e formacdo de osso guiado
(osteoconducéo) (DRIESSENS et al., 1998).

A reabsorcdo pode ocorrer atravées de dois mecanismos diferentes:
reabsorcdo ativa, regulada por células como macrofagos ou osteoclastos; e/ou
reabsorcéo passiva, através da dissolucédo quimica ou hidrélise nos fluidos do corpo.
Uma vez que a bruxita (hidrogenofosfato de calcio diidratado, DCPD) € soluvel em
fluidos corporais, cimentos de DCPD sado reabsorvidos principalmente pelo
mecanismo passivo (GROVER et al., 2003), enquanto hidroxiapatita, menos sollvel,

é reabsorvida por mecanismo ativo (WENISH et al., 2003).

Outros fatores que interferem na reabsor¢cdo dos cimentos sdo: a
incorporacdo das substituicbes idnicas, como a incorporacdo de carbonatos,
porosidade e cristalinidade, além de fatores externos como a idade do paciente,
sexo, metabolismo, saude, habitos sociais, local da implantacdo, fornecimento de

sangue ou cargas mecanicas (HUGHES et al., 2015).

Os CPC endurecem devido a um processo de dissolucdo e precipitacao.
Embora, varios cimentos 0sseos a base de fosfato de calcio tenha sido
desenvolvidos, dependendo de fatores como pH de cura e estabilidade
termodinamica, o produto final da reagéo de cura pode gerar DCPD ou HA (ALGE et
al., 2012), embora alguns dos materiais de partida que néo reagiram podem estar
presentes (ZERBO et al., 2001). Se o cimento tem um valor de pH maior que 4,2, HA
ou mais provavelmente hidroxiapatita deficiente em calcio (CDHA) é favorecido; se o
cimento apresenta um pH menor que 4,2, bruxita € favorecida, que sob certas
condi¢cdes podem desidratar e formar fosfato de célcio anidro (monetita, DCPA)
(ISHIKAWA et al., 1999).

A HA é um fosfato de calcio hidratado, constituinte mineral natural,

representando de 30 a 70% da massa dos ossos e dentes (COSTA et al., 2009).
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Devido a similaridade quimica da HA com o tecido 6sseo, é o fosfato de céalcio mais
estudado. Além do mais, é um dos materiais que apresenta melhor
biocompatibilidade, estabelecendo ligacbes de natureza quimica com o tecido
hospedeiro, permitindo a adsorcdo de moléculas bioativas e, desta maneira,
favorecendo o crescimento o6sseo. Todas as suas formas tém excelente
biocompatibilidade e promovem a osteoconducédo e osteointegracdo (BRUIJIN et al.,
1995). Implantes metalicos recobertos com HA demonstraram maior integracao, isto
€, rapida ligacdo ao osso interfacial ( WHEELER, 1996; KOBAYASHI, N. et al., 2007).

Os cimentos que resultam na formacdo de HA ou CDHA podem ser
classificados em duas categorias principais: cimentos monocomponentes, em que
um unico composto de fosfato de calcio, no caso alfa fosfato tricalcico (a-TCP),
hidrolisa originando o CDHA sem variar a relacdo Ca/P (GINEBRA et al., 1999);
cimentos multicomponentes, em que dois ou mais fosfatos de célcio, um mais acido
e outro basico, tomam forma depois de uma reagdo acido-base. O componente
basico € normalmente fosfato tetracalcico (TTCP) e os reagentes acidos sédo DCPA
ou DCPD (BROW; CHOW, 1983).

Embora cimentos de HA sejam muito estudados por se apresentarem
proximos da composic¢ao inorganica do osso, cimentos DCPD sdo mais solUveis sob
condicdes fisiologicas e podem ser reabsorvidos ap6s a implantagdo (XIA et al.,
2006), pois promovem a liberacdo de ions calcio e fosforo junto a interface
implante/tecido, assim favorecendo a reabsor¢éo, osteoconducao e a mineralizacao,

ja que este € um dos precursores da HA.

O DCPD ¢é metastavel sob condicdes fisiologicas e por esta razdo cimentos
de DCPD reabsorvem muito mais rapidamente do que os cimentos de HA (APELT et
al., 2004; CARRODEGUAS et al., 1999), porém a velocidade de reabsorcdo é
imprevisivel, podendo ocorrer reabsor¢cdo quase completa ou conversdo em HA in
vivo (BOHNER et al., 2003; GROVER et al.,, 2013). Se DCPD for convertido em
DCPA, por aquecimento ou ajuste estequiométrico, a conversao em HA ocorre mais

lentamente.

Todos os cimentos DCPD séo obtidos como resultado de uma reacao acido-
base, a maioria deles contendo B-TCP e um componente acido, normalmente o
diidrogenofosfato de céalcio monohidratado (MCPM) ou &cido fosférico (BOHNER,;
MERKLE; LEMAITRE, 2000).
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Dentro do grupo dos cimentos DCPD o tipo formado pela combinagdo do (3-
TCP e MCPM (MIRTCHI; LEMAITRE; TERAO, 1989) apresenta uma cura
relativamente rapida quando misturado a agua (cerca de 30 segundos), porém com
a adicdo de aditivos pode-se aumentar esse valor, assim como a resisténcia
mecanica do cimento (HAN et al., 2009). Sabe-se que a quantidade que se forma de
DCPD é proporcional a quantidade de MCPM incorporado a mistura. Neste caso, o
processo de cura consiste na dissolucdo do MCPM seguida de uma progressiva
cristalizacdo de DCPD em toda a pasta (CARRODEGUAS, 2000). Varios aditivos
tém sido utilizados para retardar o tempo de cura ou melhorar a moldabilidade dos
cimentos desse sistema, como o sulfato de célcio hemi e diidratado, pirofosfato de

calcio e, também, os polietolenoglicois (PEG) e glicerol (ABERG et al., 2011).

Nos ultimos anos, muitos estudos se dedicaram na combinacdo do potencial
de reparacao 6ssea dos CPC com a capacidade em incorporar farmacos ou outras
moléculas com relevancia terapéutica. Ao contrario de cimentos acrilicos, utilizados
em cirurgias ortopédicas, a reacdo de cura dos CPC nao € exotérmica, portanto
permite a incorporacdo de diferentes moléculas bioativas (GINEBRA; TRAYKOVA;
PLANELL, 2006a).

Stallmann e seus colaboradores (2006) compararam seis cimentos comerciais
preparados com uma solucdo de gentamicina como componente liquido. Todos eles
apresentaram um efeito burst nas primeiras 24 horas, o que poderia ser suficiente
para uma terapia profilatica. Os CPC apresentam perfis de liberacdo mais uniformes,
alguns liberando até 17 dias, quando comparados com granulos de fosfato de calcio

impregnados em solugéo de gentamicina.

Estudos comparativos entre CPC e PMMA mostraram que a liberacado de
gentamicina e amicacina foi maior nos CPC durante, pelo menos, 30 dias (ETHELL
et al., 2000). CPC contendo vancomicina mantiveram a concentracao desse farmaco
mais elevada e por periodos mais longos do que os cimentos de PMMA (URABE et
al., 2009).

Outras moléculas podem ser carreadas pelos cimentos, como fatores de
crescimento, proteinas, peptideo bioativos e antimicrobianos (SEEHERMAN et al.,
2006; KEMPEN et al., 2010). Para estudar o perfil de liberacdo de um peptideo
antimicrobiano (hLF1-11), foram utilizados CPC comerciais. Diferentes perfis de

liberacdo foram obtidos por esses cimentos, onde a maioria dos cimentos
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apresentaram efeito burst seguido de liberacdo continua mais lenta e a
concentragcdo liberada nas primeiras 24 horas manteve-se integra e ativa contra
Staphylococcus aureus (STALLMANN et al., 2003). Perez e colaboradores (2013)
avaliaram a liberacdo de fator de crescimento fibroblastico (FGF) a partir de CPC e
observaram que a granulometria dos poés-precursores interferem no perfil de
liberacdo. Os resultados obtidos mostraram que quanto maior a granulometria, maior

€ a porcentagem de FGF liberada.

Desta forma, os CPC podem controlar a concentracdo e a cinética das
moléculas liberadas, proporcionando ao mesmo tempo, um suporte osteocondutor

na qual as células podem migrar e formar novo tecido 6sseo.

2.4. Cimentos de Aluminato de Célcio

Os cimentos de aluminato de calcio (Calcium Aluminate Cement, CAC) e sua
producao industrial foram patenteados pela Lafarge em 1908 (Société J&A Pavin de
Lafarge, FR 391454) e a primeira produc¢do industrial deste cimento foi em 1913
(Parr; Wohrmeyer, 2006).

O uso de CAC no campo odontoldgico iniciou-se no final dos anos 90, com o
desenvolvimento de um material restaurador odontoldgico para uso no lugar do
amalgama (DOXA AKTIEBOLAG, US 6620232B1), desenvolvido pela empresa

sueca Doxa Certex AB, dando origem ao Doxadent®.

Um cimento endodéntico a base de aluminato de célcio que tem sido muito
estudado € o MTA. Este material € composto por cimento Portland (75%), Bi,O3
(20%) e CaS0,4.2H,0 (5%) e foi desenvolvido como material para preenchimento
retrogrado, tratamento de raiz e lesdo de furca (TORABINEJAD; CHIVIAN, 1999;
MAIN et al., 2004), mas devido ao seu bom desempenho clinico e biocompatibilidade
(KOH et al.,, 1998; MITCHELL et al., 1999) tem sido utilizado em varias outras
situagdes, entre eles capeamento pulpar (ANDELIN et al., 2003) e pulpotomia. No
entanto, alteragfes na sua composi¢ado tém sido propostas visando superar as suas
caracteristicas fisico-quimicas negativas (ASGARY et al. 2008), como dificlil
manipulacdo e alta taxa de dissolucdo levando a perda do material, principalmente

no caso de retrobturacdo (BER et al. 2007), alta porosidade e tempo de cura (LUZ;
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BORBA; PANDOLFELLI, 2014), escurecimento de dentes e gengivas
(JACOBOVITZ; LIMA, 2008).

Diante destas caracteristicas, um novo CAC endodontico, EndoBinder, foi
desenvolvido pela Universidade Federal de Sao Carlos (UNIVERSIDADE FEDERAL
DE SAO CARLOS, 2007, Pl0704502-6), com a finalidade de preservar as
propriedades positivas do MTA e suas aplicagbes clinicas, aumentar as
possibilidades de uso e sem as suas desvantagens. Sabe-se que este material
apresenta propriedades fisicas e mecanicas adequadas e boa resposta celular,
permitindo um maior desenvolvimento das células em estado avangcado de
diferenciacao dos osteoblastos e uma menor reacao tecidual em testes subcutaneos
guando comparado com o0 MTA (CASTRO-RAUCCI et al., 2011; AGUILAR; GARCIA;
PIRES-DE-SOUZA, 2012).

Atualmente o aluminato de célcio também tem sido estudado como um
cimento reparador em Vvérias aplicagcbes ortopédicas (ROEMHILDT; WAGNER;
MCGEE, 2006; ENGQVIST et al., 2008; BURGUER et al., 2013). Morejon-Alonso,
Carrodeguas e Santos (2012) estudaram novas composi¢cdes de cimentos para uso
na ortopedia, adicionando aluminato de calcio no tradicional cimento de a-TCP e
observaram que a presenca da fase cristalina CA (CaO.Al,O3) compromete a
precipitacdo de CDHA e aumenta a taxa de degradacdo dos cimentos, porém nao
apresenta comportamento citotoxico, confirmado pelos ensaios in vitro. Em relacdo a
sua atuacdo clinica, foi observado que o CAC é biocompativel e bioativo, porém nao
atua como osteoindutor ou osteocondutor (BURGUER et al.,, 2013), como as

vitroceramicas.

Dentre as principais fases cristalinas do CAC, pode-se destacar a fase CA,
que hidrata-se mais lentamente, sendo responséavel pelo processo de configuragéo
hidraulica (PARKER; SHARP, 1982). Também pode ser observado a fase CA;
(Ca0.2Al,03), que pode acelerar o processo de cura da fase CA; a fase C3A
(3Ca0.Al,03) que é a mais reativa entre essas fases, mas esta presente em
guantidades muito pequenas ou ndo é observada em cimentos de aluminato de
calcio; e a fase CpoA; (12Ca0.7Al,03) que se hidrata rapidamente, podendo ser
utilizada quando se quer controlar o tempo de cura. A dissolugcéo dessas fases em

contato com a &agua promove a liberacdo de fons Ca?*, Al(OH); e OH7 o que
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promove a saturacao da solugéo, seguido da precipitacdo de hidratos de aluminato
de calcio e hidroxido de aluminio (ALT; WONG; PARR, 2003).

Dependendo da aplicacdo do material, pode-se produzir CAC de alta pureza
com diferentes propor¢cdes das fases cristalinas. Andrade e colaboradores (2014)
visando determinar uma mistura mais adequada entre as fases de aluminato de
calcio (CA, CA,, C3A e Ci1pA;) para atender as necessidades do cimento para
aplicacoes na area da saude, observaram que a producdo de fases puras de
aluminato de calcio é possivel qguando se emprega a rota Al,03-CaO, sem a
presenca de CaO livre que reduziria o tempo de cura e aumentaria a temperatura de
hidratag&o.

O interesse do CAC em uso clinico se deve, dentre outras, a sua coloracdo
branca, baixa temperatura durante a cura e o controle do tempo de reacdo pela
adicdo de aditivos especificos. Outro ponto € que o CAC tem boa resisténcia a
corrosdo em contato com fluidos do corpo, sdo biocompativeis e a quantidade de
jons Al liberados é muito baixa (MOREJON-ALONSO; SANTOS; CARRODEGUAS,
2009).

Um dos cimentos de aluminato de céalcio comercial que também tem sido
estudado é o denominado Secar® 71, um cimento puro que permite a formulacdo de
todos os tipos de concretos refratarios e possui aproximadamente 70% de alumina
(KERNEOS ALUMINATES TECHNOLOGIES, 2006, Tabela 2). Pelo processo de
sinterizacdo ocorre a formacédo das fases CA e CA,, com uma pequena quantidade
de alumina remanescente (Tabela 3). Sua composicdo comercial ndo contém
nenhum aditivo, sendo que sua alta compatibilidade com aditivos permite a
otimizacdo de diferentes formula¢cdes. Sua composi¢do quimica é particularmente
adaptada para determinadas condicbes onde a pureza é essencial, como em
ambiente redutores de hidrogénio ou monoxido de carbono, e possui excelentes
propriedades mecanicas. Oliveira, Pandolfelli, Jacobovitz (2010) estudaram a
influéncia de aditivos sobre propriedades fisico-quimicas do cimento de aluminato de
célcio, Secar® 71, e Grey-MTA e observaram que a presenca de aditivos no CAC
promoveu melhores caracteristicas, como resisténcia mecanica e baixa porosidade,

quando comparado com o MTA.
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Tabela 2. Componentes principais do cimento Secar 71.

Valores habituais (%)

Al,O,
CaO
SiOo,
Fe,O;
MgO
TiO,
S0,

K;0+Na,0

68.7 - 70.5
28.5-30.5
0.2-06
0.1-0.2
<0.5
<0.4
<0.3
<0.5

Fonte: Kerneos Aluminates Technologies (2006).

Tabela 3. Principais fases minerais do Secar 71. (C=CaO, A=Al,O3)

Secar 71
CA XXXXX
CA, XXX
A X
C12A; tracos

Fonte: Kerneos Aluminates Technologies (2006).

Nos Uultimos anos, os estudos envolvendo cimentos bioceramicos tém

direcionado seus esforgos no desenvolvimento de biomateriais multifuncionais, isto

€, além de sua estabilidade quimica, promover 6timo contato entre 0sso e implante,

uma melhor compatibilidade que a dos metais, ser bioativo, desempenhar um papel

de carreador de farmacos e moléculas de interesse biologico para combater as

infeccbes Osseas ou promover a reparacao tecidual de forma mais eficiente ou até

mais rapida.

Dentre as moléculas que podem ser carreadas pelos cimentos, peptideos

sintéticos surgem como uma alternativa interessante ja que, aléem do amplo espectro

de atividade e pela facilidade de reconhecimento e ligacdo aos sitios especificos das

proteinas da matriz extracelular, podem ser utilizados em combinagdo com outros

farmacos.
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2.5. Peptideo de Crescimento Osteogénico (Osteogenic Growth Peptide)

O processo de reparacdo Ossea € um conjunto complexo de eventos
bioldgicos regulados por células especificas, pela matriz extracelular e por diferentes

fatores de crescimento.

Os fatores de crescimento e citocinas sao importantes reguladores do
processo de reparacdo e combinados as suas proteinas de ligacdo, agem como
reguladores locais das funcdes celulares, estimulando a diferenciacéo, proliferacéo,
migracdo, adesédo celular e expressao génica (WOZNEY; SEEHERMAN, 2004).
Assim, a liberacdo de fatores de crescimento nos locais lesionados pode

complementar a terapia convencional de reparacéo 6ssea.

Véarias moléculas tém sido usadas para melhorar os resultados clinicos em
cirurgias ortopédicas, como exemplo as BMP, que sdo capazes de estimular a
reparacao de fratura por serem osteoindutivas.

O conceito de osteoinducdo foi primeiro descrito por Urist (1965) quando
observou a neoformacdo O6ssea no interior de matrizes 6sseas desmineralizadas.
Desde entdo, estas proteinas tém sido descritas como fatores responsaveis pela
neoformagéo 6ssea (EPPLEY; PIETRZAK; BLANTON, 2005), pois as BMPs atraem
células mesenquimais para o local da formacao 6ssea e induz a conversao destas
células em wuma linhagem pré-osteoblastica. No entanto, ha um certo
guestionamento sobre a relacdo custo-eficacia das BMPs, devido a grande
quantidade necessaria (1,5 mg.mL™, dose terapéutica do INFUSE® Bone Graft) para
se obter uma reparacdo Ossea eficaz em comparagdo as técnicas cirargicas
convencionais (EPSTEIN, 2011) que pode limitar seu uso em relagédo aos demais

materiais.

Estratégias que envolvem o uso de moléculas pequenas, tais como
peptideos, podem ser vantajosas em comparacao as biomoléculas mais complexas,
conduzindo a formula¢des de biomateriais com custo mais baixo e de composi¢oes
variaveis. Os peptideos sdo biomoléculas constituidas por dois a dezenas de
residuos de aminoacidos unidos entre si através de ligacdes peptidicas (MACHADO
et al., 2004), e tém demonstrado interesse cientifico quando o assunto € moléculas

osteoindutoras ou modeladoras de fatores de crescimento.
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Varias sequéncias peptidicas tém sido sintetizadas diretamente pela Sintese
de Peptideos em Fase Sdlida (SPFS), incluindo motifs indutores da medula éssea.
Dentre os peptideos de interesse na engenharia 0ssea, destaca-se uma sequéncia
peptidica reguladora de fatores de crescimento 6sseo, conhecida como Osteogenic
Growth Peptide (OGP).

O OGP é um peptideo de ocorréncia natural cuja estrutura primaria € idéntica
a sequéncia C-terminal 89-102 (Ala-Leu-Lys-Arg-GIn-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-Phe-
Gly-Gly) da Histona H4. E um tetradecapeptideo enddégeno presente
fisiologicamente no soro humano, em concentragdo micromolar (BAB et al., 1992).
Seu pequeno tamanho e linearidade, que o faz susceptivel a protedlise, aliada a
baixa concentracdo, sugere uma proteina de ligacdo para o OGP, OGPBP-OGP
(OGPBP: OGP binding protein), que promove sua protecdo contra protedlise e a

manutencao da concentracao deste peptideo na circulacdo (BAB; CHOREYV, 2002).

A maioria do OGP sérico encontra-se ligado ndo covalentemente a a,-
macroglobulina (a,-M) do soro, em ambas as formas, nativa e ativada. A forma
ativada gera ligacdes covalentes com as proteinases, em um processo que envolve
uma mudanga conformacional, tornando a molécula mais compacta, diminuindo,
dessa forma, a disponibilidade do OGP para o sistema. A forma nativa aumenta
imediatamente a disponibilidade do OGP para o sistema circulatério (GAVISH et al.,
1997), onde sua concentracdo é aumentada durante uma injuria local ao tecido
0sseo, medula 6ssea ou a reacdes osteogénicas sistémicas (BAB et al., 1992).
Estudos indicaram que o OGP se liga as OGPBPs por vias diferentes daquelas que
sao reconhecidas pelos anticorpos anti-OGP (Figura 2) (GREENBERG et al., 1995).

A sequéncia fisiologicamente ativa do OGP, a qual corresponde ao
pentapeptideo C-terminal OGP 10-14, é gerada por clivagem proteolitica (BAB et al.,
1999). Este fragmento interage diretamente com os receptores da membrana celular
e atua na ativacéo das vias de sinalizacao de MAP cinase, Src e RhoA (GABARIN et
al., 2001; MIGUEL et al., 2005; MATTII et al., 2008).

Assim, no soro sanguineo o OGP existe como: (1) sequéncia completa ligada
a uma proteina de ligacdo, (2) sequéncia completa livre, e (3) sequéncia
proteoliticamente clivada em OGP[10-14] (POLICASTRO; BECKER, 2015). Cada
forma de OGP desempenha um papel importante na regulacéo, protecdo e atividade

desta molécula.
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Figura 2. Dominios funcionais no peptideo OGP. A porcdo N-terminal compreende o dominio que
participa da ligagdo as OGPBP (a,M) para regulagédo da concentracdo no soro e prote¢do contra
clivagem proteolitica. A porcéo C-terminal participa do reconhecimento e ligacdo ao receptor
macromolecular, sinalizacao da via mitogénica e diferenciacdo dos osteoblastos.

H-Ala-Leu-Lys-Arg-GIn-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-Phe-Gly-Gly-OH

3
OxNH; NH
! AN N b NG AN N AN
HoN N N N N [ N Y [ N  TOH
0 ? o W 5 H o OHH ¢ KA O Lo
| [
NH NZS0H N
HQNANHP‘
Dominio acessorio Dominio ativo
Funcao: ligacdo a a,M Funcéao: proliferacédo e diferenciacdo

Fonte: Adaptado de POLICASTRO; BECKER, 2015.

Os primeiros estudos pés-descoberta do OGP, revelaram a sua capacidade
em promover a proliferacéo e diferenciacdo de linhagens celulares osteoblésticas
(BAB et al., 1988), onde apés a ablacdo da medula 6ssea, a concentragdo circulante
de OGP aumenta, 0 que sugere a sua participacdo no processo de reparo do tecido
0sseo (BAB et al., 1985; FOLDES et al., 1989; BAB et al., 1992). A partir de entéo,
essa molécula tem sido estudada tanto como um fator de crescimento solavel em
meio de cultura, quanto funcionalizados em materiais, para aumentar a diferenciacao

dos osteoblastos in vitro e in vivo.

In vitro, 0 OGP e seus derivados possuem excelente potencial mitogénico em
células de linhagem osteoblastica e fibroblastica (BAB et al., 1992; GREENBERG et
al.,, 1993), favorecem o aumento da atividade da fosfatase alcalina (ALP) e da
mineralizacdo da matriz 6ssea (ROBINSON; BAB; NEVO, 1995; BAB; CHOREV,
2002; SASKA et al., 2012) e ainda regulam diretamente a diferenciacdo de células
mesenquimais de medula em osteoblastos (CHEN, Z. X. et al., 2007; VANELLA et
al.,, 2010), assim como sua proliferacdo (MAIA et al.,, 2014), favorecendo a
neoformacdo 6ssea. Ambas sequéncias, OGP e OGP[10-14], aumentaram a

proliferacdo de células pré-osteoblasticas MC3T3-E1 nos periodos iniciais de
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observacédo, quando imobilizadas na superficie de um substrato polimérico (MOORE
et al.,, 2010) e oxidos metéalicos (TANG et al.,, 2014; CHEN, C. et al., 2015). Em
culturas de células mesenquimais de medula de rato (rMSC), o OGP funcionalizado
na superficie de discos a base de hidroxiapatita promoveu a expressdao de
marcadores osteogénicos especificos, como Runx-2, osteocalcina e osteopontina,
sugerindo um papel importante na diferenciagédo das rMSC em osteoblastos (POLINI
et al., 2014).

In vivo, o OGP regula a expressdo dos fatores de crescimento de
transformacao TGF-B1, TGF-B2 e TGF-33, fator de crescimento fibroblastico FGF-2,
fator de crescimento insulinico IGF-1 e do colageno tipo | (BRAGER et al., 2000),
favorece a reparacdo da medula O6ssea recém transplantada ou irradiada, com
aumento consideravel das células hematopoiéticas (GUREVITCH et al., 1996).
Estudos com administracéo via sistémica do OGP relata o estimulo da ossificacédo
endocondral em locais de fratura tanto em ratos quanto em coelhos, reduzindo o
tempo de reparacao 6ssea (SUN; ASHHURST, 1998; BRAGER et al., 2000; GABET
et al., 2004). Defeitos em o0ssos longos de coelhos tratados com scaffolds de &acido
poli lactico-co-glicolico (PLGA) com o peptideo OGP sintético adsorvido foram
reparados em um menor tempo em relagcdo aos animais que receberam o OGP por
via sistémica; este estudo apontou um importante resultado na via de administracéo
destes peptideos, revelando um efeito terapéutico mais eficaz quando aplicado
localmente (SHUQIANG et al., 2008).

A presenca de peptideo OGP em membranas de celulose bacteriana com
hidroxiapatita, utilizadas em defeitos criticos em calvaria de camundongos,
promoveu a expressdo dos genes Runx-2, Tnfrsllb e Bglap, relacionados a
proliferacdo, diferenciacdo e mineralizacdo dos osteoblastos, nos periodos iniciais
pos-operatorio (PIGOSSI et al., 2015). Em teste subcutaneo, analogos do peptideo
OGP, incorporados em membranas de alginato, promoveram a diferenciacao
osteogénica de células mesenquimais de medula humana (hMSC) (MAIA et al.,
2014).

Os estudos tém sido direcionados na imobilizagdo desse peptideo nos
biomateriais, ou seja, no desenvolvimento de materiais que podem ser utilizados
como carreadores dessa molécula, pois permitem a retencédo do peptideo no local do
defeito por periodos de tempo prolongados (POLICASTRO et al., 2015), mostrando
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melhores resultados que a aplicacao intravenosa. Entre eles, podem ser citados os
materiais mesoporosos, que devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, como
area de superficie especifica alta, podem carrear um numero grande de farmacos,

proteinas e peptideos.

2.6. Silica Mesoporosa

Os materiais mesoporosos tém sido muito estudados devido ao interesse
comercial de seus usos como adsorventes, em catalises e suporte para adsorcao de
biomoléculas (VINU; HOSSAIN; ARIGA, 2005).

De acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry),
0S materiais porosos sdo classificados em trés classes: microporosos (diametro do
poro entre 0,2-2,0nm); mesoporosos (2,0-50,0nm); macroporosos (acima de 50,0nm)
(SING et al., 1985). O tamanho dos mesoporosos permite ndo somente o facil
acesso de moléculas com tamanho acima de certa extensdo, mas também o

controle de funcbes dependendo da geometria do poro.

A sintese de materiais mesoporosos ordenados requer o emprego de
moléculas de tensoativos em solucdo aquosa. Nessas condicbes, quando a
concentracdo do surfactante em dissolugcdo alcanca um valor critico, denominado
concentracdo micelar critica, as moléculas formam agregados denominados micelas,
cuja forma e tamanho depende essencialmente da natureza e composi¢cado quimica
da molécula de tensoativo, de sua concentracdo e da temperatura, junto com fatores
como o pH da solucdo e a concentragao total salina (Figura 3). As micelas, por sua
vez, agrupam formando estruturas supramicelares, e a natureza das distintas fases
micelares varia em fungdo da concentracdo e temperatura (VALLET- REGI,
VILLAREJO, 2006).
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Figura 3. Mecanismo de formacédo da silica mesoporosa.

Organizacédo das micelas Remocgao do surfactante
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Fonte: Adaptado de Hoffman, F. et al. (2006).

A estrutura dos materiais mesoporosos de silica é formada por uma rede de
tetraedros SiO, conectados entre si mediante os atomos de oxigénio dos vértices.
Naturalmente, esta € uma caracteristica compartilhada pelos silicatos cristalinos,
como as zeolitas ou por silicas amorfas. Os grupos Si-OH na superficie do material
sdo capazes de reagir com uma grande variedade de compostos quimicos formando
ligacdes covalentes do tipo Si-O-R que permite fixar diferentes espécies quimicas
(VALLET- REGI; VILLAREJO, 2006).

Em 1998, foi desenvolvia uma rota de preparacdo de silica mesoporosa
ordenada a partir do emprego de moldes a base de tensoativo ndo-ibnico ou de
copolimeros polietoxilados e polipropoxilados como o Pluronic® P123
(EO20PO70EO,y) agentes direcionadores de estrutura (ZHAO, D. et al., 1998). A
formacdo de silica se da a temperatura ambiente, a partir da adicdo do
tetraetilortosilicato em solucéo fortemente acida (pH + 1,5) contendo o tensoativo
nao-ibnico ou o copolimero. Esse material foi desenvolvido na Universidade de
Santa Barbara, nos Estados Unidos, e denominado SBA-15 (Santa Barbara
Amorphous number 15) (ZHAO, D. et al., 1998).

O SBA-15 possui uma rede hexagonal de mesoporosos e apresenta estreita
distribuicdo de tamanho de poros, usualmente na faixa de 4,6 a 30nm, e areas
superficiais na faixa de 690 a 1040 m2.g™. Devido & maior espessura das paredes de
seus poros (3,1 a 6,4nm) ele apresenta uma melhor estabilidade hidrotérmica
quando comparado com outras particulas de estrutura semelhante (CIESLA,
SCHUTH, 1999). Além disso, pode possuir mMesoporos primarios, mesoporos

secundarios e microporos nao ordenados entre suas paredes (SOUSA et al., 2008).



Revisdo Bibliogréfica

58

Materiais mesoporosos de silica obtidos por processo sol-gel tém
demonstrado excelente bioatividade. Desde as fases iniciais de pesquisa de
biomateriais, ficou claro que uma elevada area superficial desempenha um papel
importante na bioatividade (HENCH et al., 1971), assim como uma superficie com
carga negativa é relatada como fator importante na formacao de hidroxiapatita (HA)
(ANDERSSON et al., 2005; HENCH, 2006; SOUSA; SOUZA; SOUSA, 2008). Hench
e Paschall (1973) avaliaram a influéncia da silica na bioatividade do Bioglass® e
concluiram que a alta densidade dos grupos silandis (Si-OH) existentes na superficie

da silica amorfa é considerada responsavel pelo crescimento da HA.

Um material é dito bioativo quando é capaz de formar apatita em sua
superficie em contato com fluidos fisiolégicos in vivo ou uma solucdo que simula a
concentracdo i6nica do plasma sanguineo, conhecida como SBF (Simulated Body
Fluid), in vitro (KOKUBO; TAKADAMA, 2006). As espécies idnicas inorganicas
dissolvidas no plasma, como uma solucdo saturada em relacdo aos fosfatos de
calcio, apresentam um grande potencial de precipitacdo neste meio (ZHAO, L. et al.,
2008). Nessa apatita formada, osteoblastos podem se aderir, crescer e se proliferar,
o0 que significa que o material € bioativo e pode ser implantado (VALLET-REGI et al.,
2006).

Existem dois principais protocolos in vitro para prever o comportamento dos
materiais no interior do corpo humano. O teste mais simples é o protocolo estético,
baseado na introducdo do material teste em SBF; e o dinamico, onde o SBF é
continuamente trocado por meio de uma bomba peristaltica (VALLET-REGI et al.,
2008). Os mecanismos de formacdo de apatita em SBF em materiais contendo
grupos Si-OH em suas superficies tém sido estudados em detalhe. Takadama e
colaboradores (2001; 2002) descreveram cinco estagios de formacdo de HA em

vidros bioativos, que estdo resumidos a seguir:

Estagio 1: rapida troca ibnica entre fons Ca®" pertencentes & superficie do
material com fons H* da solucg&o, ocasionando aumento do pH do meio e formacgéo

de grupos silandis (Si-OH):

Si-O-Ca+ H' + OH™ — Si-OH + Ca®" + OH"
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Estagio 2: liberacdo de silica solivel do material para a solugdo na forma
Si(OH)4, sendo resultado da quebra de ligagbes siloxano (Si—-O-Si) e continua

formacao de grupos silanol:

Si-O-Si + H-OH — Si-OH + OH-Si

Estagio 3: policondensacdo dos grupos silanol formando uma camada porosa

rica em silica na superficie do material:

Si-OH + OH-Si — Si-O-Si + H,0

Estagio 4: aumento da concentracdo de ions na solucdo com o passar do
tempo, ocorrendo posterior formacéo de um filme amorfo, rico em Ca®* e PO,* na
superficie do material, quando o ponto de saturacdo da solucdo é alcancado. A alta
area superficial da camada rica em silica age como uma fonte de sitios para a
nucleacdo heterogénea do filme, que cresce pela incorporacéo de mais fons Ca** e

PO, presentes na solucao;

Estagio 5: formacdo da apatita na superficie do material em consequéncia da
cristalizacdo do filme amorfo, rico em fons Ca* e PO,*, pela incorporacéo dos
anions OH" e COs” presentes na soluc&o.

Outra importancia tecnolégica potencial inerente a esses materiais € a sua
caracteristica porosa, pois pode ser usada para confinar uma variedade de
moléculas para muitos processos quimicos e bioldgicos. Como a rede de silica
mesoporosa apresenta transparéncia Optica no visivel, perto da regido UV, o0s
materiais com grupos funcionais opticamente ativos sdo candidatos promissores
para aplicacdes Opticas incluindo filtros, sensores, lasers, fotocatalise, adsorventes
(BECK; VARTULI, 1996). A obtencdo de materiais incorporados com moléculas de
corantes ou ions luminescentes (KOOLE et al., 2008; ROCHA, L. A., 2010; PARK et
al., 2012) torna-se extremamente interessante para aplicacdes Opticas e fotdnicas.
As propriedades da superficie e os tamanhos das particulas podem permitir a

atuacdo como sensores dentro de células tanto in vitro quanto in vivo (SLOWING et
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al., 2007), além da atuacao em terapia fotodindmica (LEE, J. E. et al., 2011; ZHANG,
Z. et al., 2012; COHEN; SHOUSHAN, 2013). A superficie modificada com estas
moléculas permite o reconhecimento especifico entre as espécies livres e as

imobilizadas, podendo proporcionar informacdes diagndsticas.

Em funcdo de sua capacidade de adsorcdo e biocompatibilidade, a silica
mesoporosa tém sido empregada no desenvolvimento de materiais para reparacao
do tecido Osseo, devido a sua natureza atdxica, ajustavel diametro de poros e
elevada area superficial (ZHAO, L. et al., 2008). Sua porosidade, aliada a area de
superficie alta, permite que essas particulas sejam usadas como dispositivos para
liberacdo de moléculas biologicamente ativas, como farmacos, proteinas e enzimas
(BHARALI et al., 2005; KANG et al., 2009).

Estudos usando silica mesoporosa como adsorvente da gentamicina, um
antibiotico usualmente empregado na traumatologia, mostraram que apés implante
em fémur de ratos este material promoveu integracao éssea, crescimento de tecido
cortical e esponjoso que permitiu que o defeito ésseo fosse restaurado. Além do
mais, o nivel de gentamicina local foi superior a concentracdo inibitéria minima,
sendo sensivel para a maioria dos microrganismos (ARCOS et al.,, 2002, WO
2002102430).

A incorporacdo de albumina bovina (BSA) em particulas de SBA-15 foi
mostrada ser dependente do tamanho dos poros, onde o maximo de proteina
incorporada foi 0,15g de BSA por grama de SBA-15. Ja os ensaios de liberacao
mostraram um comportamento burst, onde aproximadamente 90% de BSA adsorvida
foi liberado no periodo de 24 horas (SONG; HIDAJAT; KAWI, 2005). Utilizando
amostras de SBA-15 como carreador do peptideo osteostatina, que corresponde a
sequéncia (107-111) da porcdo C-terminal da proteina relacionada ao hormdnio
paratireoidiano (PTHrP), foi demonstrado que houve aumento no crescimento celular
e na expressdo de varios produtos osteoblasticos, como fosfatase alcalina em
cultura de células osteoblasticas (LOZANO, et al., 2010). A liberacdo de peptideo
OGP a partir de particulas de silica do tipo SBA-15 mostrou que o perfil de liberacao
€ dependente da concentracdo adsorvida (MENDES et al., 2013). Este fato também
foi confirmado por Luo e seus colaboradores (2015) quando avaliaram o perfil de
liberacdo de um peptideo osteogénico (Bone-Forming Peptide - BFP) derivado da

BMP-7 a partir de particulas de silica mesoporosa.
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As superficies das particulas de silica podem ser modificadas com molélulas
organicas que possuem maior afinidade com farmacos e, consequentemente,
aumentar o periodo de liberacdo. O hidrocloreto de enrofloxacino, uma quinolona de
uso veterinario com ampla atividade antimicrobiana, foi incorporado as particulas de
silica mesoporosa funcionalizadas com diferentes concentragdes de grupos aminos.
Os resultados da liberacdo desse farmaco demonstraram ser dependente da
concentracdo das moléculas funcionalizadoras, sendo que quanto menor, maior foi a
liberacdo do farmaco (LIU et al., 2015); o mesmo foi observado com a liberacdo do
farmaco aspirina, onde as particulas com superficie ndo modificada liberaram em
uma velocidade maior (DATT; EL-MAAZAWI; LARSEN, 2012). Outro dado
interessante é que essas particulas apresentaram toxicidade muito baixa apos o
cultivo com células de rim embrionarias humanas (Human Embryonic Kidney, HEK
293T) e células de feocromocitoma de rato (PC12) por 48 horas (LIU et al., 2015).

A possibilidade de combinar as propriedades de biocompatibilidade e
liberacdo controlada de moléculas € um objetivo muito atrativo que pode ser
compartilhado com juncdo dos cimentos bioceramicos e de silica mesoporosa, e
devido basicamente as suas propriedades texturais extrinsecas, que pode induzir &
bioatividade, juntamente com a op¢ado de preencher 0s poros com agentes
biolégicos, tais como moléculas indutoras, como o peptideo OGP.
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3. OBJ ETIT\/OS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um cimento 0Osseo injetavel,
reabsorvivel e bioativo, com silica mesoporosa e peptideo regulador de fatores de
crescimento 0sseo, para auxiliar a reparacdo Ossea através da formacdo de uma
camada estavel de célcio e fosforo em sua superficie, concomitante com sua

degradacdo e liberacdo das moléculas desse peptideo indutor. Para tanto, visou-se:

1. Sintetizar particulas de silica mesoporosa, com arranjo hexagonal regular e

alinhamento dos poros lineares e uniformes.

2. Preparar cimentos ceramicos injetaveis, a partir de sulfato de célcio, fosfato de
calcio e aluminato de calcio, com ou sem silica mesoporosa, assim como realizar as
analises fisico-quimicas.

3. Sintetizar o peptideo de crescimento osteogénico (Osteogenic Growth Peptide,

OGP) pela Sintese de Peptideos em Fase Sdélida.

4. Analisar a liberacdo controlada do peptideo OGP marcado com 5,6-
carboxifluoresceina por Espectroscopia de Fluorescéncia, apés a confeccdo dos

cimentos, bem como a liberagaol/interagdo com os ions da solucdo de SBF.

5. Realizar analises in vitro dos cimentos, através de culturas de células de ovario

CHO-K1 e em culturas de células de pré-osteoblastos MC3T3-E1.

6. Realizar analises in vivo dos cimentos em defeitos 6sseos de tamanho critico em

calvaria de ratos.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os cimentos foram estudados a partir de trés sistemas ceramicos: a) sulfato

de calcio; b) fosfato de calcio e c¢) aluminato de calcio, todos com adicdo de

particulas de silica mesoporosa e peptideo OGP. A Figura 4 apresenta o fluxograma

mostrando de forma resumida o desenvolvimento do trabalho.

Figura 4. Fluxograma representando resumidamente o trabalho desenvolvido.

Sintese de particulas de silica
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Preparagdo dos cimentos

Caracterizagao:
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Sulfato de calcio (CaS, CaSSi)
Fosfato de calcio (CaP, CaPSi)

Aluminato de calcio (CaAl, CaAlSi)

Caracterizagao:

Tempo, temperatura e pH de cura
Resisténcia a compresséo
SEM e XRD
Bioatividade in vitro
Degradacéo

Injetabilidade

Sintese Peptideo em Fase Sodlida:
OGP e OGP-CF

Purificacdo: HPLC
Caracterizacdo: MS e CD

Estudo da liberacéo do peptideo OGP-CF em SBF:
Monitorado por SF
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Testes in vitro: CHO-K1: XTT, Micronucleo, Cometa

MC3T3-E1: MTT, Cristal violeta, mineralizacdo

Testes in vivo: Procedimento cirurgico; Radiologia;
Processamento histotécnico: Histologia e Histometria

Fonte: Elaborado pela autora
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4.1. Sintese de particulas de silica mesoporosa

As particulas de silica mesoporosa foram preparadas a temperatura ambiente,
a partir de solucdes contendo bloco copolimero como agente direcionador de
estrutura e tetraetilortossilicato Si(OEt), (TEOS) como fonte de silica, no Instituto de
Quimica de Araraquara, 1Q-Unesp. Inicialmente foram dissolvidos 1,5g do
copolimero n&o-ibnico polioxietileno-polioxipropileno-polioxietileno (Pluronic® P123,
BASF) em 50 mL de agua deionizada, ajustando o pH em 1,5 com solucéo de HCI
1,0 mol.L™. Apés dissolucdo completa do tensoativo em temperatura ambiente, o
TEOS foi adicionado, sob agitacdo intensa. A etapa final da condensacéo foi
produzida pela adicdo de solucdo de fluoreto de sédio (2,5mL, NaF 0,25 mol.L™) e
mantido em agitacdo por 24 horas. O produto obtido foi centrifugado por 10 minutos
a aproximadamente 270 rcf, liofilizado e calcinado a uma temperatura de 600°C por

12h, para a completa eliminag&o do agente direcionador de estrutura.

4.1.1. Caracterizacéao
Medidas de porosidade e de superficie especifica (BET)

A area de superficie especifica foi determinada pelo método de BET na razéo
de pressao relativa de 0,05-0,2 e a distribuicdo de tamanho de poros pela relacao
polinomial deduzida do modelo de Broekhoff e Boer (BdB) (PROUZET et al., 1999;
BROEKHOFF; BOER, 1968). Os materiais obtidos foram caracterizados em um
equipamento  Micromeritcs 2010 e 2020 no Instituto de Quimica de
Araraquara/UNESP.

Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

As medidas de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) das amostras
foram realizadas na linha SAXS no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS
Campinas, Brasil), utilizando-se uma fenda assimétrica e monocromador de silicio
(111), com feixe monocromatico (A = 1,488 A) e foco horizontal. A intensidade
espalhada foi coletada com imaging plate localizado a 849,64 mm da amostra. A

distancia corresponde ao intervalo do vetor q de 0,018 a 0,39A-1. Os beam-stoppers
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horizontal e vertical foram usados para absorver o feixe de raios X direto e refletido,
respectivamente. A maioria dos padrbes exibe pico de difragdo simples os quais
foram atribuidos a distancia de correlacdo dos poros. A distancia de correlacdo do
centro de um poro ao outro centro de outro poro é chamada de d-spacing. O efeito

da absorc¢éao foi corrigido para todas as amostras.

Microscopia eletrénica de transmisséao (TEM)

As medidas de TEM foram realizadas em um aparelho Philips CM20, com
tensdo de aceleracdo 200kV, do Instituto de Quimica de Araraquara/UNESP. A
preparacdo da amostra foi realizada por suspensédo em etanol, depositadas e secas

em grades de Cu recobertas por carbono.

4.2. Preparacéo e caracterizacdo dos cimentos
Testes de manipulacédo dos cimentos

O componente sélido dos cimentos foi preparado misturando silica
mesoporosa as ceramicas, na porcentagem de 5% em massa, de acordo com a
Tabela 4. Cada formulacdo, sem ou com silica, foi preparada pela mistura do

componente p6 ao componente liquido, com ajuda de uma espatula, por 3 minutos.

Para a preparacao das pastas, 0s cimentos ceramicos em p6 foram colocados
em uma placa de vidro. O componente liquido foi adaptado para cada cimento com o
intuito de se obter pastas moldaveis. Para tanto, agua, PEG 400 ou dispersao
aguosa de carboximetilcelulose (CMC), na concentragédo de 1% em massa, foram
adicionados aos cimentos de sulfato de célcio (CaS), de fosfato de calcio (CaP) e de
aluminato de calcio (CaAl), respectivamente. A melhor razdo liquido/p6é (L/P) foi
determinada, em mL.g™, sendo a minima necessaria para obter uma massa plastica

manipulavel.
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Tabela 4. Composicao dos cimentos, componente liquido, porcentagem de silica e razéo L/P.

Bioceramica Caédigo Solido Liquido SiO (%m) Razao L/IP
Sulfato de Calcio CaS CaS0,-Hemi Agua Deion - 0.33
Sulfato de Céicio + Silica CasSsSi Agua Deion 5% 0.40
Fosfato de Calcio CaP BTCP-MCPM PEG400/H,0 - 0.33
Fosfato de Calcio + Silica CaPSi PEG400/H,0O 5% 0.40
Aluminato de Calcio CaAl Secar 71 1%m CMC - 0.33
_Aluminato_de Calcio + Silica CaAlSi 1%m CMC 5% 0.40

Fonte: Elaborado pela autora

4.2.1. Caracterizagcéo
Tempo, temperatura e pH de cura

Os cimentos foram colocados em moldes cilindricos e entdo mantidos em
incubadora a 37°C com 100% de umidade e imersos em solucdo de SBF, pH 7,4,
gue possui concentracdo ibnica semelhante a do plasma sanguineo, preparado de
acordo com Kokubo e Takadama (2006; ISO 23:317/2007), até alcancar o tempo
final de cura. O tempo final de cura é o tempo em que a agulha (300g; ® = 1Tmm)
ndo penetra mais que 0,5mm da amostra ou provoca somente marcas em sua
superficie. Assim, o tempo de cura dos cimentos foi medido com o aparato de Vicat,
baseado na American Society for Testing and Materials C187-11 (ASTM, 2011 -
Standard Test Method for Normal Consistency of Hydraulic Cement), no Instituto de
Ceramica y Vidrio de Madrid. Para cada formulacéo, foram realizadas trés repeticbes

e as médias e os desvios foram calculados.

A temperatura do cimento registrada em funcdo do tempo foi determinada
com a ajuda de um aparato adaptado com um termopar, conectado a um sistema de
registro de dados automatico ESA 9800 (Matec Applied Sciences). O sensor foi
inserido dentro da pasta e as medidas foram iniciadas, sendo a temperatura mantida

por um banho termostatico com circulagéo a 37°C.

A anadlise do pH induzido pelas formulagdes dos cimentos foi determinada
pela imersdo dos corpos de prova, logo apos a manipulacdo e moldagem, em

solucdo SBF, pH inicial 7,4, a 37°C, com razdo area de superficie/volume 0,1cm™,
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em frascos de polietileno tampados. Foi utilizado um pHmetro digital HI 8521 Hanna
Instruments e as medidas foram feitas a cada 10 minutos por 24 horas.

Difracdo de Raios X (XRD)

Os raios X sao radiacdes eletromagnéticas que possuem elevadas energias e
curtos comprimentos de onda. Quando um feixe de raios X incide sobre um material
sélido, uma fracdo deste feixe se dispersa, ou se espalha, em todas as direcdes
pelos elétrons associados a cada atomo ou ion que se encontra na trajetéria do
feixe. Assim, essa técnica é amplamente usada para identificagdo da composicéo

cristalina dos materiais.

Apos 24 horas em solugdo SBF, com umidade controlada, a 37°C, o cimento
foi lavado com acetona, para parar o processo de hidratacdo, seco a 60°C e levado
a um moinho de bolas Retsch por 2 minutos. Os difratogramas foram obtidos usando
um Difratbmetro de Raios X Bruker modelo D8 Advance, com um filtro de niquel e
sob radiacdo de Cu (Ka) a 40 kV e a 30 mA, com varredura angular entre 10° a 70°
com passo de 0,02 s (208) e tempo de aquisigdo de contagem de 3 segundos para
cada amostra, do Instituto de Ceramica y Vidrio de Madrid. As amostras foram
fixadas sobre um suporte de vidro. A identificacdo das fases presentes nos materiais
foi realizada comparando-se os dados obtidos com as fichas cristalograficas padrdes
da base de dados ICDD — PDF-2 (International Centre for Diffraction Data — Power
Diffraction File-2).

Medidas de Resisténcia a Compressao

Para a determinacdo da resisténcia a compressdo, as pastas de cada
formulacdo foram transferidas para moldes cilindricos. O molde foi confeccionado
em Teflon contendo cavidades cilindricas de 6mm de didmetro e 12mm de altura,
seguindo as orientacbes da norma ASTM F451 (2012 - Standard specification for
acrylic bone cement). Antes do preenchimento com a pasta, as cavidades foram
levemente lubrificadas com silicone para facilitar a remocao dos corpos de prova do

molde.
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Os corpos de prova foram fabricados pela manipulagdo do cimento em placa
de vidro e preenchimento do molde com ajuda de uma espétula de acgo inoxidavel. A
correcdo do paralelismo das duas faces do molde foi feita através de um leve
desgaste com a espatula metalica (Figura 5). Em seguida os corpos de prova foram
desmoldados e aqueles que apresentavam defeitos visiveis, como bolhas e rupturas,

foram descartados.

A resisténcia a compresséao foi avaliada antes e depois de imersas por 24
horas e 7 dias em solucdo SBF. Para todas as formulacdes foram realizadas seis
repeticbes usando uma maquina universal de ensaios Instron modelo 4443, do
Instituto de Ceramica y Vidrio de Madrid, com célula de carga 500N, a uma
velocidade de Imm.min™. A resisténcia & compressdo foi calculada através da
equacao (1):

S = F";ax eq.(1)

em que Fma representa a carga maxima de ruptura na curva de carga-

deformacédo e A é a area da seccao transversal de cada espécime.

Figura 5. Conformacéo dos corpos-de-prova: preenchimento dos moldes, correcédo das faces e
selecdo para os testes de resisténcia a compresséo daqueles que ndo apresentavam defeitos
visiveis.

Fonte: Elaborado pela autora



Materiais e Métodos

69

Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM)

A microscopia eletrbnica de varredura € uma técnica de caracterizagdo muito
usada para andlise micro estrutural de materiais soOlidos até a escala
submicrométrica. A SEM pode ser usado para obter imagens da superficie dos
materiais ou da superficie da fratura de materiais porosos, e ainda obter a

composicao quimica pela combinacdo com EDX.

As amostras provenientes dos ensaios de resisténcia mecanica foram
mantidas na estufa a 60°C, onde apls se tornarem secas, as fraturas foram
analisadas por microscopia eletronica de varredura (SEM). As medidas de SEM
foram realizadas em um microscopio eletrénico de varredura Hitachi modelo S-4700
com resolucdo de 1,5nm a 15kV, com variacdo na voltagem de aceleracdo de 0,5 a
30kV, acoplado a uma microsonda para espectrometria de energia dispersiva de
raios-X (EDS) Noran e software System Six para as amostras do cimento CasS, e
microscopio eletrébnico de varredura Hitachi modelo TM-1000, com voltagem de
aceleracdo a 16V, para as amostras dos cimentos CaP e CaAl, ambos pertencentes
ao Instituto de Ceramica y Vidrio, Madrid. As amostras foram colocadas em um porta
amostra e submetidas ao processo de metalizacdo com prata, de aproximadamente

10 nm, para se promover uma superficie condutora.

Densidade e Porosidade Aparente

A densidade aparente e a porosidade aberta das amostras foram avaliadas
pelo método de imersdo, de acordo com a ASTM C20 (2010 - Standard Test
Methods for Apparent Porosity, Water Absorption, Apparent Specific Gravity, and
Bulk Density of Burned Refractory Brick and Shapes by Boiling Water). Este método
se utiliza do Principio de Arguimedes, baseado na medida do empuxo que sofre um
corpo quando submerso em um liquido, de acordo com as equacdes 3 e 4:

_ mi eq.(2)
o~ (i e

_ (M T ™ eq.(3)
p (ms—mz) x pH,0
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onde m; € 0 peso da amostra seca, m; € 0 peso da amostra submersa, mz € 0 peso

da amostra Umida e pu2o € a densidade da agua.

Foram utilizados seis corpos de prova conformados e agua deionizada como
liquido de flotacdo, onde para as medidas de massa imersa e Umida foi necessario
que 0S corpos permanecessem imersos em agua deionizada por um periodo de 4
horas. A massa seca foi determinada ap0s a secagem destes por um periodo de 24

horas em estufa a 100°C.

Injetabilidade

Esta metodologia foi baseada na quantificacdo das massas residuais de
cimento retidas na seringa apés a aplicacdo de uma for¢ca padrdo, num periodo de
tempo de injecdo pré-estabelecido (4 a 30 minutos). Foram utilizadas seringas com
capacidade de 5ml com abertura de saida de 2.0mm de diametro (BD Plastipak™).
Dois gramas de cimento foram preparados e colocados dentro da seringa e mantidos
em estufa a 37°C por periodos pré-determinados. Todas as seringas foram pesadas
vazias e preenchidas com o cimento. As pastas foram extrudadas da seringa
utilizando uma maquina de ensaios mecanicos universal ISTRON modelo 4443, com
uma velocidade de compressdo de 15mm.min™® e o processo de extrusdo era

finalizado quando se alcancava a forca maxima de 100N (Figura 6).

Entéo, foi medido a massa das seringas apés a extrusao e a injetabilidade foi
calculada usando a Equacéo 4, onde | é a injetabilidade, mi e mf sdo a massa inicial
e final da extrusdo, respectivamente. Cada teste foi repetido por trés vezes e os

resultados apresentam a média dos valores obtidos.

mi —mf 0
[ =— X 100% eq.(4)
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Figura 6. Imagem e representacéo esquematica do aparato experimental utilizado para quantificar a
injetabilidade dos cimentos.
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Fonte: Elaborado pela autora e adaptado de Ginebra et al. (2001)

Bioatividade e Degradacgéo in vitro em solucao SBF

A bioatividade é definida como a capacidade de um material em provocar uma
resposta bioldgica especifica na interface do material que resulta na formacédo de
uma adesdo entre os tecidos e o material (KOKUBO; TAKADAMA, 2006). Uma
caracteristica comum dos implantes bioativos é a formacdo de uma camada de
hidroxiapatita (HA) na superficie. A HA é equivalente, em composicao e estrutura, a
fase mineral do o0sso. A interface entre o implante bioativo e 0 0sso € proximo do que

ocorre naturalmente entre 0ssos, tenddes e ligamentos (HENCH; WILSON, 1993).

Kokubo e seus colaboradores (1990) desenvolveram uma solugéo que tem a
composi¢cdo quimica e pH proximo as concentracfes do plasma, onde os testes in
vitro podem ser realizados através da imersdo das amostras nesta solucéo,
conhecida como Simulated Body Fluid (SBF). Essa solugcdo passou por algumas
corregoes, e pelos resultados obtidos em dez institutos diferentes, a solugdao SBF
corrigida (Tabela 5) foi proposta e aprovada em junho de 2007 pela Organizagéo
Internacional de Normalizag&o (International Organization for Standardization — ISO)
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como a solugéo indicada para se avaliar in vitro a capacidade de formacao de HA na
superficie de materiais destinados a implantes (norma ISO 23317: 2007).

Tabela 5. Concentracao idnica do plasma sanguineo humano e da solugcdo SBF.

Concentragao Iénica (mM)

Na* | K* | ca* | mg>* | cI | HCo, | HPO | so2

SBF 1420 (| 50 25 1,5 147.8 472 1,0 0.5

Plasma Humano | 142,0 | 5,0 25 1,5 103,0 | 27,0 1,0 0,5

Fonte: Elaborado pela autora

A bioatividade das diferentes formulacdes de cimento foi avaliada através da
imersdo dos corpos de prova (15mm x 2,4mm), previamente imersos por 24 horas
em solucdo de SBF a 37°C por um periodo de 7 e 14 dias, onde a razéo area de
superficie/volume foi 0,1cm™ (KOKUBO; TAKADAMA, 2006; I1SO 23:317/2007) e a
solucéo foi renovada todos os dias (YU et al.,, 2013). Apds esses periodos, as
amostras foram secas a temperatura ambiente e a superficie das amostras foi
analisada por microscopia eletrbnica de varredura, utilizando uma microscoépio
Hitachi modelo S-4700 com resolu¢édo de 1,5nm a 15kV, com variacdo na voltagem
de aceleracédo de 0,5 a 30kV, acoplado a uma microsonda para espectrometria de
energia dispersiva de raios-X (EDS) Noran e software System Six, pertencente ao
Instituto de Ceramica y Vidrio, Madrid, para as amostras CaS e CaP. Para as
amostras dos cimentos CaAl, foi utilizado um microscopio FEI Magellan 400 L com
feixe de elétrons emitidos via FEG (Field Emission Gun), do Laboratorio de
Caracterizacdo Estrutural — LCE/ DEMa/ UFSCar. As superficies foram
caracterizadas por EDS para analises qualitativas e semi-quantitativas simultaneas
através de microanalise pontual por dispersédo de energia de raios X com correcao
ZAF que considera a influéncia do numero atdémico (Z), a absorcao do detector (A) e

a fluorescéncia de raios X induzida na amostra (F).

A solucdo a ser substituida foi coletada e seu pH foi medido usando um
pHmetro digital Hanna Instruments modelo HI 8521 e este processo foi repetido

todos os dias.
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Para avaliar a liberacdo-interacdo das amostras com os ions da solucdo, o
volume substituido foi analisado via Espectrometria de Massa com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP), para avaliar as varia¢cdes has concentracoes dos ions
calcio, fosfato e silicio na solucdo. As andlises foram realizadas em espectrometro
THERMO JARREL ASH modelo IRIS Advantage, com sistema de visualizacao dual,
uma fonte de radiofrequéncia de 40, 68MHz, rede de difragéo tipo Echelle e detector

de estado sélido de transferéncia de carga (CID).

Para a avaliacdo da degradacdo in vitro, as amostras secas foram pesadas e
imersas em solucdo SBF a 37°C por até 28 dias, mantendo a mesma razdo area de
superficie/volume do ensaio anterior. A solucdo foi renovada todos os dias. Para
cada periodo de tempo, as amostras foram removidas da imersao, lavadas com
agua deionizada e secas a 60°C por 24 horas e a degradacédo foi calculada pela
equacao 5, onde D é a taxa de degradacdo, Mi e Mf sdo as massas das amostras
secas inicial e depois da imerséo, respectivamente. Os valores representam a média

de trés testes realizados para cada amostra.

p= M- M 100%
7 e eq.(5)

4.3. Sintese do peptideo OGP e OGP-CF em Fase Sdélida

Para a obtencdo da sequéncia peptidica estudada neste trabalho empregou-
se um meétodo de sintese quimica conhecido como Sintese de Peptideos em Fase
Solida (SPFS), devido ao fato de que o grupo a-carboxilico do aminoacido C-
terminal encontra-se covalentemente ligado a um suporte polimérico ou resina
(MERRIFIELD, 1984).

Empregou-se o protocolo de sintese Fmoc, que utiliza o grupamento base-
labil 9-fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc) como protetor dos a-amino grupos, e
derivados t-butilicos (t-Bu) para a protecdo da maioria das cadeias laterais de
residuos de aminoacidos trifuncionais (FIELDS; NOBILE, 1999; CHAN; WHITE,
2000). Partiu-se de resina Fmoc-Gly-Wang (grau de substituicdo de 0,55 mmol.g™,
Novabiochem) e como agentes de condensacdo foram  utilizados
diisopropilcarbodiimida (DIC) e hidroxibenzotriazol (HOBt), que ativam o0 grupo

carboxilico de um aminoacido, o qual sofre ataque nucleofilico do grupo a-amino de
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outro amino&cido ou do aminoacido N-terminal de um fragmento peptidico ligado a
resina, resultando deste modo na formacao de uma ligacdo amida ou peptidica entre

eles.

Na etapa de condensacdo de cada aminoacido, foi utilizado um excesso
molar, em relagdo ao grau de substituicdo inicial de 3 equivalentes para cada Fmoc-
aminoécido e 3 equivalentes para DIC e HOBt, em uma mistura de diclorometano
(DCM) e dimetilformamida (DMF) na razdo 1:1. Na desprotegcdao dos grupos a-
aminicos (remocédo do grupo Fmoc), foi empregada uma solucdo de piperidina 20%
(v/v) em DMF. A eficiéncia das etapas de condensacéo foi monitorada pelo teste de
Kaiser (KAISER et al., 1970). Apés os acoplamentos dos residuos de aminoéacidos, a
massa total de peptidil-resina foi dividida em duas partes, onde uma delas foi

utilizada para o acoplamento da carboxifluoresceina (CF).

A clivagem final do peptideo e a desprotecdo dos grupos protetores das
cadeias laterais foi efetuada utilizando uma solucdo de clivagem (95% &cido
trifluoracético, TFA, 2,5% triisopropilsilano, Tis, e 2,5% &agua deionizada), na razao
1mL:100 mg de peptidil-resina, a 25°C por 2 horas. O peptideo bruto OGP foi
precipitado e lavado com éter etilico gelado e centrifugado.

Apos o procedimento de clivagem foi realizada a extracdo com acido acético
10% em sistemas de seringas de polipropileno de 5 mL, equipadas com um filtro de
polietileno poroso acopladas a um sistema de vacuo com frasco coletor para o
peptideo extraido. A solucdo final de extracdo foi liofilizada, para obtencdo do

material bruto.

Para realizar os experimentos envolvendo o peptideo OGP e Espectroscopia
de Fluorescéncia foi necessario acoplar a sequéncia de aminoacidos uma molécula
capaz de se excitar pela absorcdo de radiagdo UV-Vis, devido a auséncia de
fluorescéncia intrinseca na sequéncia do OGP. Para tanto, foi escolhida a molécula
5,6-carboxifluoresceina (CF, Sigma®), para que fosse acoplada ao término da

sintese com os mesmos padrdes de acoplamento para os aminoacidos.

A sintese do peptideo OGP marcado com CF foi desenvolvida pela
metodologia da fase solida nos mesmos moldes que a sintese descrita
anteriormente, utilizando DIC/HOBt como agentes de condensacdo, com um

excesso molar em relacdo ao grau de substituicdo da peptidil-resina (0,16 mmol.g™)
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de cinco equivalentes para cada reagente em uma mistura de DMF/DCM 9:1; a
reacdo de acoplamento ocorreu a temperatura ambiente por 2 horas. A clivagem
final do CF-OGP da respectiva resina e a desprotecdo dos grupos protetores das
cadeias laterais foi efetuada com uma solucdo contendo 95% TFA, 2,5% Tis e 2,5%

agua deionizada por 2 horas.

O peptideo bruto OGP-CF foi precipitado e lavado com éter etilico gelado e
extraido empregando uma mistura de acetonitrila e agua deionizada (1:1). As
sequéncias obtidas foram purificadas utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC) e caracterizadas por meio de Espectrometria de Massas (MS) e

Dicroismo Circular (CD).

4.3.1. Purificacéao
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Os produtos isolados foram analisados e purificados por HPLC na escala
analitica e semi-preparativa, respectivamente, no Laboratorio de Sintese de
Peptideos do Instituto de Quimica de Araraquara. Primeiro, o material bruto foi
analisado em um cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia analitico Shimadzu LC-
10A/C-47A equipado com trés bombas LC 10AT e injetor automatico SIL 10AF, com
uma coluna Cig em fase reversa (Kromasil, 150 x 4,6 mm; d = 5 pm; 300 A). Nesta
analise foram utilizados solventes A (dgua ultrapura contendo 0,045% de TFA) e B
(acetonitrila, Panreac, contendo 0,036% de TFA) empregando um gradiente de 5 a

95% de B em 30 minutos com fluxo de 1,0 ml.min™*, com detecc&o em 220 nm.

ApoOs analise, o peptideo bruto foi purificado em modo semi-preparativo
utilizando um Cromatografo System Gold BECKMAN, com coluna Cig de fase
reversa (Kromasil, 250 x 21,20 mm; d =5 um; 100 A). Foram utilizados os solventes
A e B empregando um gradiente ajustado de acordo ao perfil e ao pico de eluicéo
obtidos no cromatograma analitico, que foi de 15 a 60% de B em 120 minutos com
fluxo de 5 ml.min™ para o peptideo OGP e 20 a 60% de B em 120 minutos com fluxo

de 3 ml.min™ para o peptideo OGP-CF, com deteccdo em 220 nm.
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4.3.2. Caracterizagéo
Espectrometria de massas (MS)

Andlises das massas dos peptideos foram realizadas por injecao direta em
um Espectrbmetro de Massas ESI-MS (Eletrospray lonization) LC-ESI-MS
constituido por um UFLC Shimadzu composto por duas bombas LC 20AD, detector
UV-visivel modelo SPD 20A, injetor automatico modelo SIL 20AHT e um
espectrometro de massas Bruker modelo Amazon SL, no Laboratério de Sintese de
Peptideos do Instituto de Quimica de Araraquara. A técnica baseia-se em um
analisador ion trap que ioniza a amostra utilizando um eletrospray, obtendo-se ao
final um espectro com picos na qual € possivel determinar a razdo massa

molecular/carga (m/z).

Dicroismo Circular (CD)

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) € um método em biologia
estrutural que vem sendo usado desde 1960 para examinar estruturas secundarias
de proteinas e peptideos em solucdo (WHITMORE; WALLACE, 2007).

A estrutura do peptideo foi analisada por Espectroscopia de Dicroismo
Circular, em solucdo tamp&o 10mmol.L™ Tris-HCI, pH 7,5, com concentracéo de
OGP em 80umol.L™" em temperatura ambiente. As medidas foram realizadas em um
espectrofotometro Jasco modelo CD J-815, pertence ao Instituto de Quimica de
Araraquara, em cubeta de quartzo com aproximadamente 300uL de volume e
caminho o6ptico de 1 mm. Os espectros foram registrados com acumulo de 10
varreduras de 190 a 280 nm, onde foi realizado um branco (solu¢do tampao Tris.HCI
10 mmol.LY) para cada medida, o qual apresentou sinal desprezivel, sendo

subtraido mesmo assim de todas as curvas.
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4.4. Incorporacdo do peptideo CF-OGP nas particulas de silica

mesoporosa

Para a incorporacao do peptideo CF-OGP na superficie porosa das particulas
de silica, 5mg do sdlido poroso foi adicionado a uma solugdo de CF-OGP com
concentracéo de 2,0x10°mol.L™* e mantido por 30 minutos sob agitacéo lenta, onde
de acordo com Mendes et al. (2013) esse é o tempo necessario para a adsorcéo de
CF-OGP se tornar constante. Para analise da eficiéncia de incorporacdo, foram
realizadas medidas da solucdo de CF-OGP antes e depois de 30 minutos em
contato com as particulas porosas em um Espectrofotdmetro de Fluorescéncia (FS)
Varian modelo Cary Eclipse, pertencente ao Laboratério de Sintese de Peptideos do
Instituto de Quimica de Araraguara, com Age em 492nm e Aen em 520nm,
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo, respectivamente, referentes a

carboxifluoresceina.

4.5. Estudo da liberacdo de CF-OGP em solucédo de SBF a partir dos

cimentos

Apés as amostras de silica carregadas de CF-OGP se tornaram totalmente
secas, foram utilizadas para o preparo dos cimentos e consequente analise da
liberacdo do peptideo em solucdo de SBF. O perfil de liberacdo foi obtido pela
imersdo desses cimentos em um porta amostra adaptado, com 8mm x 2mm, e
envolto por membrana de didlise com 2mL suspendido em 30 mL de solucdo SBF
pH 7,4, a temperatura de 37°C (Figura 7). As aquisicdes dos dados da quantidade
de peptideo liberada foram realizadas em um sistema fechado acoplado a um
Espectrofotdbmetro de Fluorescéncia VARIAN modelo Cary Eclipse, com Age €m
492nm e Aem em 520nm, por meio de mangueiras de silicone ajustadas a uma
cubeta de fluxo de 450uL (Hellma QS 10 x 4mm, Figura 7), sendo todo o fluxo
mantido por uma bomba peristaltica GILSON modelo Miniplus® 3 com 1 canal,
durante as primeiras 24 horas (Figura 8). Apos esse periodo, a solucao foi analisada
a cada 24 horas até um final de 7 dias de forma pontual, onde todo o volume foi
substituido por solucéo padréo nova depois de cada leitura, a fim de evitar limitacdes

da taxa de liberacdo por limitacbes de difusdo externas, e manteve-se agitacédo
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continua em 100rpm, durante os ensaios de liberagdo. Os resultados foram
analisados considerando a porcentagem do peptideo CF-OGP liberado em funcao
do tempo e 0 modelo matematico de Higuchi foi aplicado para determinar a cinética
de liberacdo do peptideo CF-OGP.

Figura 7. Imagens dos aparatos experimentais utilizados na liberacdo do peptideo CF-OGP através
da Espectroscopia de Fluorescéncia.

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 8. Imagem esquemaética do sistema fechado para obten¢&o dos dados da liberacdo do
peptideo CF-OGP por Espectroscopia de Fluorescéncia.

Fonte: Elaborado pela autora
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4.6. Testes in vitro — Cultura celular CHO-K1
Preparacdo dos cimentos

O componente sélido dos cimentos foi preparado misturando silica
mesoporosa as ceramicas, na porcentagem de 5%m. Cada formulacédo, sem ou com
peptideo OGP, foi preparada pela mistura do componente pé ao componente liquido
(Tabela 4), com ajuda de uma espatula, por 3 minutos. As pastas foram transferidas
para seringas e extrudadas em tubos de centrifuga para o preparo dos extratos.

Preparo dos meios de cultura condicionados

O componente p6é de cada material foi previamente esterilizado com radiacéo
gama a 15 kGy (Empresa Brasileira de Radiagcbes — EMBRARAD, Cotia, SP) e as
pastas foram manipuladas dentro do fluxo laminar para evitar qualquer
contaminacdo. A pasta obtida foi injetada em tubo de centrifuga de 50mL, onde foi
adicionado o meio de cultura HAM-F10:D-MEN (1:1) com auséncia de soro fetal
bovino e mantido a 37°C por 24 horas para o teste de citotoxicidade e 72 horas para
os testes de mutagenicidade e genotoxicidade, sob agitacdo a 133 rpm em estufa
incubadora tipo Shaker New Brunswick Scientific modelo Excella E24 Incubator
Shaker Series, sendo considerado a razdo pé/meio de cultura, 0,2mg.mL™. Apés o
tempo de contato com os cimentos, 0 meio de cultura foi separado, centrifugado a
956 rcf, por 10 minutos e filtrado em filtro de acetato de celulose para seringa estéril,
com poro 0,22 pm, considerado extrato original ou 100% (C1), preparando-se

diluicbes seriadas (Tabela 6) em meio de cultura HAM-F10:D-MEN estéril.

Cultura Celular

Para os testes subsequentes foram utilizadas células de ovario de hamster
chinés (CHO-K1) com o objetivo de se fazer uma primeira triagem dos cimentos
desenvolvidos. Estes testes foram realizados na Faculdade de Odontologia de
Araraquara, FOAr-Unesp, segundo a norma ISO 10993-5 (2012 - Biological

evaluation of medical devices — Part5: Tests for cytotoxicity: in vitro methods). A
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CHO-K1 foi cultivada e replicada até atingir a terceira passagem em meio de cultura
HAM-F10:D-MEN (1:1), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e
mantida em estufa de cultura celular a 37°C, sob uma atmosfera de 5% de CO,. Os
testes de citotoxicidade (XTT) e genotoxicidade (Teste Cometa) foram realizados em
placas de cultivo celular e o teste de mutagenicidade, em frasco de cultivo celular.
Em todos os testes foram feitas trés repeticbes independentes e cada tratamento

(além do controle negativo e do controle positivo) foi realizado em triplicata.

Tabela 6. Divisdo dos grupos experimentais de acordo com as concentracdes dos extratos

para ensaio em cultura celular.

Grupos Concentracoes (cimento/meio de cultura)
C1 0,2 g.mL"
Cc2 0,02 g.mL"
C3 0,002 g.mL""
C4 0,0002 g.mL""

Fonte: Elaborado pela autora

Ensaio de Citotoxicidade (XTT)

Esse teste é baseado na clivagem do sal tetrazolium (sodium 3’-
[1(phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro) benzene sulfonic
acid hydrate)) para formar um corante formazan alaranjado por células
metabolicamente ativas devido a atividade de desidrogenases mitocondriais. Desta
forma, a quantidade de células viaveis correlaciona-se diretamente com a
quantidade de formazan formado, que é sollvel em solu¢gbes aquosas e pode ser

quantificado por espectrofotometria na regido do ultravioleta visivel (UV-Vis).

As células foram semeadas (2,0x10* células) em placas de 24 pocos em um
volume de 1mL de meio HAM-F10:D-MEM (1:1) suplementado com 10% de SFB e
incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO,. O meio de cultura foi aspirado de cada
poco e substituido por 1mL do extrato original e suas diluicdes, e mantido por 24

horas. O cloridrato de doxorrubicina foi utilizado na concentracéo de 3,0 pg.mL™ por



Materiais e Métodos

81

24 horas como controle positivo (CP) e somente o meio de cultura (sem a acéo de
qualquer tratamento), como Controle Negativo (CN).

Apoés o tempo de tratamento, as células foram lavadas com 250 uL de PBS
1x, e com a camara de fluxo laminar com a luz apagada, foi colocado em cada poco
1,0 mL de meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEN) sem fenol vermelho
com 60 pL da solugdo XTT/electron (Kit-XTT, Roche Molecular Biochemicals,
Mannhein, Germany) na proporcéo de 5000 pL:100 pL por poco, deixando a 37°C na
estufa por 3 horas. Em seguida, o meio de cultura foi transferido para uma placa de
96 pocos, respeitando a mesma distribuicdo que apresentava na placa de cultura.
Foi realizada a leitura colorimétrica em um espectofotbmetro VersaMax modelo
Molecular Devices. A absorbancia foi medida no comprimento de onda em 492 nm,
sendo que a intensidade de absorcao foi considerada proporcional ao nimero de

células viaveis em cada tratamento.

Ensaio de Sobrevivéncia Clonogénica

O Ensaio da Sobrevivéncia Clonogénica foi estabelecido h4 quase 60 anos
(PUCK; MARCUS, 1956) e permite a avaliacdo das diferencas na viabilidade
reprodutiva, ou seja, a capacidade das células em produzir descendentes e formar

colbnias, entre as células do controle e as células que sofreram algum tratamento.

Para a realizacdo do ensaio foram semeadas 5,0x10* células CHO-K1 em 1
mL de meio HAM-F10:DMEM na proporcéo 1:1 suplementado com 10% de SFB e
incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO, por 24 horas. ApOs esse periodo, 0
extrato original e suas diluicbes foram colocados em contato com as células por mais
24 horas. Cada poco recebeu posteriormente uma suplementacéo de 100uL de SFB,
com excec&o do controle positivo (cloridrato de doxorrubicina, 0,3pg.mL™). Todos os

tratamentos, os CN e CP foram realizados em triplicata.

Ao final do periodo de tratamento, os extratos e o meio de cultura foram
removidos de cada poco, lavados com 1mL de PBS 1x e as células foram
desprendidas por tripsinizacdo e transferidas para camara de Neubauer. Para esse
ensaio, 150 células foram semeadas em cada frasco de cultivo celular de 25 cm?

com 5mL de meio de cultura suplementado com 10% de SFB, além dos controles
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negativos e positivos. Apos 7 dias de cultivo, as células foram lavadas com PBS 1x
e as células fixadas com uma solucdo composta por metanol:acido acético:agua
destilada (1:1:8), por 30 minutos. As colbnias foram coradas com 5mL de corante
Giemsa diluido em solucdo tampdo fosfato (Na,HPO, 0,06mol.L* e KH,PO,
0,06mol.L* — pH 6,8) na proporcdo de 1:20, por 20 minutos. As células foram
lavadas com agua destilada, para remover o excesso de corante e as colénias foram
contadas com auxilio de lupa (aumento 16x). O numero de colbnias no grupo
controle negativo foi considerado 100%. A partir desse parametro, foram realizados
os célculos das fragBes de sobrevivéncia (FS), de acordo com a Equacéo (6), onde
ct € o numero de colonias em cada tratamento e cn, colbnias encontradas no
controle negativo.

ct eq.(6)

F§ =—x100
cn

Ensaio de Mutagenicidade — Teste Micronucleo

O micronucleo (MN) € um nucleo acessorio, originado a partir de fragmentos
de cromossomo ou de cromossomos inteiros que nao sao incluidos no ndcleo
principal durante a mitose e surgem por alteracdes genéticas espontaneas ou sao
induzidos por agentes genotdxicos, por isso tem sido utilizado como uma ferramenta
na avaliacao de biomateriais (CHAUVEL-LEBRET et al., 2001).

O teste micronucleo foi realizado de acordo com uma adaptacdo da
metodologia descrita por Fenech (2000). A partir do terceiro subcultivo celular,
37x10* células foram subcultivadas em garrafas de 25 cm?, contendo 5mL de meio
de cultura HAM-F10:DMEM (1:1), sendo uma garrafa para cada material. O
tratamento com os extratos originais e as diluigcdes foi realizado por 24 horas, além
do controle negativo. O controle positivo utilizado foi o cloridrato de doxorrubicina
(0,15pg.mL™Y). Foram adicionados 25uL de citocalasina B (Img.mL™?) em cada
garrafa por 24 horas, para interromper a citocinese.

Apds esse periodo, as células foram lavadas, tripsinizadas, e o contetudo das
garrafas foi centrifugado em tubo de centrifuga de 15mL por 7 minutos. O pellet de

células foi ressuspendido em solucdo hipoténica KCI 0,3% por 5 minutos. Essa
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suspensao celular foi centrifugada novamente e ressuspensa em 3 mL de solucao
fixadora com metanol: acido acético (3:1) juntamente com 200uL de formol 1% e
cuidadosamente homogeneizado com uma pipeta tipo Pasteur. Apds nova
centrifugacéo, foi desprezado o sobrenadante e a suspenséo gotejada em 2 laminas
previamente limpas em metanol e mantidas em agua destilada gelada. As laminas
foram coradas com solugdo Giemsa 3% diluida em solucdo tampé&o fosfato por 7

minutos, lavadas em agua destilada e secas, a temperatura ambiente.

Para a determinacdo de indice de divisdo nuclear (IDN), 500 células viaveis
com citoplasma bem preservado com 1 a 4 nucleos (Figura 5a) foram contadas por
lamina codificada com o auxilio de um microscopio 6ptico Leica modelo DM500. O
IDN foi calculado de acordo com Eastmond e Tucker (1989) através da equacéao (7),
onde M1 a M4 é o numero de células com 1, 2, 3, 4 nlcleos, respectivamente; n € o

numero total de células viaveis.

[M1+2(M2)+3(M3)+4(M4)]

: eq(7)

IDN =

Além disso, 1000 células binucleadas foram analisadas quanto a frequéncia
de micronacleos (FBMN) (TOLBERT; SHY; ALLEN, 1992; FENECH, 2000),
obedecendo aos seguintes critérios: estrutura da cromatina similar e intensidade de
cor semelhante a do nucleo principal; borda evidente, sugerindo membrana nuclear;
ter formato arredondado; localizacdo intracitoplasmatica; diametro menor do que 1/5
do ndcleo principal. Além disso, foi analisado a frequéncia de pontes

nucleoplasmaticas e brotos nucleares (Figura 9).
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Figura 9. Tipos celulares analisados no Teste do Microntcleo. (A) Células com 1 a 4 ntcleos,
respectivamente; (B) Célula binucleada com micronucleo, ponte nucleoplasmatica e broto nuclear,
respectivamente, indicados por setas.
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Fonte: Elaborado pela autora
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Ensaio de Genotoxicidade — Teste Cometa

O principio do Teste Cometa ou eletroforese em gel de ndcleo individual
(SCGE - Single-Cell Gel Eletrophoresis) esta fundamentado na capacidade de
fragmentos de DNA desnaturados ou clivados migrarem para exterior da célula sob a
influéncia de uma corrente elétrica, onde o DNA integro migra mais lentamente e
permanece dentro dos limites do nucleo (MONTALDI, 2009).

Para esse ensaio, foi utilizada a versdo alcalina segundo a metodologia
descrita por Singh e colaboradores (1988). Para tanto, a quantidade de 27x10°
células foram semeadas em 1mL de meio HAM-F10:DMEM (1:1) suplementado com
10% de SFB e incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO,. Os tratamentos foram
realizados por 24 horas da mesma forma que os ensaios anteriores. O Controle
Positivo constou de solucdo de peréxido de hidrogénio 80pmol.L™* por 5 minutos. Ao
final do tratamento, os poc¢os de cultivo celular com os extratos foram lavados em
1mL de PBS 1x. Em seguida, as células foram desprendidas por tripsinizacéo,
sendo transferidas 500uL da suspensao celular para um microtubo para
centrifugacédo. O sobrenadante foi desprezado e o centrifugado foi homogeneizado

com 0,5% de agarose de baixo ponto de fusdo em volume suficiente para 200pL,
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que foi igualmente dividido e aplicado em 2 laminas histologicas pré-gelificadas com
1,5% de agarose com ponto de fusdo normal. Em seguida, foram cobertas com
laminulas e deixadas na geladeira por 10 minutos, quando apés cuidadosa retirada
da laminula, as laminas foram imersas em uma solucao de lise por pelo menos 12
horas protegidas da luz em geladeira. Posteriormente, as laminas ficaram imersas
em tampéo de eletroforese alcalino (pH 13,0) por 20 minutos para desnaturacao do
DNA, para entdo ser realizada corrida em eletroforese a 43V e 308 mA por 25
minutos. Ao final, as laminas foram transferidas para uma recipiente contendo
tampao de neutralizagéo (solugéo Tris-HCI, pH 7,5) por 15 minutos, protegidas da
luz em geladeira. As laminas foram secas a temperatura ambiente, e entéo, fixadas
em etanol absoluto. Para a coloracdo do material, foram adicionados 30uL de
solucéo de brometo de etidio (0,2 mol.L™") sobre a |amina, sendo esta coberta por

uma laminula.

A analise foi feita em microscépio de fluorescéncia Leica modelo DMLB, filtro
516-560, em aumento de 40x, pertencente ao Departamento de Morfologia da
Faculdade de Odontologia de Araraquara, FOAr-Unesp. Foram analisados 450
nucleoides por tratamento, sendo observadas as células com contorno circular (sem
danos) ou em forma de “cometa”, no qual a extensao da cauda esta relacionada a
distancia de migracdo dos fragmentos de DNA, seguida de captura de imagem
digital por uma camera Leica modelo DC 300F. As imagens dos nucledides foram
classificadas nas seguintes categorias apresentadas na Figura 10, permitindo a

obtencao do indice de Danos no DNA (IDD) de acordo com Equac&o (8).

[(COX0)+(C1x1)+(C2x2)+(C3x3)+(C4x4)]

IDD = ~ eq.(8)
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Figura 10. Classificacéo de danos celular. 0 (sem danos, <5%); 1 (baixo nivel de danos, 5-20%); 2
(médio nivel de danos, 20-40%); 3 (alto nivel de danos, 40-95%); 4 (dano total, >95%).

0 1 2 3 R

Fonte: KOBAYASHI, H. et al. (1995).

As imagens obtidas pelo microscopio de fluorescéncia foram analisadas pelo
software Comet Score, obtendo-se a porcentagem de DNA na cauda, que
corresponde a quantidade de DNA fragmentado, e do Tail moment, que permite
relacionar a quantidade de DNA fragmentado com a distancia que os fragmentos
migraram durante a eletroforese (Figura 11; MOLLER, 2005).

Figura 11. Tipica célula “cometa” mostrando os parametros de andlise: cabega e cauda.

Célula

Fonte: Adaptado de SASKA et al. (2015).

4.7. Testes in vitro — Cultura celular MC3T3-E1
Preparagéo dos cimentos

O componente sélido dos cimentos foi preparado misturando silica
mesoporosa as ceramicas, na porcentagem de 5% em massa. Cada formulacéo,
sem ou com peptideo OGP, foi preparada pela mistura do componente pé ao
componente liquido (Tabela 4), com ajuda de uma espatula, por 3 minutos. As
pastas foram transferidas para seringas e extrudadas em tubos de centrifuga para o

preparo dos extratos.
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Preparo dos meios de cultura condicionados

Os testes de proliferacdo e mineralizacdo foram realizados na Faculdade de
Odontologia de Bauru, FOB-USP, segundo a Norma ISO 10993-5 (Biological
evaluation of medical devices — Part 5: Tests for cytotoxicity: in vitro methods). O
componente pé de cada material foi previamente esterilizado com radiacdo gama a
15 kGy (EMBRARAD) e as pastas foram manipuladas dentro do fluxo laminar para a
manutencdo da assepsia. A pasta obtida foi injetada em tubo de centrifuga de 50mL,
onde foi adicionado o meio de cultura a-MEM 10% SFB e mantido a 37°C por 24
horas, sendo considerado a razdo cimento/meio de cultura, 0,2mg.mL™. Apéds o
tempo de contato com os cimentos, o meio de cultura foi separado, centrifugado a
3000 rpm, 25°C por 10 minutos e filtrado em filtro de acetato de celulose para
seringa estéril, com poro 0,22 um, considerado extrato original ou 100% e preparado
as diluicbes seriadas, de acordo com a Tabela 6.

Cultura Celular

Células de linhagem pré-osteoblastica murina MC3T3-E1 (ATCC® CRL-
2594 ™) foram cultivadas em meio de cultura a-MEM (Minimum Essential Medium a -
Gibco, Carlsbad, CA, USA) suplementado com 10% de SFB (Soro Fetal Bovino -
Gibco), e incubadas em estufa a 37°C contendo 5% de CO,. Apds atingirem a
subconfluéncia as células foram subcultivadas utilizando-se a enzima tripsina,
responsavel por dissociar as células do frasco de cultura (0,25% tripsina; Immol.L™*
EDTA), mantidas por 5 minutos na estufa de CO, a 37°C, em seguida a tripsina foi
inativada com a-MEM 10% SFB . As células foram transferidas para um tubo de
centrifuga de 15 mL e centrifugadas a 1.200 rpm por 5 minutos a 4°C. Apés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as células foram diluidas em um
novo meio a-MEM 10% SFB. ApoOs isso, fez-se a contagem celular através do
protocolo do azul de tripan, corante responsavel por corar as células inviaveis, em
camara de Neubauer. Posteriormente, as células foram utilizadas para os ensaios de

viabilidade celular e mineralizacéo.
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Andalise da viabilidade celular

Para os ensaios de viabilidade foram plaqueadas 3x10°® células/poco em
placas com 96 pogos. Apos a incubagao por 24 horas, o meio de cultura a-MEM
10% SFB foi substituido pelo meio condicionado com os cimentos testados, além do
controle positivo (a-MEM 10% SFB) e controle negativo (agua destilada filtrada). Os
ensaios de reducdo do MTT e de cristal violeta foram realizados nos periodos de 24,
48, 72 e 96 horas.

A andlise da atividade mitocondrial das células foi realizada pelo método da
reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5- difeniltetrazélio) (Sigma-
Aldrich). Esse teste quantificou a conversao do MTT, que € soluvel em agua, em um
formazan insolavel. O formazan, de cor azul purpurea, foi solubilizado e, entdo, sua
concentracdo foi determinada pela densidade Optica em espectrofotbmetro
(MOSMANN, 1983). No periodo experimental de 24 horas os poc¢os foram lavados
com PBS 1x, em seguida as células foram incubadas numa solucdo de 1 mg de
MTT para 1ml de a-MEM sem SFB, essa solucédo foi preparada no momento do seu
uso e foi filtrada em filtro de seringa com 0,22 um (TPP- Techno Plastic Products
AG, Trasadingen, Switzerland) antes de ser adicionado nas placas. ApGs esses
procedimentos, as placas foram deixadas por 4h a 37°C; em seguida removeu-se a
solucédo, o pigmento insoluvel reduzido intracelularmente foi extraido com DMSO
(dimetilsulfoxido - Synth) e deixado em temperatura ambiente por 30 minutos. A
absorbéancia foi medida em um espectrofotdmetro BioTek modelo Synergy™ a
562nm.

O ensaio de cristal violeta é responsavel por corar os acidos nucléicos das
células (KUENG et al., 1989). No periodo experimental de 24 horas, os meios de
cultura de todos os grupos experimentais foram removidos e as ceélulas foram
lavadas duas vezes com PBS 1x. Em seguida foi adicionado metanol 100% durante
10 minutos. Apos esse periodo retirou-se o metanol e adicionou-se a solucdo de
cristal violeta 0,2% em etanol 2% por 3 minutos. Feito isso, removeu-se a solugéo e
se lavou duas vezes o0s pocos com PBS 1x para remover o excesso do corante. Por
fim, acrescentou-se a solugédo de citrato de sédio 0,05 mol.L* em etanol 50%
durante 10 minutos. A absorbancia foi determinada em espectrofotometro Synergy ™
BioTek a 540nm.
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Ensaio de mineralizagcéo in vitro

Para avaliar qualitativamente os efeitos dos cimentos, com ou sem silica e
peptideo, na mineralizacdo de pré-osteoblastos, as células foram submetidas a
diferenciacdo osteogénica e a deposicdo de célcio foi avaliada por meio da
coloragdo com vermelho de alizarina. Para isso, as células MC3T3-E1 foram
plaqueadas na densidade de 1x10* em placas de 24 pocos. Apds a aderéncia, as
mesmas foram cultivadas com meio a-MEM 10% SFB; suplementado com acido
ascorbico (50 pg.mL™, Sigma-Aldrich), B-glicerolfosfato (10 mmol.L™®, Sigma-Aldrich)
e com os extratos dos cimentos testados. As trocas de meio foram realizadas a cada
3 dias. A mineralizacao foi avaliada por coloragdo com Alizarina Red S (Sigma-
Aldrich). Apo6s 14 e 21 dias de cultivo, os pré-osteoblastos tiveram os sobrenadantes
descartados, foram lavados com PBS 1x e posteriormente fixados com formaldeido
4% por 5 minutos em temperatura ambiente. Por fim, as células foram incubadas
com solucdo com 2% de alizarina, em pH 4,2 por 10 minutos, seguida de trés

lavagens com agua deionizada.

Analise estatistica

Para cada material investigado, os resultados provenientes dos testes in vitro
obtidos dos trés experimentos independentes e em triplicata foram submetidos ao
teste de Kolgomorov/Smirnov para avaliar se os dados obedeciam a distribuicdo
normal. Como os dados apresentavam aderéncia a curva normal, foi aplicada a
analise de variancia ANOVA one-way, seguido do teste de Tukey. Para tanto, foi
utilizado o programa Graphpad Prisma versédo 5.01 e os testes foram considerados

ao nivel de significancia de 5%.

4.8. Testes in vivo

Para os testes com animais, optou-se em realiza-los somente com um tipo de
cimento, aquele que apresentasse melhores caracteristicas fisico-quimicas e no
ambiente in vitro. Assim, o grupo dos cimentos CaPs foram os escolhidos para

serem analisados no teste in vivo.
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Preparacédo do cimento

O componente solido dos cimentos foi preparado adicionando silica
mesoporosa na porcentagem de 5% em massa, a uma pré-mistura de BTCP-
MCPM. Cada cimento, sem ou com silica e peptideo OGP, foi preparado pela
mistura do componente pé ao componente liquido, uma solugéo de polietilenoglicol
400 (PEG400) (Tabela 4), com ajuda de uma espatula por 3 minutos. As pastas
foram transferidas imediatamente as seringas de 1mL para serem usadas no
preenchimento do defeito 6sseo. Os materiais foram esterilizados por radiacdo gama
(sélidos) e por contato com luz UV (liquido) previamente ao uso. Os materiais

cirdrgicos foram esterilizados por autoclave.

Procedimento cirargico

Os estudo in vivo consistiu de 80 ratos (Rattus norvegicus linhagem
Holtzman), adultos, machos, com peso médio de 220 gramas, provenientes do
biotério da Faculdade de Odontologia de Araraquara, FOAr-Unesp. Os animais
foram aleatoriamente separados em grupos de igual nUmero e mantidos em gaiolas
plasticas, em uma ambiente com temperatura (21+1°C) e umidade (65-75%)
controladas e ciclo de luz (12 horas claro e 12 horas escuro) e alimentados com
agua e racdo ad libitum no biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
FCFAr-Unesp. Os grupos e seus tratamentos correspondentes estdo dispostos na
Tabela 7.

Tabela 7. Divisdo dos animais em grupos de acordo com o material.

Grupo Material

Controle Coagulo sanguineo

CaP B-TCP + MCPM

CaPSi B-TCP + MCPM + silica mesoporosa
CaPSi-OGP B-TCP + MCPM + silica + peptideo OGP

Fonte: Elaborado pela autora
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O experimento foi realizado dentro dos padrées da ASTM F981-04 (2010 -
Standard Practice for Assessment of Compatibility of Biomaterials for Surgical
Implants with Respect to Effect of Materials on Muscle and Bone), o qual foi
aprovado na Comissdo no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara — Unesp (Protocolo CEUA/FCF/CAr 31/2012 - Anexo 1
e 2).

Em cada animal foi realizado um defeito no osso parietal, onde foram
preenchidos por um tipo de material (Tabela 7), exceto o defeito controle que foi
preenchido somente pelo coagulo sanguineo (Grupo Controle). Os animais foram
divididos em quatro periodos de analise: 15, 30, 60 e 120 dias, sendo utilizado 5

animais por grupo/periodo.

Os animais foram anestesiados por meio de administracdo intramuscular de
cloridrato de ketamina (25mg.kg™; Ceva) e cloridrato de xilazina (5 mg.kg™; Ceva),
dosagem suficiente para 30 minutos de anestesia. Apds a anestesia e tricotomia da
regido parietal, os animais foram acomodados em posi¢cao dorsal (Figura 12a), onde
receberam a incisdo na regido parietal nas direcdes antero-posterior e latero-lateral
(em “L”) (Figura 12b), seguida de deslocamento e rebatimento dos tecidos contendo
epiderme, tecido muscular e peridsteo, até a exposicédo do 0sso parietal.

Os defeitos 6sseos criticos foram realizados com o auxilio de uma trefina com
8,0 mm de diametro (Neodent®), sob irrigacdo constante de soro fisioldgico 0.9%. A
confeccdo dos defeitos consistiu na perfuracéo total do osso parietal mantendo-se a
integridade da dura-méter (Figura 12c e 12d). O defeito no osso parietal foi
preenchido por um dos cimentos de acordo com a divisdo dos grupos (entre 50-60uL
de cimento; Figura 11e; Tabela 7), que foram previamente preparados em capela de
fluxo e inseridos em seringas de 1 mL. No pés-operatdrio foi administrado Tramadol,
na dosagem de 12,5 mg.kg™?, em dose Unica por via intraperitoneal, pés-efeito
anestésico, segundo Cannon e colaboradores (2010). A sutura do segundo plano foi
realizada através de pontos simples com Vicryl 4-0 (Ethicon, Johnson&Johnson) e o
primeiro plano foi suturado através de pontos continuos com Mononylon 3-0
(Ethicon, Johnson&Johnson) (Figura 12f).
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Figura 12. Procedimento cirrgico. (A) tricotomia; (B) incisdo com lamina de bisturi n® 15 sob o0 0sso
parietal; (C) perfuracéo total do osso parietal mantendo-se a integridade da dura-méter; (D) defeito de
tamanho critico (8 mm); (E) sutura através de pontos continuos com fio Mononylon 3-0.

Fonte: Elaborado pela autora

A eutanasia dos animais foi realizada nos periodos de acompanhamento pré-
determinados por sobre dose anestésica. O procedimento foi realizado,
primeiramente, por meio de anestesia com a administracdo intramuscular de
cloridrato de ketamina (25mg.kg™) e de cloridrato de xilazina (5mg.kg™) e ap6s
remocdo dos 0ssos parietais, foi realizado o aprofundamento anestésico e, em
seguida, as pecas foram fixadas em solucdo de formol tamponado 10% por 48
horas; posteriormente, as pecas foram transferidas para uma solugcédo de etanol a
70% sendo conservadas a temperatura ambiente. As pecas foram radiografadas
antes de serem encaminhados para o processo histotécnico de rotina para coloracéo

em hematoxilina e eosina (HE).



Materiais e Métodos

93

Analise radiografica dos espécimes ex vivo

As imagens radiograficas foram realizadas ap0s o0s animais serem
eutanasiados. A andlise consistiu em observar o fechamento dos defeitos nos
periodos pré-determinados e obter os valores de densidade do 0sso neoformado na
margem dos defeitos.

Os exames radiograficos foram realizados utilizando o sistema digital
DenOptix QST (Gendex Dental Systems, Des Plaines, IL) com placa de fésforo no
tamanho 2 (31 x 41 cm) e utilizando aparelho de raios X FOCUS com 7mA, 70 kV e
0.062s e 0.05s, no Departamento de Diagnéstico e Cirurgia da Faculdade de
Odontologia de Araraquara, FOAr-Unesp. A distancia do cilindro localizador a placa
de fosforo foi padronizada em 40 cm. As placas de fosforo foram escaneadas e as
imagens digitalizadas por um scanner Agfa modelo SnapScan 1236, numa resolucéo
de 300dpi.

As imagens radiograficas foram analisadas em relacdo a média da densidade
em comparacdo com a densidade da escala de aluminio (espessura de 0,5 a 3,5
mm), radiografada junto aos espécimes, através do software VIXWIN 2000 (Gendex,
Deplanes, IL, EUA). A area da borda do defeito, nas dimensfes de 1mm x 1mm, foi

selecionada para andlise em todas as imagens, de acordo com a Figura 13.

Figura 13. Imagem esquematica do template utilizado para as andlises de densidade através das
radiografias da calota dos ratos.

Fonte: Elaborado pela autora



Materiais e Métodos

94

Apés a determinacdo do valor de densidade Optica dessa area, os valores
foram convertidos em equivaléncia a mmAl através da equacdo 9, onde DO, é a
densidade Optica da amostra, ES é a espessura correspondente a escala de
aluminio e DO, é a densidade optica da escala (GUERREIRO-TANOMARU et al.,
20009).

ES
Do, eq(9)

EqAl = DO, x

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa estatistico
Graphpad Prisma versédo 5.01. O teste ANOVA foi realizado para avaliar os valores
mensurados para densidade, seguido do Teste de Turkey para comparacdes

multiplas, com nivel de significancia de 5%.

Processamento histotécnico

Apés a obtencdo das imagens por radiografia, as pecas foram
desmineralizadas em solugcdo EDTA a 7%, em pH 7,2, trocada a cada 48 horas
durante 60 dias. ApoOs o periodo de descalcificacdo os espécimes foram lavados em
agua corrente por 2 horas. Decorrido este periodo, os materiais foram imersos nas
seguintes solucgdes: alcool 70% por 12 horas, alcool 90% por 1 hora, alcool absoluto
por 4 horas (realizando trocas a cada hora), solugcédo alcool-xilol (1:1), seguido de
imersdo em xilol por 2 horas (realizando troca a cada 1 hora) e inclusdo final em

parafina.

As pecgas incluidas em blocos de parafina foram cortadas de forma semi-
seriada com 6 um de espessura em microtomo Microm modelo HM325, no
Departamento de Morfologia da Faculdade de Odontologia de Araraquara, FOAr-
Unesp . Os cortes foram dispostos em laminas de vidro previamente lavadas em
banho de ultrassom com &lcool absoluto. Ao final dos cortes de cada bloco, as
laminas foram colocadas em estufa a 60°C para a fixacdo dos cortes, por 2 horas,

antes de passar pelo processo de coloracao.
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Analise Histomorfométrica

Apoés as laminas serem tiradas da estufa e estabelecerem-se a temperatura
ambiente, foram dispostas em suporte apropriado para coloracdo em solucbes
Hematoxilina de Carazzi e Eosina de Lison (HE) para analise descritiva, no
Departamento de Diagnodstico e Cirurgia da Faculdade de Odontologia de
Araraquara, FOAr-Unesp. Os cortes histologicos foram analisados e fotografados em
um microscopio optico Leica Reichert modelo DIASTAR, com objetiva para aumento
de 2,5, 10 e 40 vezes e oculares com aumento de 10 vezes, acoplado a uma camera
de video modelo DXC-1107A/107AP Sony Eletronics Inc, pertencentes ao
Departamento de Diagnostico e Cirurgia da Faculdade de Odontologia de
Araraquara, FOAr-Unesp. Os parametros analisados foram: 1. qualidade do 0sso
mineralizado; 2. atividade celular incluindo a presenca de osteoblastos ativos, matriz
ostedide e osteoclastos; 3. evidéncia de formagédo de tecido conjuntivo fibroso dentro
do defeito 6sseo; 4. processo de angiogénese; 5. reacao inflamatéria; 6. degradacéo
dos cimentos. Estes parametros foram analisados por um Unico pesquisador. A
resposta inflamatéria observada na analise dos cortes histolégicos foi mensurada

utilizando a Tabela 8 de parametros de acordo com a ASTM F981-04.

Tabela 8. Classificacdo para intensidade de reacdo inflamatéria presente nos espécimes.

Classificacao Escore
Ausente 0
Muito leve 1
Leve 2
Moderada 3
Intensa 4

Fonte: ASTM F981-04

A analise histométrica foi realizada com o intuito de avaliar a porcentagem de
fechamento do defeito critico, utilizando o Software Image J (U. S. National Institute
of Health, Bethesda, Maryland, USA).

De cada peca foram executados cortes que se iniciaram na regido mediana

do defeito. Foram removidas 10 laminas com 5 cortes cada, sendo que para cada
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corte captado, 4 eram excluidos, o que forneceu uma distancia de 24um de cada
corte obtido. De cada amostra, optou-se de forma aleatéria por corar as laminas de
nameros impares (1, 3, 5, 7, 9). As imagens dos cortes histolégicos foram obtidas
por meio do microscopio 6ptico Leica modelo Reichert Diastar em um aumento de

2,5 vezes.

Para avaliacdo da porcentagem de fechamento do defeito critico (FD), uma
medida linear foi executada na por¢cdo mediana do defeito, onde foi mensurado
inicialmente o tamanho original (TO) e o tamanho remanescente do defeito (TR)

(Figura 14), sendo que a porcentagem de fechamento foi obtida pela equacao (10):

TR —TO
D= eq.(10)

X 1
o 00

A porcentagem de preenchimento 6sseo (PO) foi avaliada pela analise area
total do defeito (AT) e da area de formacéo éssea (AO) (Figura 15) e determinada
pela equacéo (11):

A0 x100
T AT

PO eq.(11)

Figura 14. Porcentagem de fechamento do defeito critico. TO: Tamanho Original do defeito; TR:
Tamanho Remanescente do defeito.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 15. Porcentagem de preenchimento 6sseo. (A) area de formagédo 6ssea (AO) obtida através
da soma das &reas onde se observou formacéo 6ssea. (B) area total do defeito (AT) foi definida pela
multiplicac&o da espessura do cranio do animal (EC) pelo tamanho total do defeito (TO).

Fonte: Elaborado pela autora.

Os dados da analise histométrica foram numéricos e, devido a isso, foi
aplicado um teste de normalidade de Kolgomorov/Smirnov para detectar se os dados
se distribuiram de acordo com o teorema da distribuicdo central. Como o teste
determinou que os dados estavam distribuidos de acordo com a normalidade, testes
paramétricos foram utilizados para a andlise estatistica inferencial. O teste t ndo
pareado foi aplicado para comparagdo entre os grupos em diferentes periodos
experimentais e dentro de cada grupo variando-se os periodos experimentais. O
software GraphPad Prism 5 foi utilizado para a andlise estatistica desse estudo, e
todos os testes foram aplicados ao nivel de significancia de 5% (p<0.05).
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5. RESULTL«DOS E DISCUSSAO

Neste topico serdo apresentados os resultados de caracterizacdo das
particulas de silica mesoporosa e dos cimentos preparados com e sem essas
particulas. Além disso, serdo apresentados os resultados obtidos com a sintese do
peptideo OGP e a liberacdo dessa molécula a partir das particulas de silica presente

nos cimentos. E por final os resultados obtidos nos ensaios in vitro e in vivo.

5.1. Caracterizacdo das particulas de silica

A sintese do material mesoporoso foi bem estudada e caracterizada por
Mendes e seus colaboradores (2013). O objetivo de ser caracterizado novamente foi
de monitorar sua caracteristica mesoporosa em relacdo a metodologia de sintese.
Assim, o material foi analisado pelas técnicas que forneceriam informa¢des quanto a
porosidade do mesmo, como adsorgéo e dessorgao de N, espalhamento de raios X

a baixo angulo e microscopia eletrénica de transmissao.

A area da superficie especifica é definida como sendo a superficie de area
por unidade de massa ou volume de um material e sugere a extensao da superficie
do material disponivel a interagdes fisicas e quimicas (REED, 1995). Em estudos de
caracterizacdo, na determinacdo da superficie de area especifica de pos ceramicos,
metalicos ou poliméricos, utiliza-se normalmente o método BET, que leva esse nome
em homenagem aos seus idealizadores, Brunauer, Emmet e Teller. O método
consiste na absorcao fisica de um gas inerte a baixa temperatura, que passa
rapidamente através da amostra, sendo o N, no ponto de ebuli¢cdo (77,4 K) em geral
o mais utilizado (BROEKHOFF; BOER, 1968). As curvas de adsorgéo-dessorgao de
nitrogénio e dD/dV em funcdo do didametro de poro, apresentadas na Figura 16,

permitem observar o tamanho meédio de poros das particulas de silica mesoporosa.

A isoterma é do tipo IV, com um ciclo de histerese e caracteristico de
materiais mesoporosos SBA-15 (ZHAO, D. et al., 1998), que exibe uma estrutura
caracteristica de materiais mesoporosos estruturados por micelas (MTS), onde em

determinado valor da presséao relativa P/Py; o volume aumenta bruscamente,



Resultados e Discussédo

99

formando um loop de histerese (BECK et al.,1992). A histerese apresentada pode
ser classificada como do tipo H1, na curva de adsorcao e dessor¢cao entre a pressao
parcial P/Py de 0,4-0,7, caracteristica de poros uniformes (MANZANO et al., 2008;
IZQUIERDO-BARBA et al., 2009) com canais 1 D cilindricos. Sua presenca € devido
ao preenchimento incompleto dos mesoporos e quanto menor sua inclinacdo mais

homogénea € a distribuicdo do tamanho dos poros.

A porosidade deste material apresenta tamanho médio de poros de 60 A. A
amostra apresenta também uma distribuicdo fina de poros e alta area de superficie
especifica, calculade em 879 m?.g™.

Figura 16. Isoterma de adsorcao (circulo sélido)/dessorc¢éo (circulo aberto) de nitrogénio da

silica mesoporosa pura calcinada, obtida a partir de P123.
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Fonte: Elaborado pela autora

O espalhamento de raios X a baixo angulo quando aplicado a materiais
mesoporosos fornece as dimensdes médias da unidade de repeticdo da estrutura.
Deve-se considerar que o arranjo dos atomos na silica mesoporosa néo é cristalino,
assim o unico elemento de ordem estrutural é a disposi¢do periddica dos canais
paralelos. Portanto, as reflexdes observadas no difratograma séo atribuidas a essa
disposicdo (ROCHA, L. A., 2010). Sua estrutura interna é constituida de um arranjo
de cilindros mesoporosos e € caracterizada por valores de espacamento interplanar

di00 € parametro de célula unitaria ap (Figura 17).
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Figura 17. Representacdo esquematica da estrutura dos materiais mesoporosos hexagonais.
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Fonte: Marker et al. (1996).

A caracterizagdo por SAXS da amostra de silica mesoporosa esta
apresentada na Figura 18, mostrando que o material poroso preparado em pH 1,5
apresenta uma estrutura hexagonal bem ordenada. Foram observados trés sinais de
difracdo correspondentes aos planos com indice de Miller (hkl) de (100), (110) e
(200) tipicos de SBA-15. Esses sinais de difracdo observados sdo atribuidos a
disposicao periddica dos canais paralelos e sdo tipicos de materiais mesoporosos
com arranjo hexagonal. Pode ser observado que o material poroso exibe uma
difracéo principal proximo a 2,0 nm™ com o espacamento interplanar dig igual a
3,08 nm, (110) a d110 = 1,77 nm e (200) a dzgo= 1,53 nm, correspondendo a um valor

de célula unitaria ag igual a 3,55 nm.

Figura 18. Difratograma de SAXS da amostras de silica mesoporosa.
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Fonte: Elaborado pela autora

A Tabela 9 apresenta a unido dos dados obtidos por BET e por SAXS gque

caracterizam as particulas de silica mesoporosa.
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Tabela 9. Dados obtidos por SAXS e BET.

d100 ao D, (nm) | Sger (m%.g™) | Estrutrura

Silica Mesoporosa 3,08 3,55 6,0 879,0 Hexagonal
Fonte: Elaborado pela autora

Os materiais mesoporosos permitem a obtencdo de imagens por TEM, porque
durante a passagem dos elétrons através de uma lamina fina do sélido mesoporoso
ocorre espalhamento dos elétrons em praticamente todas as direcfes. Se o feixe de
elétrons incide perpendicularmente ao eixo dos tubos paralelos, a projecdo da
densidade de espalhamento é periddica e linhas paralelas equidistantes séo
observadas. Chenite, Le Page e Sayari (1995) mostraram que a estrutura hexagonal
é regular o suficiente para projetar linhas paralelas equidistantes e que a distancia
entre essas linhas € dada por uma relacdo apresentada na Figura 19, onde a é a

distancia do centro de um tubo ao centro do outro.

Assim, se o feixe de elétrons nao incidir perpendicularmente ao eixo dos
tubos, essa estrutura desaparece porque a projecao da densidade de espalhamento
nao sera mais periodica. Por outro lado, quando o feixe de elétrons incide na direcéao
paralela ao eixo dos tubos, a estrutura hexagonal dos poros pode ser observada.

Figura 19. Modelo esquematico mostrando aparente "estrutura lamelar" a partir de uma projecéo de

um arranjo hexagonal de tubulos.
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Fonte: Chenite; Le Page; Sayari (1995).

A Figura 20 apresenta imagens de TEM para a amostra de silica mesoporosa,

onde feixe incidente esta na direcdo perpendicular e paralela ao eixo dos poros,
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respectivamente, ilustrando a organizacdo dos canais das particulas de silica.
Verificaram-se poros alinhados com estruturas hexagonais definidas, corroborando

com os resultados obtidos por SAXS.

Figura 20. Imagens de TEM da amostra silica mesoporosa, perpendicular e paralelo ao eixo dos

poros.

Fonte: Elaborado pela autora

5.2. Caracterizacao dos cimentos ceramicos com e sem particulas de

silica mesoporosa
Testes de manipulacdo dos cimentos

Para o preparo dos cimentos em pastas, foram realizados vérios testes com
massa, volume e solucdes variados para se chegar a uma proporcédo pé/liquido que
permitia a manipulagdo e modelagdo do material, partindo-se inicialmente por agua
deionizada como componente liquido. Foi observado que cada composi¢do
ceramica exibia comportamentos distintos frente as solu¢cdes empregadas para

manipulagéo das pastas.

Desta forma, cada cimento foi preparado com a solugdo que permitia a sua
manipulagdo por pelo menos 2 minutos, sem precipitar antes disso, que formasse

uma pasta e que ndo aumentasse a temperatura.

Em relagdo a composicao dos cimentos CaS e CaSSi, partiram-se de sulfato

de célcio hemihidratado (ZP® 150, Z Corporation) que foi entdo misturado a agua
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deionizada para formar uma pasta homogénea e transferida para um molde cilindrico

para analise do tempo de cura.

No caso dos cimentos CaP e CaPSi, o objetivo foi preparar um cimento de
DCPD partindo de B-TCP e MCPM (Synth), onde HA (Carlo Erba Group Reagents)
foi mantida a 1.100°C por 4 horas para a obtengéo do B-TCP, que foi passado numa
peneira Retch com malha de 63um. A proporgédo 3-TCP/MCPM foi calculada para a
conversao tedrica de B-TCP de 67%, que possui caracteristicas interessantes
guanto cimento, baseado nos estudos de Boschi e Carrodeguas (2002; Processo
Fapesp 02/01745-5). J& os cimentos CaAl e CaAlSi foram preparados a partir do
cimento de aluminato de calcio Secar® 71 (Kerneos, Franca), um cimento
considerado puro que permite a formulacdo de todos os tipos de concretos
refratarios e possui aproximadamente 70% de alumina, como apresentado no item
1.4. Pelo processo de sinterizagdo ocorre a formacgéo das fases CA e CA,, com uma

pequena quantidade de alumina remanescente.

Como o objetivo foi preparar pastas moldaveis e homogéneas, foram testadas
varias solucbes até que alcancasse o proposto. Todos os cimentos foram
inicialmente misturados com agua deionizada e observada a sua reacdo. No caso
dos cimentos CaP e CaAl nédo foi possivel trabalhar com agua porque foi observado
uma cura rapida com aumento de temperatura para o cimento CaP, e longo tempo
para cura para o cimento CaAl. Assim, a alternativa foi buscar solu¢bes que
minimizassem estas caracteristicas e foi determinado o PEG 400/H,0 (1:1) para 0s
CaPs e dispersado aquosa de 1% em massa de CMC para os CaAls. O PEG foi
selecionado porque possui caracteristica ndo toxica, é utilizado na area alimenticia e
biomédica, na producédo de medicamentos e alguns biomateriais (ZHANG, M. et al.,
2002; GREENWALD, 2001).

Outro fato observado foi 0 aumento da razdo L/P nos cimentos que possuem
silica mesoporosa em sua composi¢do, quando comparado com 0s cimentos de
base, que é provavelmente resultado da alta capacidade de absorcédo de agua que
essas particulas apresentam. Apos a mistura do p6 com o liquido do cimento, a
silica mesoporosa absorveu uma grande quantidade da parte liquida e isso pode
resultar em uma hidratacdo ndo completa do cimento. Para evitar esse problema, a
silica mesoporosa pode ser saturada com agua deionizada (VAN DEN VREKEN et

al., 2012), previamente, ou aumentar o volume da solucdo utilizada. Porém, essa
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opc¢ao pode levar ao aumento da porosidade final e, consequentemente, levar a
reducado das propriedades mecanicas.

Tempo, temperatura e pH de cura

A Tabela 10 apresenta os resultados de tempo final de cura obtidos pelos

cimentos CasS, CaP e CaAl, sem e com silica mesoporosa.

O tempo inicial de cura é determinado como o final da moldabilidade e o
tempo final de cura é conhecido como o tempo onde se pode tocar o cimento sem
causar danos graves (DRIESSENS; PLANELL; GIL, 1995).

Levando em consideracdo a aplicacao clinica, materiais 0sseos injetaveis
devem ser aplicados antes de endurecerem e esse periodo ndo deve ser muito
longo apos a extrusdo. De acordo com Driessens et al. (1997), o tempo de cura deve
permitir a manipulacdo adequada do cimento, mas néo pode ser muito extenso para
a aplicacao clinica, sendo o tempo de cura inicial e final proximos a 5 minutos e 20
minutos, respectivamente. Assim, a proporgao L/P foi determinada para que o tempo
de final cura (F-ST) fosse entre 20-30 minutos (Tabela 4), levando em consideracao

qgue os moldes foram imersos em SBF para simular a cura in situ.

Tabela 10. Tempo de final de cura dos cimentos.

F-ST

Amostra (min)
CaS 23
CaSSi 25
CaP 26
CaPSi 30
CaAl 25
CaAlSi 36

Fonte: Elaborado pela autora

A analise da temperatura de cura consistiu em medir o calor liberado pelo
cimento durante a sua hidratagdo. Esse € um parametro importante em relacdo aos
cimentos biolégicos, pois alguns cimentos fazem com que elevadas temperaturas

sejam atingidas dentro do organismo, podendo levar as células que estdo em
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contato com o cimento, a necrose durante a cura. O aumento da temperatura local
pode gerar com o tempo uma capsula fibrosa, e influenciar na produg¢éo de micro
movimentos entre o cimento e 0 0sso, resultando na soltura do implante quando o
cimento é usado na interface implante-osso (DOHMAE et al., 1988; STROMBERG,;
HERBERTS; PALMERTZ, 1992).

Os perfis da temperatura de cura em fungdo do tempo para os cimentos em

estudo sdo apresentados nas Figuras de 21 a 23.

O aumento da temperatura é tipico da reacdo de hidratacdo e pode ser
observado nos graficos dos cimentos CaS, CaP e CaAl. Nos cimentos CaS e CaSSi,
esse aumento ocorre proximo a 15 minutos com temperatura maxima em 40°C. No
caso dos cimentos CaP e CaPSi a temperatura maxima é de 38°C em cerca de 10
minutos. Ja para o cimento CaAlSi ndo foi observado esse aumento na temperatura
até o final dos 180 minutos, embora no CaAl foi detectado em 50 minutos e n&o
ultrapassou a temperatura de 36,5+0,5°C fornecida durante o experimento.
Resultados semelhantes aos CaAls foram observados por Oliveira, Pandolfelli e
Jacobovitz (2010) quando estudaram a temperatura de cura dos cimentos
endodonticos MTA (Mineral Trioxide Agregated) e Secar® 71 sem aditivos, para uso

como cimentos endodonticos.

Esses resultados representam uma importante informacéo sobre a cinética de
reacao, onde durante a hidratacdo da maioria das fases reativas, certa quantidade
de calor é gerada, o que faz aumentar a temperatura de cura (ALT et al., 2003).
Levando em consideracéo que in vivo o calor sera dissipado pela umidade local, o

risco de um dano ao tecido deve ser minimizado.

De acordo com a ASTM F451-12, normas para cimentos acrilicos para
aplicacdo O6ssea, a maxima temperatura in vitro desses materiais é de
aproximadamente 60-80°C, porém em estudos clinicos foi observado que esse valor
foi reduzido para 40-47°C (KUEHN et al., 2005; MOREJON et al., 2005) devido a

circulacdo sanguinea e dissipacao de calor para o tecido circundante.
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Figura 21. Perfis da temperatura de cura em funcdo do tempo para os cimentos CaS e CaSSi, sem e
com silica mesoporosa, respectivamente.
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Figura 22. Perfis da temperatura de cura em fungéo do tempo para os cimentos CaP e CaPSi, sem e
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Figura 23. Perfis da temperatura de cura em funcdo do tempo para os cimentos CaAl e CaAlSi, sem
e com silica mesoporosa, respectivamente.
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Fonte: Elaborado pela autora

Para as medidas do pH de cura em funcéo do tempo, 0s cimentos com e sem
silica mesoporosa foram manipulados e colocados em um molde de cloreto de
polivinila (Polyvinyl chloride, PVC). Logo apds o preenchimento do molde, foram
imersos em solucdo SBF a 37°C e pH 7,4, sendo esse momento considerado 0

minuto.

Os perfis referentes as variacbes do pH da solu¢cdo SBF promovidos pelos
cimentos estdo apresentados nas Figuras de 24 a 26.

Os cimentos CaS e CaSSi apresentam perfis bem parecidos, com leve
reducdo do pH inicial. Mesmo com esse comportamento, o pH da solugéo
circundante permaneceu na neutralidade, onde os valores de pH estiveram préximos
a 7,4 durante as primeiras 24 horas (Figura 24). Ja foi observado que a dissolucao
do sulfato de calcio hemihidratado e a formacdo de sulfato de calcio dihidratado
pode reduzir o pH do meio (THOMAS; PULEO, 2009), porém essa caracteristica nao

foi observada durante o periodo analisado e utilizando a solu¢cdo SBF.

Os cimentos CaP e CaPSi promoveram uma leve reducdo do pH da solucéo
SBF. Pode-se notar que o cimento CaP, sem silica, reduz o pH de forma mais rapida

que o CaPSi (Figura 25). Os valores de pH alcancaram valores préoximos a 6,9.

Os cimentos CaAl e CaAlSi ndo alteraram o pH da solu¢cdo SBF e os valores

permaneceram proximos a 7,5.
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Mesmo apls 0s seus respectivos tempos finais de cura, 0s cimentos
estudados parecem nao alterar de forma significativa o pH da solu¢ao tamponada de

SBF a valores muito fora da neutralidade.

Figura 24. pH de cura em funcéo do tempo em contato com solucédo SBF para os cimentos CaS e
CaSSi, sem e com silica mesoporosa, respectivamente.
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Figura 25. pH de cura em fun¢éo do tempo em contato com solu¢do SBF para os cimentos CaP e
CaPsSi, sem e com silica mesoporosa, respectivamente.
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Figura 26. pH de cura em funcéo do tempo em contato com solucdo SBF para os cimentos CaAl e
CaAlSi, sem e com silica mesoporosa, respectivamente.
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Fonte: Elaborado pela autora

Mesmo com tempos de cura distintos, todas as formulacdes estudadas
possuem valores de pH compreendidos entre 6,5 e 8,5 durante as primeiras 24
horas, considerados como niveis aceitaveis para uso clinico (DRIESSENS et al.,
1997).

Difracédo de Raios X

A difracdo de raios X foi utilizada para analisar as fases cristalinas presentes
nos cimentos, resultante da sua respectiva hidratacdo apds imersdo em SBF por 24
horas. Os difratogramas estao apresentados nas Figuras de 27 a 30 e as difracdes
foram identificadas através da colecdo de padrbes de difracdo do ICDD, PDF-2
(International Centre for Diffraction Data, Power Diffraction File-2). O difratograma
que corresponde ao sulfato de calcio, usado para a preparacdo do cimento CaS e
CaSSi, mostra que se trata de um sulfato de calcio hemihidratado (Figura 27). As
difracbes correspondentes a essa fase cristalina estdo em 14.6°, 25,6°, 31,9° 26,
com uma difragdo maxima em 29,7° 20 (JCPDS #01-33-310). Com a mistura do
componente liquido do cimento e 24 horas em imersdo em solu¢cdo SBF, houve a
hidratacdo do sulfato de calcio hemihidratado formando sulfato de calcio dihidratado
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nos cimentos CaS e CaSSi, de acordo com a equacédo (12) (THOMAS; PULEO,
2009).

CaS04.%2 H,0 + % H,0O « CaS04.2H,0 eq(12)

Pode-se observar que o difratograma do cimento sem silica mesoporosa
apresenta difracbes em 11,5° 20,6° 29,7°, 31,0° e 33,2° 20, correspondendo a
sulfato de calcio dihidratado (JCPDS #01-36-432).

Quando se analisa o difratograma desses cimentos, observa-se as difracdes
correspondentes ao sulfato de calcio dihidratado e também difragbes caracteristicas
do material inicial, sulfato de calcio hemihidratado. Isso mostra que a hidratacdo néao
foi completa, ou seja, que € preciso um periodo maior que 24 horas para a

conversao total para sulfato de célcio dihidratado.

Figura 27. Difratogramas de raios X para os cimentos CaS e CaSSi; as difragfes referentes a sulfato
de célcio hemihidratado estdo assinaladas por (*).
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Fonte: Elaborado pela autora

A Figura 28 apresenta os difratogramas dos pos de HA comercial antes e
depois do tratamento térmico. Analisando os difratogramas, pode-se observar que o
tratamento térmico a temperatura de 1100°C foi eficiente para a conversdo de HA
em B-TCP, confirmado pelo JCPDS numero 00-009-0169.
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Figura 28. Difratogramas de raios X de HA em p6 antes e apds tratamento térmico por 1100°C.
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Fonte: Elaborado pela autora

A Figura 29 apresenta os difratogramas de raios X dos cimentos CaP e CaPSi

comparando com o p6 de B-TCP inicial.

Quando B-TCP e MCPM sao misturados na presenca de agua, eles reagem e
formam um produto conhecido como bruxita (DPCD), de acordo com a reagdo na
equacéo 13 (MIRTCHI; LEMAITRE; TERAO, 1989; CHARRIERE et al., 2001).

Cag(PO4)2 + Ca(H2P04)2.H20 + 7H20 - 4CGHPO42H20 EQ(13)

O que se espera quando ocorre a mistura entre B-TCP e MCPM com excesso
de B-TCP, é que o principal produto de hidratacéo seja a bruxita, com uma fracdo de
B-TCP néo reagido e também uma fase de bruxita ndo hidratada, conhecida como
monetita (DCPA, CaHPO,).

A cura do cimento CaP resultou em uma mistura de monetita com difracdes
em 26,5°, 30,1° e 32,8° 206 (JCPDS # 00-009-0080) e B-TCP (JCPDS # 00-009-0169)
em maior proporcdo. Pode-se observar difragdbes em 11,5°, 20,8° e 29,4° 26
referente a uma fase minoritaria de bruxita (JCPDS # 00-009-0077). Entretanto,
gquando se analisa o difratograma do cimento CaPSi, as difracdes referentes a
bruxita ndo sdo observadas e o principal produto da hidratagdo € a monetita com
uma grande fragdo de B-TCP néo reagido. De acordo com esses resultados, pode-
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se confirmar que 24 horas nao sao suficientes para total hidratacdo dos cimentos,
principalmente para o CaPSi, onde a presenca da silica pode ter retardado a
hidratacdo (HUAN; CHANG, 2009).

Figura 29. Difratogramas de raios X do p6 de B-TCP precursor e dos cimentos CaP e CaPSi apés 24
horas em SBF; B=Bruxita, M=Monetita, T=B-TCP.
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Fonte: Elaborado pela autora

Os resultados de difracdo de raios X obtidos para os cimentos CaAl e CaAlSi,
preparados a partir do Secar 71™ s&o apresentados na Figura 30. Foi observado a
presenca da fase monoclinica (CaAl,O4, CA) como fase principal, 18,8° e 30,0° 20
(JCPDS #00-070-0134), porém com adi¢céo de silica mesoporosa essa fase cristalina
se tornou secundaria no CaAlSi. Nota-se também a presenca da fase de aluminato
de dicalcico (CaAl,O7, CA,) como fase secundaria no cimento CaAl, com difracbes
em aproximadamente 19,8°, 25,3° e 34,3° 26 (JCPDS #00-023-1037).

Logo, a fase CA;, requer um longo periodo de tempo para se hidratar e sua

presenca acelera o processo de hidratacdo da fase CA.

A fase CA promove resisténcia ao material durante a sua hidratagcdo e
apresenta um rapido endurecimento apés o inicio da cura. Ja a fase CA,; é mais
refrataria e sua presenca pode acelerar o processo de cura da fase CA, entretanto o
efeito oposto ndo é observado (LEE, W. E. et al., 2001; ANDRADE et al., 2014).
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Enquanto o cimento CaAl ap0ds a cura apresenta as mesmas fases cristalinas
que o material precursor, a predominancia da fase CA, no cimento com silica,
sugere que este cimento necessita de um tempo maior para a hidratacdo, como

mostrado nos resultados de tempo de cura.

Figura 30. Difratogramas de raios X do p6 do cimento aluminato de célcio Secar 71 e dos cimentos
CaAl e CaAlSi apds 24 horas em SBF; CA=CaAl,O,4, CA,=CaAl,O4.
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Fonte: Elaborado pela autora

Medidas de Resisténcia a Compressao

A propriedade mecanica € um importante fator a ser considerado para
aplicacOes clinicas de materiais para a reparacdo 6ssea. Medidas de resisténcia a
compressdo foram realizadas com todos o0s cimentos e o0s resultados estdo

apresentados nas Figuras de 31 a 33.

As medidas de resisténcia a compressao dos cimentos CaS e CaSSi foram
realizadas ap6s 24 horas de cura em imersdo em solucdo SBF a 37°C (Figura 40).
Os resultados mostram que os valores da resisténcia a compressao desses
cimentos foram 0,53MPa para CaS e 0,39MPa para CaSSi. Deve-se destacar a
influéncia da presenca das particulas de silica mesoporosa nessa propriedade, pois
devido a sua presenca no componente solido, houve aumento na proporcéo L/P,
contribuindo com a porosidade do produto final e, consequentemente, reduzindo sua

resisténcia mecanica. Os resultados desses cimentos apés 7 dias de imersao em
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solugdo SBF nao puderam ser obtidos, umas vez que 0s corpos de prova se
desconfiguraram durante o ensaio e nao houve ruptura dos corpos de prova, 0 que
sugere que esses cimentos ndo possuem resisténcia a compressdo apos esse

periodo em imerséo.

Figura 31. Resisténcia a compressao dos cimentos CaS e CaSSi ap6s 24 horas de cura em imerséo.
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Fonte: Elaborado pela autora

No caso dos cimentos CaP e CaPSi, as medidas de resisténcia a compresséo
foram realizadas ap0s 24 horas e 7 dias de cura em imersdo em solugdo SBF a
37°C, levando em consideracdo que a formulacéo estudada nédo se configura fora de
uma solucdo aquosa, sendo que o mecanismo de hidratacdo foi apresentado nos
resultados de difracdo de raios X. A Figura 32 apresenta os valores obtidos pelos
cimentos CaPs. E interessante observar que a resisténcia a compressdo desses
materiais aumenta com o aumento do tempo de imersdo. Apés 24 horas em
imersdo, o cimento CaP obteve 2,54MPa e o CaPSi, 1,95MPa, mas apoés 7 dias em
solucdo SBF esses valores passaram a 3,95MPa e 2,81MPa, respectivamente.
Esses resultados podem confirmar a continua difusdo do meio aquoso pelo interior
do material, resultando no aumento da precipitacdo de cristais de bruxita, monetita
ou mesmo hidroxiapatita. Além disso, as imagens de SEM apds 24 horas em
solucdo SBF mostraram que os cimentos apresentavam muitas particulas de 3-TCP

gue ainda nao haviam reagido devido a falta de contato com moléculas de agua.
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Figura 32. Resisténcia a compressao dos cimentos CaP e CaPSi apés 1 dia e 7 dias de cura imersos
em solucdo SBF.
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Fonte: Elaborado pela autora

A Figura 33 apresenta os resultados das medidas de resisténcia a
compressdo dos cimentos CaAl e CaAlSi, apdés 1 e 7 dias de cura imersos em
solugcdo de SBF. O aumento da resisténcia mecanica com o aumento do tempo de
imersdo também foi observado pelo cimento CaAl. O valor da resisténcia desse
cimentos passou de 9,2MPa apoés 1 dia de imersao em solucdo SBF, para 12,6MPa
apos 7 dias. Sabe-se que quando um cimento de aluminato de célcio € misturado a
agua, os minerais hidraulicos se dissolvem, formando uma solucao saturada de ions
Ca’* e OH". A nucleacdo dos produtos de hidratacdo e seus subsequentes cristais
produz uma rede interligada que confere a cura e a resisténcia do cimento.

Nessa formulacdo também foi observada a interferéncia da silica mesoporosa
nas carateristicas fisico-quimicas do cimento. O cimento CaAlSi mostrou resisténcia
em 5,39MPa apos 1 dia em solucdo SBF, quase metade do valor obtido pelo
cimento sem silica, porém esse valor reduziu para aproximadamente 4,0MPa ap6s 7

dias.
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Figura 33. Resisténcia a compressao dos cimentos CaAl e CaAlSi apés 1 dia e 7 dias de cura
imersos em solugcédo SBF.
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Fonte: Elaborado pela autora

Um pardmetro muito importante das pastas cimenticias € a proporcdo L/P. A
partir dela € que se definem as caracteristicas fisico-quimicas que o produto ir4
apresentar. Sabe-se que quanto maior essa proporcdo, maior a porosidade do
cimento e, consequentemente, menor a resisténcia mecanica. As formulagcdes com
silica mesoporosa necessitaram de uma quantidade maior do liquido de mistura para
que formasse uma pasta moldavel, desta forma, um menor valor para a resisténcia
mecanica ja era esperado. Outra caracteristica das particulas de silica mesoporosa
gue podem ter interferido € a sua facil hidratacdo em relacdo aos pds ceramicos e

isso também refletiu na hidratacdo dos cimentos.

E conhecido que os materiais ceramicos utilizados em aplicagdes clinicas
possuem baixa resisténcia mecéanica em relagdo ao osso cortical, que é um fator
limitante nas suas possibilidades de uso, restringindo a locais com menores cargas
fisicas. A resisténcia a compressao dos 0ssos varia, dependendo da sua densidade,
desde 130 a 180 MPa para osso cortical e de 5 a 50MPa para o 0sso trabecular
(MANSQOS, 2008).

Desta forma, a busca por materiais com melhores propriedades mecanicas
tem sido proposta para a aplicagcdo Ossea, pois nos melhores casos alcancam
valores do osso trabecular. Umas das possibilidades para melhorar essa
propriedade seria a adicdo de polimeros. A mistura de policaprolactona ou &cido

polilatico ao B-TCP em p0, na obtencado de scaffolds, resultou em valores préximos a
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100MPa (MARTINEZ-VASQUEZ et al., 2011). EI-Maghraby e colaboradores (2010)
obtiveram um cimento de sulfato de calcio com resisténcia mecéanica 18,2MPa apds
7 dias de cura a 37°C em estufa, porém esse valor foi proximo a 28MPa quando o pd
ceramico foi pré-misturado com 1%(m/m) de alcool poli-vinilico. Comparando esses
valores com os resultados obtidos nesse trabalho para o mesmo material (CaS,
0,55MPa), pode-se observar que a metodologia empregada nesse teste pode
interferir nos resultados, ou seja, 0 ambiente onde o cimento passa pelo processo de
hidratac&do resulta em maior ou menor resisténcia mecanica. Nesse trabalho, optou-
se pela mensuracdo apds imersao por ser mais coerente quando se pretende obter

um cimento injetavel.

Em relacdo aos cimentos CaPs e CaAl, os resultados mostraram que houve
aumento na resisténcia a compressdo com o aumento do tempo de imersédo. Esse
resultados sugere que esse cimentos nao atingiram o maximo de hidratacdo em 24

horas, mesmo com tempos cura final proximo a 30 minutos.
Assim os resultados sobre a resisténcia a compressao dos cimentos foram:
CaAl > CaAlSi > CaP > CaPSi > CaS > CaSSi (1 dia de imersao)

CaAl > CaAlSi = CaP > CaPSi (7 dias de imersao)

Microscopia Eletronica de Varredura

As Figuras de 34 a 39 apresentam as imagens obtidas através da superficie
da fratura dos cimentos que permaneceram em imersao por 24 horas em SBF, ap0s

as medidas de resisténcia a compressao dos corpos de prova dos cimentos.

As imagens relativas aos cimentos CaS e CaSSi (Figuras 34 e 35,
respectivamente) mostram que, ambos materiais, possuem estrutura interna
bastante porosa. E possivel observar cristais em formato de bastonete, que pode ser
atribuido ao sulfato de célcio hemihidratado, material inicial. Através dos resultados
de raios X, observou-se que o material de base desses cimentos, sulfato de calcio
hemihidratado, apds a hidratagdo do cimento, formou outra fase cristalina, o sulfato
de calcio dihidratado. Assim, as imagens de microscopia eletrbnica de varredura
comprovam a presenca de estruturas cristalinas em forma de folhas que

correspondem a cristais de sulfato de calcio dihidratado no cimento CaS (CHEN, Z.
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et al., 2011). Ja no cimento CaSSi essas duas fases cristalinas estdo bem visiveis e
ainda pode-se notar a distribuicdo das particulas de silica mesoporosa entre 0s

cristais de sulfato de calcio.

Figura 34. Imagens fornecidas por microscopia eletrénica de varredura da superficie de fratura do
cimento CaS.
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Fonte: Elaborado pela autora

Figura 35. Imagens fornecidas por microscopia eletronica de varredura da superficie de fratura do
cimento CaSSi e a presenca de particulas de silica mesoporosa entre os cristais (em destaque).
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Fonte: Elaborado pela autora

As Figuras 36 e 37 apresentam as imagens de microscopia eletrbnica de
varredura da superficie de fratura dos cimentos CaP e CaPSi, respectivamente. As
imagens mostram que ambos o0s cimentos possuem distintas fases cristalinas, com
destaque de grandes cristais em forma de placas, e particulas menores que podem
ser atribuidas ao B-TCP que néo reagiu, levando em consideragdo a conversao
tedrica para DCPD de 67%.
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Essa caracteristica também pode estar relacionada ao uso do PEG como um
dos componentes liquidos para obtencdo das pastas de fosfato de célcio. Quando
cimentos a base de B-TCP e MCPM sédo misturados com agua para obtencéo de
uma pasta, em razdo L/P adequada, a cura resulta em uma unica morfologia
cristalina caracteristica de cristais de DCPD (HAN et al., 2009). A cura dos cimentos
CaP e CaPSi depende da troca entre a solugdo ndo aquosa, no caso o PEG, e a
solucdo aquosa do meio de imersdo. Como um material viscoso, o PEG pode
melhorar a coesao e a propriedade reoldgica dos cimentos de fosfato de calcio, mas
ao mesmo tempo impede a reacdo de cura porque envolve as particulas solidas do
cimento (HAN et al., 2009). Notou-se que essa troca foi relativamente lenta e formou
dois compostos cristalinos, monetita e bruxita, e a permanéncia de particulas do

material solido precursor, 3-TCP, como confirmado por difracdo de raios X.

Assim, a presenca do PEG resultou em contato insuficiente e,
consequentemente, interferiu na reacdo da agua com as particulas dentro do
cimento, levando em consideracédo o tempo de cura, onde a por¢cao mais exterior da

amostra parece ter endurecido rapidamente em ambos os cimentos CaPs.

Figura 36. Imagens fornecidas por microscopia eletrénica de varredura da superficie de fratura do

cimento CaP.
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Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 37. Imagens fornecidas por microscopia eletrénica de varredura da superficie de fratura do
cimento CaPSi.
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Fonte: Elaborado pela autora

As imagens referentes a superficie de fratura dos cimentos CaAl e CaAlSi
estdo apresentadas nas Figuras 38 e 39, respectivamente. Analisando as imagens,
pode-se observar que a estrutura interna de ambos os cimentos ndo € homogénea,
apresentando estruturas com morfologias distintas, e a superficie se mostra
fragmentada com canais cristalinos. Esses canais cristalinos devem estar sendo
formados pelo contato com a agua que esta difundindo do meio de imersao para o
interior do cimento, promovendo, assim, a reacdo de hidrolise e atuando como um

acido fraco sobre o material solido basico (MAIER et al., 2010).

Os indices de hidratacéo estao fortemente relacionados a razdo Ca/Al inicial e
a temperatura. A hidratacdo da fase CA ocorre inicialmente através da dissolucao e
subsequente precipitacdo de CAH;o e C,AHg, com reacéo final de acordo com a
equacao 14 (LEA, 1970).

3CA + 12H — C3AHg + 2AH; eq.(14)

Uma maior velocidade de hidratagdo origina um maior efeito do calor de
hidratacdo, porém a fase CA; requer um longo periodo de tempo para se hidratar.
Isso pode explicar o pequeno aumento na temperatura de cura desses cimentos.
Dependendo da cristalinidade inicial do aluminato, a fase CAH;o pode ser detectado
entre 6-24 horas apos a mistura e a fase C,AHg apos 24 horas (LEE, W. E. et al.,,
2001). Em relacao ao cimento CaAlSi, a hidratagdo pode estar ocorrendo de forma
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mais lenta do que aquele sem silica mesoporosa, devido a facilidade da silica em se
hidratar, o que pode estar impedindo a formacgédo dos produtos de hidratacdo no
periodo analisado, assim como a predominancia da fase CA, mostrado pelo

difratograma correspondente a esse cimento.

Figura 38. Imagens fornecidas por microscopia eletrénica de varredura da superficie de fratura do
cimento CaAl.
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Fonte: Elaborado pela autora

Figura 39. Imagem fornecida por microscopia eletrénica de varredura da superficie de fratura do
cimento CaAlSi.
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Fonte: Elaborado pela autora

Densidade e Porosidade Aparente

Os valores médios referentes a porosidade e a densidade aparente para os
cimentos estudados estdo apresentados nas Figura 40 e 41, respectivamente.
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Através dos resultados apresentados na Figura 40, pode-se observar que
todas as formulacdes apresentam valores de porosidade acima de 10%. Outra
caracteristica € que aqueles cimentos que possuem silica mesoporosa em sua
composicdo apresentaram maior porosidade quando comparadas com as

formulacBes sem essas particulas.

Dentre os cimentos, 0s que apresentaram menor porosidade foram os CaAls,
onde o CaAl apresentou 9,26+0,7% de porosidade e o CaAlSi, 12,7+0,5%. Ja os que
mostraram maior porosidade foram o CaSSi, CaP e CaPSi, com 37,9+5,8, 37,3t1,7

e 42,2+2,3%, respectivamente.

No caso dos cimentos CaPs, que possuem [(-TCP adicional nas suas
formulacdes, determinadas quantidades remanescentes desse reagente podem ter
um efeito negativo sobre as propriedades mecanicas, devido aos poros existentes
entre os graos. Além disso, pode nao haver fases cristalinas suficientes para unir 0s
gréos do cimento apos o endurecimento (BARRALET; GROVER; GBURECK, 2004)
devido também a presenca de PEG e de silica entre as particulas dos cimentos,
levando ao aumento da porosidade do produto final e, desta forma, reduzindo a

resisténcia mecanica.

Figura 40. Porosidade aparente dos cimentos com e sem particulas de silica mesoporosa.
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Fonte: Elaborado pela autora

A Figura 41 apresenta os valores de densidade aparente paras os cimentos
CaSs, CaPs e CaAls. Os resultados mostram a reducao da densidade aparente dos

corpos de prova com a adi¢cdo de silica mesoporosa na composicdo dos cimentos,
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em relacdo aqueles sem silica. Além do mais, hd uma relacdo inversa entre a
densidade e a porosidade, onde os cimentos CaAls, que possuem menor
porosidade, apresentaram maiores valores de densidade.

Figura 41. Densidade aparente dos cimentos com e sem particulas de silica mesoporosa.
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Fonte: Elaborado pela autora

A razdo L/P é um fator que influencia na porosidade dos materiais
cimenticios, onde quanto maior essa razdo, maior a porosidade do material
(ENGSTRAND; PERSSON; ENGQVIST, 2014). Sabe-se que a resisténcia mecanica
€ inversamente proporcional a porosidade do corpo ceramico, porque é uma
propriedade dependente da porcdo sélida do material, assim os vazios tendem a
influenciar negativamente na resisténcia mecanica (HOFMANN, M. P. et al., 2009).
Embora um procedimento para reduzir a porosidade seja a diminuicdo da relacao
L/P utilizada, a necessidade de se obter uma pasta moldavel e injetavel determina

um limite nessa reducao, além de refletir no tempo de cura.

De fato foi observado que com a pré-mistura das particulas de silica
mesoporosa nos componentes soélidos dos cimentos houve aumento da relagdo L/P
para se obter uma pasta moldavel similar as mesmas sem essas particulas. Devido
a isso, tais cimentos apresentaram maior porosidade e menores valores de

resisténcia mecanica.

Normalmente, apdés o tempo final de cura, cristais precipitam e crescem
apitaxialmente, sendo 0s responsaveis pela aderéncia e intercruzamento das

particulas dos cimentos. Com o tempo, devido ao processo de hidratacdo, uma
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maior quantidade de cristais preenchem os vazios que podem ser compactos em
algumas é&reas de alta densidade e mais separados em areas com maior porosidade
(AMBARD; MEUNINGHOFF, 2006). As imagens de microscopia eletrbnica de
varredura das fraturas dos cimentos apresentaram canais porosos proximos as
aglomeracdes das particulas de silica, sugerindo que o0 aumento da porosidade pode
ser também devido a dispersdo das particulas dos cimentos promovida pelas

particulas de silica.

Por outro lado, a porosidade aberta € um fator favoravel a osteoconducéo,
que dependendo da dimensao, permite o crescimento de 0SSO novo no interior dos
poros do material (MACHADO; SANTOS, 2009). Pode-se dizer que os cimentos
estudados possuem a tendéncia de favorecer esse comportamento, principalmente
0S que apresentam maiores porcentagens de porosidade. No entanto, esse valor
ndo € estavel, podendo ser alterado com o aumento do tempo de imersdo e
interacdo dos cimentos com a solucdo, como por exemplo, aumento da porosidade
devido a degradacdo do material e/ou precipitacdo de HA sobre sua superficie, se

caso for bioativo.

Injetabilidade

Para avaliar a importancia do tempo de trabalho préatico na injetabilidade dos
cimentos, efetuou-se injecdes mecanicas dos cimentos utilizando as mesmas razdes
L/P dos testes anteriores. As Figuras de 42 a 44 apresentam os resultados obtidos

para os cimentos CaS, CaP e CaAl, respectivamente, sem e com particulas de silica.

A partir da analise dos gréficos, pode-se observar que o cimentos CaSs
apresentaram 0s menores tempos de injetabilidade que os demais materiais
testados, ou seja, possuiu um menor tempo para manipulagdo do cimento e injecéo
na fratura. Aléem disso, o cimento CaSSi mostrou nenhuma injetabilidade em apenas
10 minutos apds a mistura do pé com o liquido, sendo o tempo de trabalho mais

curto apresentado.

Em relacdo aos cimentos CaP e CaPSi, nota-se que a presenca de silica
mesoporosa interfere no tempo de trabalho desses cimentos. Os resultados

demostraram que 15 minutos apds a mescla o CaPSi apresenta praticamente 0% de
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pasta injetada, enquanto o CaP ainda apresenta cerca de 50% de material

extrudado.

Figura 42. Injetabilidade dos cimentos CaS e CaSSi em funcéo do tempo apos o inicio da mistura.
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Fonte: Elaborado pela autora

Figura 43. Injetabilidade dos cimentos CaP e CaPSi em funcéo do tempo ap0s o inicio da mistura.
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Fonte: Elaborado pela autora

Porém em relagdo ao cimento CaAlSi, a presenca de particulas de silica
mesoporosa em sua composicao atuou de forma positiva. O grafico da Figura 44
mostra que mesmo apés 20 minutos de mistura entre o p6 e o liquido, no caso a

dispersdo aquosa de 1%m CMC, o comportamento de injetabilidade desse cimento
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se manteve elevado, proximo a 95%. No entanto o cimento sem silica, o CaAl,

apresentou 0% de extrusdo em 20 minutos ap0s a mistura.

Figura 44. Injetabilidade dos cimentos CaAl e CaAlSi em fun¢céo do tempo apés o inicio da mistura.
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Fonte: Elaborado pela autora

A ideia de injetabilidade de uma pasta € importante quando envolve defeitos
0sseos de acessibilidade limitada ou quando se pretende usar técnicas cirargicas

minimamente invasivas.

De acordo com Khairoun e colaboradores (1998), uma ma injetabilidade se
caracteriza pela ocorréncia de separacdo de fase entre o componente sélido e o
componente liquido, resultando em uma extrusdo parcial. Mesmo com tempos de
injetabilidade distintos, esse comportamento ndo foi observado em nenhum dos
cimentos analisados, utilizando a carga maxima para inje¢cdo de 100N. De acordo
com 0S mesmos autores, quanto maior for a quantidade de cimento extrudado da
seringa, mais injetavel ele é. Os resultados mostraram que 0S cimentos menos
injetaveis sdo os CaS e CaSSi, que pode estar relacionado ao periodo necessario

para a cura dos mesmos.

No entanto, o uso de uma mesma forca pode ser questionavel, pois a forca
necessaria para extrudar uma pasta da seringa pode alcancar valores superiores a
100N. Assim, para alguns autores, o uso de uma forca maxima pode ndo medir a
injetabilidade, mas sim a facilidade de injecdo de uma pasta (BOHNER; BAROUD,
2005; BURGUERA; XU; SUN, 2008), que esta diretamente relacionada a sua
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viscosidade, para que um cimento seja injetdvel a pasta deve apresentar baixa
viscosidade, de modo a oferecer pouca resisténcia ao sair da seringa. Desta forma,
os cimentos CaP e CaAl, de acordo com a metodologia utilizada, possuem maior
facilidade de extrusdo, em comparacao aos cimentos CaS usando agua deionizada

como componente liquido.

Bioatividade e Degradacéo in vitro em solucdo SBF

Para determinar a bioatividade dos cimentos, moldes em forma de disco
foram feitos e imersos em solucdo SBF por 7 e 14 dias. As imagens de microscopia
eletrbnica de varredura das superficies dos discos ap0s a imersdo em solucdo SBF

estdo apresentadas nas Figuras de 45 a 56.

Pode-se observar que apés a imersédo em solucdo SBF por 7 dias, o cimentos
CaS e CaSSi mostram precipitacdes em sua superficie, porém de forma néo
homogénea, intercalando com os cristais de sulfato de célcio dihidratado e particulas
de silica (Figura 45 e 47). As imagens de 14 dias de imersdo também apresentam
essas estruturas precipitadas na superficie, que foram caracterizadas por EDS como
sendo cristais de fosfato de célcio (Figura 46 e 48), porém ndo se conseguiu
mensurar se houve aumento ou ndo, embora as imagens de 14 dias de imersao em
solugcdo SBF mostram que a precipitacdo foi maior para o cimento com silica, CaSSi.
E conhecido que, para que haja precipitacéo de hidroxiapatita sobre a superficie de
um material a partir de solucdo SBF, o mesmo deve apresentar uma superficie
estavel. Essa caracteristica ndao foi observada para os cimentos CaSs, que esta
relacionado com sua alta taxa de degradacdo, fazendo com que ndo ocorresse
precipitacdo em toda a superficie da peca e, desta forma, ndo pode ser considerado

bioativo.
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Figura 45. Imagens de microscopia eletrdnica de varredura das superficies dos discos de CaS
imersos em solu¢do SBF por 7 e 14 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora

Figura 46. Espectro de EDS para o cimento CaS apos imersdo em solugéo de SBF por 14 dias.
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Figura 47. Imagens de microscopia eletrdnica de varredura das superficies dos discos de CaSSi
imersos em solu¢do SBF por 7 e 14 dias.
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Figura 48. Espectro de EDS para o cimento CaSSi ap6s imersao em solucao de SBF por 14 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora

Observando as imagens dos cimentos CaP e CaPSi ap6s 7 dias em imersao
em solucdo SBF, percebe-se que suas superficies apresentaram estruturas
semelhantes em forma de agulhas que se direcionam para todos os lados (Figura 49
e 51). Com o aumento do tempo de imersdo para 14 dias, a quantidade de cristais
sobre ambas as superficies aumentou, formando uma camada mais densa. O grafico
de EDS (Figura 52) mostra que na amostra CaPSi nédo foi detectada a presenca das
particulas de silica mesoporosa na superficie da amostra apos 14 dias de imerséo,
devido a precipitacdo homogénea de cristais de apatita sobre a superficie do corpo

de prova.

Figura 49. Imagens de microscopia eletronica de varredura das superficies dos discos de CaP
imersos em solu¢do SBF por 7 e 14 dias.
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Figura 50. Espectro de EDS para o cimento CaP ap6s imersédo em solucédo de SBF por 14 dias.
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Figura 51. Imagens de microscopia eletrénica de varredura das superficies dos discos de CaPSi
imersos em solugcdo SBF por 7 e 14 dias.

CaPSi-14d

1 U | 1
S4700-ICV 20.0kV 16.5mm x1.00k SE(M) 9/24/13 50.0um

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 52. Espectro de EDS para o cimento CaPSi apés imersao em solucao de SBF por 14 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora

De acordo com as imagens de microscopia eletronica de varredura, observou-
se um crescimento de cristais sobre a superficie das formula¢cdes CaAls. Logo na
primeira semana (Figura 53) houve o aparecimento de pequenas particulas esféricas
sobre a amostra CaAl. ApGs 14 dias, essas particulas globulares se tornaram mais

frequentes tornando-se um arranjo predominante sobre a amostra, composto por
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diminutos cristais semelhantes aos cristais de apatita apds ensaios de bioatividade in
vitro usando a solucdo SBF (YAN et al., 2006). Em relacdo a amostra CaAlSi, apos
imersdo por 7 dias, pequenos cristais agregados foram observados sobre a sua
superficie (Figura 55), compostos por fosfato de calcio (Figura 56). Assim como
aconteceu com 0s outros cimentos, a quantidade de cristais sobre a superficie dos
materiais continuou a aumentar com o aumento do tempo de imersédo, formando

arranjos globulares constituidos por inUmeros cristais.

Figura 53. Imagens de microscopia eletrénica de varredura das superficies dos discos de CaAl

imersos em solugédo SBF por 7 e 14 dias.

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 54. Espectro de EDS para ¢ cimanto CaAl apds imersdo em solu¢éo de SBF por 14 dias.
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Figura 55. Imagens de SEM das superficies dos discos de CaAlSi imersos em solucdo SBF por 7 e
14 dias.
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Figura 56. Espectro de EDS para o cimento CaAlSi apds imersao em solucao de SBF por 14 dias.
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E conhecido que a formacdo de apatita sobre a superficie de um material
depende do fluido corpéreo supersaturado em fons Ca** e PO,> e uma vez que o
sitio de nucleacdo da apatita € formado sobre um material dentro do organismo, ele
continua a crescer espontaneamente pelo consumo desses ions presentes no fluido
do corpo (TAKADAMA; KOKUBO, 2008). Porém o processo de deposicdo atua em
uma taxa baixa com auséncia da formacédo de uma camada de apatita homogénea

nas fases iniciais da implantagéo (HE et al., 2012).

Estudos tém comprovado que os biovidros sdo capazes de formar apatita
sobre sua superficie apos imersdo em solucdo de SBF (KOKUBO, KIM,
KAWASHITA, 2003; PADILLA et al, 2006; SAN MIGUEL et al., 2010). Com a adi¢do
de silica mesoporosa nos cimentos ocorre formacdo de uma camada de silica

hidratada, que fornece sitios favoraveis a nucleacéo para os cristais de apatita.
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De acordo com LeGeros (1981), a morfologia globular observada nas
imagens de microscopia eletrbnica de varredura ap0s a imersdo em SBF esta
relacionada a presenca de hidroxicarbonato de apatita (HCA). A concentracdo de
fons carbonato (CO*) na molécula de HA define sua morfologia, variando de cristais
aciculares a globulares, que deve ter uma espessura e uma estabilidade adequada,
pois vai influenciar na adeséo de células, orientando, por exemplo, a formacdo de
tecido conjuntivo (LI, P. et al., 1992).

As imagens de microscopia eletrbnica de varredura mostraram que 0S
materiais estudados sdo capazes de formar hidroxiapatita, com ou sem particulas de
silica dentro de 7 dias, e que 0 numero e o tamanho dos cristais aumentaram com o
tempo de imersdo, indicando que 0s cimentos estudados possuem excelente

bioatividade, exceto os cimentos CaS e CaSSi.

As taxas de degradacdo das amostras dos cimentos foram caracterizadas
pela perda de massa em solucdo SBF em até 28 dias de imerséo. As concentragdes
de Ca, P e Si foram analisadas por ICP, que € baseado na vaporizagao, dissociacao
e excitacdo dos diferentes elementos quimicos de um material no interior de um
plasma. Durante o processo de desexcitacdo, 0s atomos neutros e ions presentes
no plasma emitem radiacdo eletromagnética, na zona do UV-visivel, caracteristica

de cada elemento.

A ideia do teste de degradacao in vitro € tentar prever o comportamento de
degradacdo do material durante a liberacdo do peptideo OGP, porém, a reproducao
em laboratorio das condi¢cdes presentes no processo de degradacdo in vivo €
impossivel. A degradacéo in vivo envolve uma série de fatores que podem afetar a
cisdo hidrolitica das cadeias, e que vao desde a aplicacdo de tensdes, até a

existéncia de respostas celulares e enziméticas (HOFFMAN, 1992).

As Figuras 57, 59 e 61 mostram a degradacdo dos cimentos CaS, CaP e
CaAl, sem e com silica, e alteracdes no pH apds imersdo em solucdo SBF por varios
periodos de tempo. Foi observado que a taxa de degradacdo dos cimentos com
silica mesoporosa (CaSSi, CaPSi e CaAlSi) foi maior que a taxa dos cimentos sem
essas particulas na composicado. Pode-se presumir que a taxa de degradacao sera
maior quanto maior sera a quantidade de silica na composicdo (HUAN; CHANG,
20009).



Resultados e Discussdo 134

Os cimentos CaS e CaSSi mostraram maior degradagao entre as formulagdes
estudadas, onde a degradacéao foi continua durante o periodo analisado. O cimento
com silica mesoporosa mostrou degradacédo um pouco mais acentuada que o Cas,
alcancando cerca de 80% de perda de massa apoés 28 dias de imersdao. Mesmo com
alta taxa de degradacéo, os valores de pH se mostraram praticamente constantes
para ambos os cimentos, permanecendo proximo a 7,5. As andlises da solugcdo SBF
remanescente, durante o mesmo periodo, mostraram um crescente aumento da
concentracdo de Ca e Si (Figura 58), comprovando os dados de perda de massa. E
interessante observar a reducdo de concentracdo de fosfato na solucdo, que
demonstra a interacdo do material com a solucdo e resulta na precipitagcdo de

cristais de apatita, como mostrado pelas imagens de microscopia.

Figura 57. Degradacdo e mudancgas nos valores de pH dos cimentos CaS e CaSSi ap6s imersdo em
solugcdo SBF em vérios periodos de tempo.
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Figura 58. Andlise das solu¢cdes SBF remanescentes apds imersdo dos cimentos CaS e CaSSi.
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A taxa de degradacdo dos cimentos CaP e CaPSi foi maior durante os
primeiros 7 dias de imersédo. Entre 7 e 28 dias a taxa de degradacdo foi menor,
porém o cimento CaPSi mostrou maior porcentagem degradada, em torno de 32%,
mais uma vez mostrando a importancia das particulas de silica mesoporosa na
degradabilidade do material. Em relag&do aos valores de pH da solu¢cdo SBF, houve
uma reducgdo de 7,4 para 6,0 logo no primeiro dia de analise em ambos os cimentos,
porém os valores foram aumentando gradualmente e apds o sétimo dia permaneceu
constante proximo a 7,5. Quando a solucdo SBF remanescente foi analisada (Figura
60), pode-se observar que a degradacdo de ambos os cimentos é governada pela
liberacdo de Si e P, ja que ndo ocorre aumento da concentra¢do de Ca na solucéo.
Outro fato relacionado a degradacédo € que, tanto a concentracdo de fosfato quanto
de Si aumentaram durante os primeiros 7 dias de imersdo e ndo alteram apés esse

periodo, sendo esse comportamento muito parecido com a porcentagem de massa
perdida.

Figura 59. Degradacdo e mudangas nos valores de pH dos cimentos CaP e CaPSi apos imersdo em

solugcdo SBF em vérios periodos de tempo.
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Figura 60. Analise das solucdes SBF remanescentes ap6s imersdo dos cimentos CaP e CaPSi.

-100 i : (:C::Si 1 I I } I l ] § § §

160 - 1 [
1

-200 4 140

2300 4 E E 250 1204

-500 4 ; 1004
-600 - i 50
.
-700 T T T T T T T T T T T T T T 0 T T T T T T T
0 2 4 6 8 0 12 14 16 0 2 4 6 8 00 12 14 16 0 2 4 6 8 0 12 14 16

Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)

Fonte: Elaborado pela autora

100 -

=
3
1

@
3
1
—-—

Concentragao Ca (mg.L")
Concentragao Si (mg.L™")

IS
S
!

= CaPSi 20

Ao contrario do comportamento de perda de massa apresentados pelos
cimentos CaSs e CaPs, os cimentos CaAls mostraram aumento na porcentagem de
massa das amostras. Esse aumento iniciou no primeiro dia de imersdo e
permaneceu até 21 dias. Esse fato se deve, provavelmente, a hidratacdo das
particulas de aluminato de célcio, pois como outros resultados jA demostraram, um
dia somente néo foi suficiente para a hidratacdo total do material. A perda de massa
s6 iniciou a partir de 21 dias de imersdo em SBF. A Figura 61 representa as
mudanc¢as nos valores de pH causados por esses cimentos; no primeiro dia de
imersao houve um ligeiro aumento no pH e estabilizou proximo a 7,5 apds 3 dias de
imersdo. A andlise das concentracbes de Ca, P e Si na solucdo de SBF apés a
imersdo dos cimentos estdo apresentados na Figura 62. Através dos graficos de
concentracdo/tempo pode-se observar a reducdo da concentracdo de P em ambos
0S cimentos, que deve estar interagindo com 0s materiais para a precipitacdo de
apatita na sua superficie como mostrado pelas imagens de microscopia eletrénica de
varredura. O aumento da concentracdo de Ca e Si foi menor, comparado com 0s
outros cimentos para o mesmo volume de solucdo, que pode estar relacionado ao
resultado de degradacédo, onde esses cimentos ndo degradaram durante o periodo
analisado.
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Figura 61. Degradacao e mudancas nos valores de pH dos cimentos CaAl e CaAlSi ap6s imersédo em
solucdo SBF em varios periodos de tempo.
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Figura 62. Andlise das solu¢cdes SBF remanescentes apos imersédo dos cimentos CaAl e CaAlSi.
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E desejavel que os biomateriais para preenchimento 6sseo sejam degradados

com velocidade proxima a formagcdo de um novo tecido 0sseo. A capacidade de

degradacdo em meio fisiolégico é uma das mais importantes caracteristicas na

aplicacdo de materiais para reparacdo 0ssea. A degradacdo de um material é

primeiramente governada pela composicdo quimica e caracteristicas fisicas do

material, razdo pela qual houve maior degradacdo pelos cimentos de sulfato de

calcio. Os resultados mostraram ainda que a degradacao foi mais lenta nos cimentos

CaPs e CaAls e a importancia da presenca de particulas de silica mesoporosa no

processo de degradacao dos cimentos CaSs e CaPs.

14
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5.3. Sintese, purificacéo e caracterizacdo do peptideo OGP e CF-OGP

A sintese Fmoc/tBu é caracterizada por grupos a-amino dos aminoacidos
protegidos por uma molécula estavel ao TFA e labil a bases organicas, como a
piperidina. Logo, as cadeias laterais reativas dos aminoécidos trifuncionais, estdo
protegidas por grupos t-butilicos ou derivados, os quais sdo estaveis a bases

organicas e labeis ao TFA.

A sintese do peptideo OGP foi desenvolvida utilizando 1,0 g de resina Fmoc-
Gly-Wang, onde ao término da sintese, a massa obtida foi dividida em duas partes,
sendo uma delas utilizada para o acoplamento da CF.

A partir dos resultados de tempo de retencdo e porcentagem de solvente
obtidos na andlise do OGP, foi definida a condi¢cdo relativa a concentracdo de
solvente para purificacdo do peptideo em escala semi-preparativa. O composto bruto
foi purificado em modo semi-preparativo, obtendo-se um material com pureza
consideravel (= 95%) (Figura 63).

Figura 63. Cromatogramas do peptideo OGP bruto e ap0s purificacao.
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Fonte: Elaborado pela autora

Na Figura 64, a identidade molecular do peptideo OGP foi confirmada por
determinacdo da correspondente massa molecular, 1.523,8 g.mol™, determinada
pela técnica LC-MS positivo [ES m/z =763 (M + 2H)+2 509,1 (M+3H)+3].



Resultados e Discussdo 139

Figura 64. Espectro de Massas da fracéo purificada do peptideo OGP.
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Fonte: Elaborado pela autora

A sintese do peptideo OGP marcado com 5,6-carboxifluoresceina foi

realizada nos mesmos moldes que a sintese descrita anteriormente, onde o restante

da peptidil-resina foi utilizada para acoplar a CF.

Os perfis cromatograficos do peptideo bruto e puro estdo apresentados na

Figura 65. A partir dos resultados de tempo de retencdo e porcentagem de solvente

obtidos na andlise do CF-OGP, foi definida a condicdo relativa a concentracdo de

solvente para purificacdo do peptideo em escala semi-preparativa.

Figura 65. Cromatogramas obtidos em escala analitica do peptideo CF-OGP bruto e purificado.
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A analise do espectro de massas obtido no modo positivo (Figura 66)

confirmou a obtenc&o do produto esperado. A valor da massa molecular obtida [ES
m/z = 942,8 (M+2H)*?, 628,2 (M+3H)"® e 471,5 (M+4H)"] foi correspondente ao valor

tedrico esperado (1.882,50).
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Figura 66. Espectro de Massas da fracéo purificada do peptideo CF-OGP.
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Os perfis cromatograficos das sequéncias OGP e CF-OGP puras
apresentaram um pico Unico em relacdo aos cromatogramas observados a partir da
andlise do peptideo bruto. Os resultados demonstraram que os procedimentos
utilizados desde a sintese até a purificacdo foram realizados com sucesso, levando a

obtencéo da sequéncia desejada.

Os resultados das andlises de dicroismo circular correspondem as unicas
informacdes sobre estrutura secundaria do peptideo sintetizado e esta apresentado

na Figura 68.

Utilizou-se como referéncia para a analise dos espectros, a Figura 67, que
mostra as diferentes formas de espectros de CD, que sao referentes as possiveis
estruturas secundarias de proteinas. O perfil 1 representa o espectro caracteristico
de estrutura tipo alfa-hélice, apresentando duas bandas negativas, uma em torno de
208 nm e outra em torno de 222 nm e, uma banda positiva em torno de 198 nm; 2
representa o espectro caracteristico de estrutura tipo folha-3 e apresenta uma banda
positiva em torno de 196 nm e outra negativa em torno de 218 nm; e o 3 representa
0 espectro caracteristico de estrutura desordenada, apresentando uma banda

negativa com minimo em torno de 198 nm.

Para as proteinas com estrutura aleatéria, as interacdes de longa distancia
Sado minimas e seu espectro € composto por duas bandas caracteristicas, sendo

uma banda negativa, centrada em 195 nm e outra positiva, centrada em 212 nm.
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Figura 67. Espectros tipicos de CD mostrando o perfil caracteristico de a- hélice, folha-$ e estrutura

desordenada.
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Fonte: WHITMORE; WALLACE, 2007.

De acordo com Bab e Chorev (2002), o peptideo OGP apresenta sequéncia
pequena e estrutura linear, o que o faz ser altamente susceptivel a protedlise. Essa
estrutura ndo definida foi comprovada pelos espectros de dicroismo circular, onde o
peptideo OGP apresentou curva caracteristica de estrutura desordenada
semelhante a curva obtida para o peptideo CF-OGP. Mesmo que em uma proteina
ou peptideo enovelado o arranjo tridimensional dos cromoforos afete a estrutura
eletrbnica (ROCHA, C. A. 2014), os resultados mostraram que no caso de

sequéncias sem estrutura secundaria isso ndo ocorre, mantendo a estrutura original.

Figura 68. Espectro de CD do peptideo OGP puro e CF-OGP.

0.4

0.2 7
5 00
S
<
o~
£  -024
o
(o))
[}
04
T 044
X
2 0.6
— OGP
CF-OGP
-0.8 4
T T T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250
A (nm)

Fonte: Elaborado pela autora



Resultados e Discussdo 142

5.4. Incorporacdo as particulas de silica mesoporosa e estudo da
liberacdo de CF-OGP em solucédo de SBF a partir dos cimentos

O peptideo OGP nédo possui fluorescéncia intrinseca, o que ndo permite o
emprego da espectroscopia de fluorescéncia para sua analise. Assim, para tornar
possivel 0 uso dessa técnica, foi acoplada a extremidade N-terminal do peptideo,

uma molécula fluorescente, como descrito anteriormente.

A escolha da Espectroscopia de Fluorescéncia para monitorar o
comportamento do peptideo em solucao frente as particulas de silica é devido a sua
sensibilidade, o que tem permitido sua aplicacdo em casos que requerem baixos
limites de deteccdo (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009) e os resultados obtidos por
Mendes et al. (2013) mostraram que a técnica é confiavel para aplicacdo com CF-
OGP.

Foi tracado um espectro de fluorescéncia do peptideo CF-OGP livre para
determinar o comprimento de onda maximo de emissao (Figura 69), sendo fixado o
monocromador de excitacao a 492 nm (A maximo de absorc¢ao), de acordo com o
fabricante da carboxifluoresceina. Desta forma, fixando os comprimentos de onda de
excitacao (Aexc) em 492 nm e de emissao (Aem) €m 520 nm, foi obtida a curva padréo
de fluorescéncia do CF-OGP (em tampé&o Tris a temperatura ambiente) para auxiliar

na quantificacdo do peptideo adsorvido nos materiais analisados.

Figura 69. Espectro de fluorescéncia do peptideo CF-OGP
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Fonte: Elaborado pelo autora
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O numero de mols de CF-OGP adsorvidos, partindo de uma solugdo com
concentracdo em 2x10°® mol.L™, foi 5,6%10°mol, correspondendo a 98% de peptideo
OGP tedrico nessa solucdo. Nos estudos Mendes et al. (2013) sobre a adsorcao do
peptideo OGP em particulas de silica mesoporosa, foi observado que em tempo de
méxima adsorc¢do, cerca de 30 minutos, e partindo de uma solugdo com mesma
concentracdo, a adsorcdo foi de aproximadamente 97% do peptideo em solucéo

apos lavagem das particulas para eliminar o excesso.

Os resultados mostraram que a capacidade de incorporacdo das particulas &
satisfatoria. Este fato se deve provavelmente pela afinidade da superficie negativa
da silica com o peptideo, de carga positiva, em pH 7,4 (MENDES et al., 2013). E
conhecido que as biomoléculas e polimeros contendo residuos carregados
positivamente tem uma elevada afinidade com a superficie de silica, que exibe
superficie com carga negativa em pH neutro devido a presenca de grupos hidroxil
desprotonados na superficie (ETESHOLA; BRILLSON; LEE, 2005; PUDDU; PERRY,
2012). Assim, em relacédo ao peptideo OGP, a incorporacéo favoravel do peptideo
pode ser devido a rede de ligacdes de hidrogénio formadas entre o grupo silanol e
as cadeias laterais dos aminoacidos Arg e Lys ou com grupo amino do primeiro
aminoacido da sequéncia, Ala. Além disso, é importante ressaltar a grande area de
superficie, homogeneidade dos poros e a exposi¢cdo dos sitios de adsorcdo na
superficie do material (ARCOS et al., 2009; VALLET-REGI et al., 2008).

Uma andlise das particulas por adsorcdo e dessorcdo de nitrogénio foi
realizada apdés o peptideo ser incorporado (Figura 70). A amostra de silica
mesoporosa incorporada com o peptideo apresenta uma isoterma de adsorcao
semelhante a amostra pura, porém o volume total de N, adsorvido é menor,
indicando a presenca do peptideo adsorvido na rede do material. A adsor¢éo
também é evidenciada pela diminuicdo da area superficial especifica das particulas
carregadas, alcancando valores de aproximadamente 304 m2.g*, comprovando a

presenca das moléculas do peptideo.
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Figura 70. Isotermas de adsorcéo-dessorcao de nitrogénio da silica mesoporosa incorporada com
peptideo OGP.
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Houve reducdo no volume médio dos poros ao incorporar o peptideo OGP na
matriz mesoporosa, com valor inicial foi calculado em 0,75 cm®g™’ (isoterma da
Figura 16) para 0,62 cm®.g™ ap6s a incorporacéo. Isso pode ser devido ao fato que
as moléculas do peptideo adsorvidas nos canais ndo ocuparem completamente o
espaco disponivel, restando espaco para a adsorcdo de N, (SOUSA; SOUZA,
SOUSA, 2008), o que pode sugerir que outras moléculas com atividade bioldgica,
como farmacos, ainda podem ser adsorvidas e resultar em um material

multifuncional.

Neste trabalho, a solugdo SBF foi escolhida para os testes de liberagdo do
peptideo por possuir concentracdo ibnica semelhante ao plasma sanguineo, usando
a metodologia de dissolucdo de comprimidos adaptado para o sistema em estudo
(SASKA et al., 2012; MENDES et al., 2013).

Os perfis de liberagdo cumulativos do peptideo OGP plotados em funcéo do
tempo a partir dos cimentos CaSs, CaPs e CaAls sao apresentados na Figura 71,
72, 73, respectivamente. Os cimentos foram analisados durante 7 dias e o0 inset

destaca as primeiras 24 horas de liberagéo.

Todos os perfis mostram que a liberacédo do peptideo CF-OGP para a solucao

NAo ocorreu nNos primeiros minutos de imerséo, o0 que sugere que o peptideo nao é
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liberado durante a cura dos cimentos. O cimento CaSSi mostrou que o peptideo
comeca a ser liberado apdés 170 minutos de imersdo. O grafico do cimento CaPSi
demonstra que a liberacdo do peptideo se iniciou apdés 120 minutos. Ja no cimento

CaAlSi, a liberagdo comeca ap0Os os primeiros 270 minutos.

Mesmo o0s cimentos estando carregados com a mesma quantidade de
peptideo CF-OGP, o perfil e a quantidade, porcentagem, liberados sé@o diferentes
entre eles, podendo estar relacionado as reacdes e aos produtos de hidratacao.
Pode-se observar que o cimento CaSSi liberou cerca a 5,5x10° mol, em 7 dias, que
representa quase 96% do conteudo peptidico presente na amostra. Os cimentos
CaPSi e CaAlSi liberaram menos peptideo no mesmo periodo, sendo
aproximadamente 66% (3,8x10° mol) e 35% (2,0x10° mol) de peptideo CF-OGP,
respectivamente.

Figura 71. Perfil de liberagdo acumulativa de CF-OGP a partir do cimento CaSSi; inset destacando a
liberag&o nas primeiras 24 horas.
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Figura 72. Perfil de liberacdo acumulativa de CF-OGP a partir do cimento CaPSi.
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Figura 73. Perfil de liberagdo acumulativa de CF-OGP a partir do cimento CaAlSi.
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Os perfis de liberacao foram analisados de acordo com o modelo de Higuchi,

gue admiti que a molécula na camada superficial do sistema dissolve-se na matriz e
difunde-se para o meio (HIGUCHI, 1963; COSTA; LOBO, 2001). No caso de

farmacos dispersos em uma matriz ceramica porosa, a liberacdo € governada por



Resultados e Discussdo 147

um mecanismo que pode ser explicado por esse modelo, que é fundamentado na

primeira Lei de Fick.

Em geral é possivel resumir o0 modelo de Higuchi a seguinte equacgéo (15),

conhecida como modelo de Higuchi simplificado:

a= Ktl/? eq.(15)

onde a é a quantidade de peptideo liberado, K é a constante de liberacdo e t € o

tempo.

A quantidade de peptideo liberada em fun¢éo da raiz quadrada do tempo foi
avaliada e uma regresséo linear a partir do inicio da liberacao foi usada para ajustar
os dados, com R? 2 0,98. Para isso foi admitido como limite analisado 80%, 50%,
25% para os cimentos CaSSi, CaPSi e CaAlSi, respectivamente. A analise dos
resultados mostra que a liberacdo do peptideo ajusta-se ao mecanismo de difuséo,
caracteristico de sistemas de liberacdo utilizando particulas mesoporosas como
carreadores (SHEN et al., 2011). A taxa de liberacdo estimada pela constante

cinética K foi avaliada e os valores sdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Parametros cinéticos de liberacéo do peptideo CF-OGP.

Amostra K (%OGP/min™") R
CaSSi-CFOGP 3.2% 0.99
CaPSi-CFOGP 2,2% 0.985

CaALSi-CFOGP 1,4% 0.987

Fonte: Elaborado pela autora

Alguns estudos j& confirmaram que a liberagdo de moléculas de antibidticos é
dependente da composi¢cdo do cimento. Pode-se observar que as taxas de liberacao
do peptideo foram distintas entre os cimentos. Dentre as amostras, o cimento CaSSi
apresentou taxa de liberacdo maior que os demais cimentos, sugerindo que a
degradacéo do cimento esta relacionada com a liberagéo do peptideo. Rosenblum e
colaboradores (1993) relataram que a liberagéo de fatores de crescimento a partir de
sulfato de calcio como carreador € diretamente proporcional a sua degradacdo. Uma

alternativa para reduzir a velocidade de degradacdo e, consequentemente, de
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liberacdo nesses materiais € a adicdo de fosfatos de célcio em sua formulagéo
(DOADRIO et al., 2004), ou até o recobrimento com polimero biodegradaveis
(BENOIT et al., 1997). Deve-se destacar que a liberacdo pode ser influenciada
também pela quantidade de moléculas incorporadas nas particulas de silica
mesoporosa (MENDES et al., 2013). Li H. e colaboradores (2015) mostraram que a
liberacdo do fa&rmaco vancomicina a partir de particulas de silica em cimentos de
sulfato de calcio mostraram que quanto maior a quantidade de farmaco nas
particulas, maior a velocidade de liberacdo. Além disso, o cimento de sulfato de
calcio com essas particulas promoveram liberacdo mais lenta da vancomicina
durante as primeiras 24 horas, onde apos 10 dias de ensaio foi liberado 89% do

farmaco.

Em relagdo ao cimento CaPSi, a liberacdo foi proporcional a t¥? até 50% do
peptideo liberado e a velocidade de liberacdo estabilizou apds este valor, mas a
quantidade total do peptideo presente nesse cimento nao foi liberado ao final das
leituras. Resultados semelhantes foram apresentados por Bohner e colaboradores
(1997b), quando estudaram a liberagcdo de gentamicina a partir de cimentos
hidraulicos de bruxita, compostos por BTCP-MCPM, porém a quantidade total do
antibiético presente no cimento foi liberado em 7 dias.

O cimento CaAlSi seguiu 0 modelo de Higuchi nas primeira horas de liberacao

Y2 até 25% de peptideo liberado. E conhecido

do peptideo, sendo proporcional a t
que a liberagcdo de farmaco em cimento de aluminato de calcio, utilizando
microesferas poliméricas como particulas carreadoras, apresenta liberacdo lenta
(NAITO et al.,, 2014). Pouca quantidade é liberada na primeira semana, porém a
liberacdo continua mesmo depois de um més, podendo estar relacionado ao seu

longo periodo de hidratacdo e baixa porcentagem de degradacéo.

Alguns trabalhos tém mostrado que a taxa de degradacdo e a porosidade
instavel dos cimentos bioceramicos influenciam na liberagdo de moléculas (OTSUKA
et al., 1997; TUNG, 1995). Assim o modelo de Higuchi seria valido para os primeiros
estagios de liberacdo, seguido por outras etapas onde a liberagédo é proporcional ao
tempo ou € estabilizada e a concentracdo da molécula no meio aumenta (GINEBRA;
TRAYKOVA; PLANELL, 2006b).

Esses resultados demonstraram que a liberagdo das moléculas do peptideo
OGP estad relacionada com a degradacdo do cimento, onde o cimento que
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apresentou maior taxa de degradacéo, foi o que mostrou maior liberacdo, no caso o
CaSSi. Assim, pode-se destacar, que durante o processo de liberacdo do peptideo
OGP, ocorreram alguns fenbmenos que podem estar agindo sobre o perfil e

quantidade de peptideo liberado, que sao:

1. Difusdo do meio liquido para o cimento;

2. Hidratac@o do cimento devido a difuséo;

3. Liberacdo das moléculas de peptideo para a solucao;

4. Precipitacdo de cristais de hidroxiapatita, devido ao uso de solucdo SBF;
5. Degradacao do cimento.

Sabe-se que nos materiais mesoporosos SBA-15, sintetizados a partir de
Pluronic® 123, ha a possibilidade da presenca de microporos em suas paredes, que
compreendem uma conexao entre os mesoporos (IMPEROR-CLERK; DAVIDSON;
DAVIDSON, 2000). Uma vez presente na estrutura da silica, as moléculas do
peptideo OGP podem ocupar tanto os mesoporos como também o0s espacos de
interconexdo entre eles. Assim, antes da liberacdo ocorrer, o peptideo tem que

difundir-se de dentro dos poros para a solucao.

Além disso, a precipitacdo da camada de hidroxiapatita sobre os cimentos
reduz a abertura dos poros superficiais, formando uma barreira para a saida das
moléculas do peptideo, principalmente aquelas presentes mais ao centro do

cimento.

Mesmo com perfis de liberacéo diferentes, a analise dos resultados dos testes
de liberagdo permitiu observar que todos os sistemas liberaram quantidade de
peptideo OGP suficiente para possivel aplicacdo clinica. Sun e Ashhurst (1998)
realizaram aplicagbes intravenosas com 700ng de OGP em coelhos diariamente
durante o periodo pos-cirirgico e observaram que dez aplicacdes séo suficientes
para que ocorra a atividade maxima do peptideo. Ja foi observado que a liberagéao
de 6,0x10™ mol de OGP por membranas de celulose bacteriana é capaz de

estimular a proliferacdo de células osteoblasticas (SASKA et al., 2012).

A gquantidade de mols do peptideo OGP incorporado nas particulas de silica
mesoporosa foi baseado nos resultados de estudos in vivo, apos realizacdo de

defeitos 0sseos e aplicacdes intravenosas de solucdes desse peptideo (BAB et al.,
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1992; SUN, ASHHURST, 1998; BRAGER et al., 2000; GABET et al., 2004). Levando
em consideracdo que a atividade do peptideo OGP ocorre quando em
concentracfes muito baixas no sangue e de acordo com as aplicacdes intravenosas,
o ideal seria que os cimentos liberassem cerca de 0,121x10™*° mol (<1% do
conteudo adsorvido) por dia durante pelo menos 28 dias, para que correspondesse a
guantidade aplicada nos trabalhos com aplicag0es via intravenosa. Desta forma, os

resultados obtidos nesse trabalho ja excluiriam o cimento CaSSi.

5.5. Anélises in vitro

5.5.1. Cultura Celular CHO-K1
Ensaio de Citotoxicidade

As Figuras 74, 75 e 76 mostram a média e o erro padrdo para viabilidade
celular obtida pelo ensaio XTT para as amostras CaS, CaP e CaAl, respectivamente,
com e sem silica mesoporosa e peptideo OGP, onde a viabilidade celular esta
relacionada com a medida de absorbancia e o Controle Negativo (CN) foi

considerado como 100% de viabilidade celular.

Em relacdo ao cimento CaSs, foi observado que somente o extrato original
(C1) da amostra CaS apresentou diferencga significativa em relagdo a viabilidade
celular do CN, reduzindo-a para aproximadamente 43%, porém suas demais
diluicdes ndo foram citotoxicas. Ja o cimento CaSSi e CaSSi-OGP, sem e com 0o
peptideo, ndo apresentou citotoxicidade em nenhuma concentracdo, isto é, nao
demonstraram diferenca estatisticamente significante quanto a viabilidade celular em
relacdo ao controle negativo (p>0,05). Cimentos de sulfato de calcio hemihidratado
preparados com agua deionizada apresentam significante viabilidade celular apés 2
dias em contato direto com células tronco e também adeséo celular sobre a sua
superficie (CHEN, Z. et al., 2013). E conhecido que o sulfato de célcio hemihidratado
pode atuar como preenchimento em regeneracdo 6ssea guiada (LIAO et al., 2010;
Ql et al., 2012), mas também como um acelerador na cicatriza¢do do tecido (WALSH

et al., 2003). Essa interacdo do sulfato de calcio hemihidratado com as células



Resultados e Discussdo 151

sugere que esse material pode promover um ambiente biolégico satisfatorio para

adeséao, proliferacao e migragao celular.

Figura 74. Ensaio XTT. As colunas indicam o valor médio de viabilidade celular (%) para os materiais
CasS, CaSSi e CaSSi-OGP. Barras indicam o erro padrao; (*) indica diferenca estatisticamente
significante em relacdo ao controle negativo, citotoxicidade baixa (p<0,05; Tukey).
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Fonte: Elaborado pela autora

De acordo com a Figura 75, os extratos com concentracdes C1 dos cimentos
CaP, CaPSi e CaPSi-OGP apresentaram resultados estatisticamente diferentes do
CN, pois apresentaram viabilidade celular estatisticamente diferente em relagéo ao
Controle Negativo (p<0,05), mas em relacdo aos cimentos com particulas de silica
mesoporosa, CaPSi e CaPSi-OGP, a viabilidade celular das concentragdes C1 foi
maior que 60%. Quando as células foram tratadas com o0s extratos menos
concentrados, verificou-se que nenhum dos materiais prejudicou a viabilidade
celular, apresentando-se nao citotoxicos, ja que ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significante em relagcédo ao Controle Negativo (p>0,05).

Foi observado que todas as amostras dos cimentos CaP e CaAl alteraram a
coloracdo do meio de cultura (Figura 76), indicando teoricamente uma mudanc¢a no

pH do mesmo, pois 0 meio de cultura inicial possui coloracédo vermelho-rosa devido
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ao indicador fenol red e um pH ajustado para 7,2. O clareamento da coloracédo do
meio indica a reducdo no pH, que foi confirmado estar préximo a 6,0 pelo uso de um

pHmMetro.

Figura 75. Ensaio XTT. As colunas indicam o valor médio de viabilidade celular (%) para os materiais
CaP, CaPSi e CaPSi-OGP. Barras indicam o erro padrao; (*) indica diferenca estatisticamente
significante em relacdo ao controle negativo (p<0,05; Tukey).

120
EECNEECPITNCIEEC2[_]C3 I Cc4
100
X 804
ks
3 * *
& 604 *
() *
©
3
= 401
o]
S
>
20 -
*
(=
CN/CP CaP CaPSi CaPSi-OGP
Cimentos

Fonte: Elaborado pela autora

Cimentos feitos da mistura de 3-TCP, MCPM e agua segue a Equacéao 16.

BC83(PO4)2 + Ca(H2PO4)2.H20 + 7H,O — 4CaHP0O,4.2H,0 GQ(].G)

O produto da reacao de cura dessa reacao € o fosfato dicalcico dihidratado ou
DCPD e o pH pode ser determinado pela ocorréncia de trés reagfes seguidas:
dissolugao do MCPM; dissolugao do B-TCP; e precipitacdo de DCPD. Assim, o pH &
principalmente determinado pela dissolucdo de MCPM, promovendo reducao nos
valores de pH. Bohner e colaboradores (1997a) observaram que em estudos de
degradacdo in vitro de cimentos B-TCP-MCPM em &gua deionizada, quando h&
excesso de B-TCP, como é o caso da formulagéo estudada, o pH final é determinado
por um equilibrio entre cristais de DCPD e B-TCP remanescente e alcanca valores

moderadamente acido.
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Figura 76. Coloracdo dos meios de cultura apés contato com 0s cimentos por 24 horas.

Fonte: Elaborado pela autora

No entanto, deve-se levar em consideracdo que esta formulagcdo de cimento
mostrou retornar o valor de pH em torno de 7,0 ap6s 5 dias quando imerso em
solugcdo SBF, como mostrou nos testes de bioatividade in vitro. De acordo com Alge
e colaboradores (2012), a conversdao de DCPD em HA, em estagios posteriores,
produz &cido fosforico e pode causar implicacbes na biocompatibilidade. Desta
forma, a reducéo do pH resultante da conversdo DCPD pode ter um efeito citotoxico.
Porém esses autores mostraram que o cimento base BTCP-MCPM preparado com
solucdo de citrato de sodio ndo se mostrou citotéxico quando em contato indireto
com células tronco mesenquimais por 48 horas. Assim, a reducdo da viabilidade em
C1 pode estar relacionado a reducédo do pH do meio devido aos cimentos BTCP-

MCPM apresentarem cura de caracteristica acida.

A Figura 77 apresenta os resultados obtidos no teste de viabilidade celular
pelos cimentos CaAls. Pode-se observar que todos os extratos originais (C1) e
mostraram-se citotoxicos, apresentando diferenga estatisticamente significante em
relacdo ao Controle Negativo (p<0,05), onde a viabilidade celular foi menor que 40%.
Além disso, C2 e C3 dos cimentos com particulas de silica, CaAlSi e CaAISi-OGP,
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ainda se mostram diferentes do observado em CN. E conhecido que o cimento
CAC+, composto por aluminato de célcio e com cerca de 68,5% de Al,Os, néo
apresentando citotoxicidade em cultura de fibroblastos (SILVA et al., 2012), assim
como EndoBinder e MTA (SILVA et al., 2014). No entanto, a viabilidade celular em
cultura de osteoblastos mostrou ser significantemente diferente do controle negativo
apos 24 horas de contato direto, porém apés 7 dias ndo houve diferenca (RAUCCI,
2013).

O valor do pH do meio de cultura apds contato de 24 horas com 0s cimentos
CaAls mostrou estar préximo a 10,0. Um dos fatores que pode influenciar na
resposta citotoxica € a alcalinizacdo do meio por parte desse cimento. Isso ocorre
através da dissociacdo dos ions célcio e hidroxilas quando o material entra em
contato com a &gua (SILVA et al.,, 2014). Valores de pH na faixa alcalina
promoveram uma melhor atividade antimicrobiana, relacionada com a liberagédo de
ions hidroxilas e aumento do pH, o que gera um ambiente desfavoravel para as
bactérias sobreviverem (OLIVEIRA; PANDOLFELLI; JACOBOVITZ, 2010). Sabe-se
que, durante a hidratacdo, cimentos de aluminato de célcio resultam em aluminato

de célcio hidratado e 6xido de aluminio, como mostra a reagdo (Equacéo 17).

3(Ca0.Al,03) + 12H,0 — Cag[Al(OH)4]o(OH)4 + 4AI(OH)s eq.(17)

Na presenca de excesso de agua, o hidroxido de calcio se solubiliza liberando

seus ions conforme a reacéo (Equacéo 18):
Ca(OH), — Ca*" + 20H eq.(18)
A liberacdo de ions Ca* e OH para a solucdo pode ser atribuida a

decomposicdo do aluminato de calcio hidratado, que resulta no aumento do pH do
meio (SANTOS et al., 2005).
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Figura 77. Ensaio XTT. As colunas indicam o valor médio de viabilidade celular (%) para os materiais
CaAl, CaAlSi e CaAISi-OGP. Barras indicam o erro padrao; (*) indica diferenca estatisticamente

significante em relacdo ao controle negativo, citotoxicidade leve (p<0,05; Tukey).
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Fonte: Elaborado pela autora

Ensaio de Sobrevivéncia Clonogénica

As Figuras 78, 79 e 80 mostram a média e o erro padrdo da fracdo de
sobrevivéncia obtidos pelo ensaio de sobrevivéncia clonogénica para os materiais
CaSs, CaPs e CaAls, com ou sem silica mesoporosa e peptideo OGP,

respectivamente.

Através da avaliacdo da toxicidade pelo ensaio de Sobrevivéncia Clonogénica
somente C1 dos cimentos CaAl e CaAlSi apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao CN (p>0,05). Os resultados sugerem que, mesmo que os C1 do cimento
CaS e dos cimentos do grupo CaPs mostraram citotoxicos para o teste XTT (Figuras
75 e 76), as células tratadas com os meios condicionados mantém a capacidade
reprodutiva. Esse resultado mostra que essas células sdo mais sensiveis a valores

de pH basicos, como os dos meios condicionados do grupo dos cimentos CaAls e,
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desta forma, prejudica a capacidade reprodutiva dessas células. Pelos resultados
obtidos, os testes seguiram somente com os cimentos CaS e CaP.

Figura 78. Citotoxicidade avaliada pela Sobrevivéncia Clonogénica dos materiais CaS, CaSSi e
CaSSi-OGP e suas respectivas diluicées. Colunas indicam o valor médio da Fracao de Sobrevivéncia
(%). CN representa 100% de fracdo de sobrevivéncia. Barras indicam o erro padréo. (*) p<0,05;
Tukey).
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Fonte: Elaborado pela autora

Figura 79. Citotoxicidade avaliada pela Sobrevivéncia Clonogénica dos materiais CaP, CaPSi e
CaPSi-OGP e suas respectivas diluicbes. Colunas indicam o valor médio da Fracao de Sobrevivéncia
(%). CN representa 100% de fracdo de sobrevivéncia. Barras indicam o erro padréo. (*) p<0,05;
Tukey).
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Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 80. Citotoxicidade avaliada pela Sobrevivéncia Clonogénica dos materiais CaAl, CaAlSi e
CaAlSi-OGP e suas respectivas diluicées. Colunas indicam o valor médio da Fracdo de Sobrevivéncia
(%). CN representa 100% de fracao de sobrevivéncia. Barras indicam o erro padrao. (*) p<0,05;
Tukey).
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Fonte: Elaborado pela autora
Ensaio de Mutagenicidade

Para o teste de avaliacdo do potencial mutagénico e genotéxico foram
selecionados os cimentos que apresentaram os melhores resultados em relacdo ao
teste de viabilidade celular. Dessa forma, os testes seguiram com os cimentos CaS e

CaP, com silica e peptideo OGP.

A mutagenicidade foi avaliada por meio do ensaio do Micronucleo e os
resultados podem ser visualizados na Tabela 12 e 13, para os materiais CaSSi e
CaPSi, com e sem peptideo OGP, dos extratos originais e suas respectivas

diluicbes, respectivamente.

Em relagdo as amostras dos cimentos CaSSi e CaSSi-OGP, os resultados
mostraram que houve diferenca estatisticamente significativa entre CN e C1 de
ambos os cimentos em relacdo a FBMN e FMN, apresentando ser maior do que o
CN, porém foram diferentes de CP. No entanto, os valores de IDN mostraram que
esse parametro nao foi afetado pelo tratamento das células com os extratos dos
cimentos, assim como os valores de frequéncia de pontes e brotos foram menores

que o controle.
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Tabela 12. indice de Divis&do Nuclear (IDN), Frequéncia de Células Binucleadas com Microntcleo
(FBMN) e Frequéncia de Micronucleos (FMN), de Pontes Nucleoplasmaticas (PN) e de brotos obtidos

para os materiais CaSSi e CaSSi-OGP e respectivas diluicdes. Valores médios e erro padrao.

Grupo IDN FEMN FMN Pontes Brotos
CN 1,94+ 0,01 9,67+0,42 9,67+0,42 17,33+x1,12 17,33+£2,23
CP 1,77+£0,01* 87,33+£3,19* 142,3+4,28* 43,00%1,46* 101,7+223*
CaSsSi-C1 1,87+£0,01 24671243 25671274 7671117 6,67 £0,92
CaSSi-C2 2,00£0,03 19,67+4,26 21,67+4,70 7,00£1,90 10,33x2,14
CaSSi-C3 1,90+0,01 17,00+£0,73 17,00£0,73 12,00£1,67 11,00+1,59
CaSsi-C4 2,00£0,01 10,33%+0,76 10,33x0,76 12,67+2,35 7,00+£0,37
CaSSi-0-C1 1,86+0,02 33,00£1,32° 3467+1,12° 11,33+1,12 10,33+£2,23
CaSSi-0-C2 2,07+0,05 233314,42 23,674,662 8,67+1,52 567+1,17
CaSSi-0-C3 1,98+ 0,01 7,67+0,76 8,00+ 0,97 4,331£0,92 3,331+ 0,56
CaSSi-0-C4 2,10+ 0,01 9,00+ 0,97 10,00+ 1,32 3,67+1,38 3,331£0,92

(*) p<0,05 em relagéo ao CN (Tukey)

Fonte: Elaborado pela autora

No caso dos cimentos CaPSi e CaPSi-OGP, os resultados mostraram que
houve diferenca estatisticamente significativa entre o controle e C1 de ambos os
materiais em relacdo aos valores de IDN. Nessa mesma concentragdo do extrato os
valores de FBMN e FMN foram estatisticamente diferentes do controle, assim como

a presenca de pontes e brotos.

O Teste de MN foi realizado com bloqueio da citocinese, com o intuito de
avaliar danos ao DNA e divisao celular (DUAN et al., 2009). Aléem da frequéncia de
MNSs, o teste pode mensurar a presencga das pontes nucleoplasméticas, que indicam
0 rearranjo de cromossomos, que ocorre quando os centrbmeros de cromossomos
dicéntricos ou cromatides sdo puxados para os polos da célula durante a anafase ou
fusdo de telébmeros depois de quebras duplas de fita do DNA. Assim como, calcular
a frequéncia de brotos, que é considerado um marcador da instabilidade genémica,
porém a sua origem ndo estd completamente esclarecida (UMEGAKI; FENECH,
2000). Acredita-se que represente uma amplificacdo génica ou falha no sistema de
reparo do DNA (FENECH; CROTT, 2002). Sua importancia pode estar relacionada a



159

Resultados e Discussédo

teoria de que a sua génese e a do MN seria semelhante, sendo que qualquer
fragmento cromossomico que possa ficar no citoplasma durante a divisdo celular
seria encapsulado formando um brotamento, que caso viesse a se desconectar do
nacleo, levaria a formacédo de um MN (LINDENBERG et al., 2007).

representam um mecanismo o qual a célula remove amplificacdo de DNA que
€ considerado como um marcador de amplificacdo de 53 genes, originada de
fragmentos acéntricos terminal ou intersticial (UMEGAKI; FENECH, 2000).

No entanto, a presenca de alguns tipos de aberracées cromossdmicas pode
nao significar a ocorréncia de eventos que podem promover mudancas no conteddo
genético da célula, enquanto outros tipos tém apenas carater preditivo. No caso das
pontes, células normais podem ser geradas néo predizendo assim a formacao de

micronucleos, pois representam somente um atraso mitético (MAJER et al., 2003).

Ademais, segundo Rahman e colaboradores (2002), a inducdo de

microndcleos € resultado de um dano genético bastante primério sendo assim
precoce a associacao desses eventos diretamente ao desenvolvimento de tumores,
pois 0s mecanismos de reparo celular sdo extremamente eficientes.

Tabela 13. indice de Divisdo Nuclear (IDN), Frequéncia de Células Binucleadas com Microntcleo
(FBMN) e Frequéncia de Micronudcleos (FMN), de Pontes Nucleoplasmaticas (PN) e de brotos obtidos

para os materiais CaPSi e CaPSi-OGP e respectivas diluicdes. Valores médios e erro padréo.

Grupo IDN FEMN FMN Pontes Brotos

CN 1,96+ 0,01 9,17+0,42 9,17+0,42 15,84+1,10 10,231,003

CP 1,67+£0,01* 89,74+3,14* 15421281 54,00%1,46* 9841210
CaPSi-C1 1,81+£0,02* 2567+1,42* 33,00+1,46* 20,2310,12* 16,5611,43
CaPSi-C2 1,95+ 0,01 12,03+1,70 12,03+1,70 9,53+1,12 2,00£0,26
CaPSi-C3 1,95+0,05 11,25+0,51 11,25%0,51 3,56+0,35 3,76+1,02
CaPSi-C4 2,10+ 0,01 4,23+0,86 4,23+0,86 5,89+0,86 2,231+0,46
CaPSi-0-C1 1,79+£0,01* 26,67+1,05* 32,00+0,97* 28,67%1,11* 16,67+0,84
CaPSi-0-C2 1,92+0,00 14,88+1,12 14,88%1,12 587+1,26 3,831+0,43
CaPSi-0-C3 1,95+0,03 9,01+0,41 9,01+0,41 3,79+0,72 3,71+0,58
CaPSi-0-C4 1,89+0,02 527+0,52 527+0,52 3,831£0,98 3,11+0,87

(*) p<0,05 em relagédo ao CN (Tukey)

Fonte: Elaborado pela autora
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Nas demais concentracdes, a auséncia de diferenca estatistica significativa
na frequéncia de células com MN indica que, sob determinada condicdo de
tratamento, a exposi¢cdo ao agente-teste ndo resultou em aumento significativo de

danos cromossdmicos na populacéo de células avaliadas.

Ensaio de Genotoxicidade

Os resultados obtidos no Teste do Cometa, que avalia a genotoxicidade dos
cimentos CaSSi e CaPSi, estdo apresentados nas Figuras de 81 a 86.

O ensaio cometa € amplamente empregado para avaliacdo de dano ao DNA,
por agente alquilantes, intercalantes e oxidantes, por exemplo, e reparo de células
eucaridticas. Existem basicamente dois tipos de protocolos para este teste: (a)
tratamento neutro, que detecta quebra de cadeia dupla no DNA; e (b) tratamento
alcalino, que detecta quebras simples e duplas de cadeia, diretas ou induzidas por
lesGes nas bases do DNA (como oxidacao), cujo procedimento transforma essas
anomalias em lesdes alcali-labeis (FAIRBAIRN; OLIVE; O’NEIL, 1995; COLLINS et
al., 2008). A realizacdo da eletroforese em condigdes alcalinas, escolhida para ser
realizada nesse projeto, é a versdo mais abrangente desse ensaio e foi utilizada
para verificar se os cimentos CaSSi e CaPSi seriam capazes de promover um

comportamento genotoxico nas células CHO-K1.

De acordo com os resultados de porcentagem de DNA na cauda, o0 cimento
CaSSi ndo se mostrou genotéxico em nenhum dos tratamentos, pois ndo mostraram
diferenca estatisticamente significante em relacdo ao controle negativo. A andlise
dos valores do Tail Moment (Figura 82) mostra que nenhum dos tratamentos, extrato
puro e diluicbes de ambos os cimentos foram genotdxicos (p>0,05). Os resultados
de IDD (Figura 83) mostraram que os valores para o Dano ao DNA ficaram entre O e

1, referentes a 5-20% de dano, estatisticamente diferente do controle positivo.
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Figura 81. Genotoxicidade avaliada pelo Ensaio cometa dos cimentos CaSSi e CaSSi-OGP. Colunas
indicam o valor médio da porcentagem de DNA encontrado na cauda dos nucledides.
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Fonte: Elaborado pela autora

Figura 82. Genotoxicidade avaliada pelo Ensaio Cometa. Colunas indicam o valor médio do Tail
Moment para os cimentos CaSSi e CaSSi-OGP.
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Figura 83. Genotoxicidade avaliada pelo Ensaio Cometa dos materiais CaSSi e CaSSi-OGP. Colunas
indicam o valor médio do Indice de Danos no DNA (IDD) por avaliacdo de danos dos diferentes

tratamentos.
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Fonte: Elaborado pela autora

Os resultados do teste cometa dos cimentos CaPSi e CaPSi-OGP
mostraram que as amostras ndo apresentaram nenhum nivel de dano em nenhum
dos tratamentos, ou seja, ndo mostraram diferenca significante com o controle
negativo em nenhum dos parametros analisados (p<0,05). Os resultados de IDD

apresentaram-se entre 0 e 0,5, que corresponde a menos que 5% de Dano ao DNA.

Figura 84. Genotoxicidade avaliada pelo Ensaio cometa dos cimentos CaPSi e CaPSi-OGP. Colunas
indicam o valor médio da porcentagem de DNA encontrado na cauda dos nucleoides.
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Figura 85. Genotoxicidade avaliada pelo Ensaio Cometa. Colunas indicam o valor médio do Tail
Moment dos cimentos CaPSi e CaPSi-OGP.
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Figura 86. Genotoxicidade avaliada pelo Ensaio Cometa dos materiais CaPSi e CaPSi-OGP. Colunas
indicam o valor médio do Indice de Danos no DNA (IDD) por avaliacdo de danos dos diferentes

tratamentos.
25
EECNEECPITNCIEENC2[_]C3IlC4
2.0 1
154
<
=)
m)]
a 1.0
0.5
0.0
CN/CP CaPSi CaPSi-OGP
Cimentos

Fonte: Elaborado pela autora



Resultados e Discussdo 164

Deve-se destacar que o teste cometa ndo € utilizado para detectar mutacoes,
mas lesbes gendmicas que, ap0s serem processadas, podem resultar em mutacéo.
Diferentes das mutacdes, as lesGes detectadas pelo Ensaio Cometa sdo passiveis
de correcédo (ALBERTINI et al., 2000).

Nos experimentos executados neste estudo para a analise da genotoxicidade
pelo ensaio cometa, os cimentos analisados causaram baixos indices de danos nas
células CHO-K1. Os valores foram semelhantes ao grupo controle negativo e bem
abaixo dos valores encontrados nos grupo controle positivo. Esses resultados
demonstram que os extratos dos cimentos analisados ndo exerceram atividade

genotoxica.

5.5.2. Cultura Celular MC3T3-E1

Viabilidade Celular

O modelo experimental utilizado nesse trabalho para avaliar a viabilidade
celular e diferenciacdo osteoblastica, ap0s tratamento com extratos dos cimentos
CaSs e CaPs, foi realizado com células pré-osteoblasticas da linhagem MC3T3-E1,
subclone 14, cujo os eventos sequenciais de aquisicdo do fenotipo osteoblastico
maduro assemelham-se aos dos osteoblastos durante a formacéo do tecido 6sseo in
vivo (QUARLES et al., 1992).

Os ensaios envolvendo as células MC3T3-E1 foram realizados seguindo o0s
mesmos parametros para o preparo do meio de cultura condicionado. De acordo
com os resultados dos testes com células CHO-K1, optou-se em continuar com 0s
estudos com os cimentos CaS e CaP, com e sem silica mesoporosa e peptideo
OGP.

A viabilidade celular ap6s tratamento com os extratos dos cimentos foi
determinada pelos testes de MTT (Figuras A) e pelo teste de exclusdo do corante
cristal violeta (Figuras B) que fornece dados da densidade celular, j& que tem a

capacidade de corar o nucleo das células.

A Figura de 87 apresenta os resultados referentes aos cimentos CaS, CaSSi

e CaSSi-OGP. Em relacdo a esses cimentos, ndo houve nenhuma diferenca
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significativa entre os extratos testados durante as primeiras 24 horas com o CP,
assim como diferenca entre os cimentos sem e com particulas de silica mesoporosa
e peptideo OGP. Pelo testes do Cristal Violeta, os tratamentos com 0s extratos dos
cimentos CaS mostraram os menores valores de viabilidade apés 24 horas, sendo
que os maiores valores obtidos foram referentes aos cimentos com silica e silica-

OGP, CaSSi e CaSSi-OGP, respectivamente, e ndo houve diferenga entre eles.

Figura 87. Ensaio de viabilidade celular através do Teste de MTT (A) e Cristal Violeta (B) para os
cimentos CaS, CaSSi e CaSSi-OGP, ap6s 24 horas de tratamento.
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Fonte: Elaborado pela autora

A Figura 88 apresenta os resultados dos cimentos CaP, CaPSi e CaPSi-OGP.
Os resultados do teste do MTT para os cimentos CaPs mostraram que somente 0S
tratamentos com 0s extratos na concentragdo maior, no caso C1, de todas as
variacOes apresentaram viabilidade celular diferente de CN apds 24 horas, que pode
estar relacionado a valores de pH baixos do meio condicionado promovidos por
esses cimentos durante a cura, como mostrado na Figura 76. Os resultados obtidos
pelo teste com Cristal Violeta apresentaram comportamento semelhante, onde os
menores valores de viabilidade foram referentes aos C1, porém somente o0s
tratamentos com os cimentos CaP, sem silica, foram estatisticamente diferente do
CP.

A proliferacao e diferenciagdo das células podem estar sendo comprometidas

devido ao aumento da concentracdo de ions livres de célcio e fosfato, causado pela
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solubilidade do cimento de DCPD, bem como alteragdes do pH do meio de cultura,
como mostrado anteriormente. E conhecido que a bruxita promove a formacéo de
uma solucéo saturada de calcio e fosfato, seguido pela precipitacdo de fosfatos de
calcio menos solluveis no meio de cultura (KLAMMERT et al., 2009). Estes efeitos
observados in vitro devem ser reduzidos quando in vivo, devido ao local do implante

ser vascularizado.

Os resultados obtidos pela coloracdo com Cristal Violeta, apos 24 horas em
contato com os extratos dos cimentos, mostraram que 0s maiores valores referentes
a densidade celular foram obtidos pelos cimentos com silica, tanto para os cimentos
CaSSi e CaSSi-OGP quanto para os cimentos CaPSi e CaPSi-OGP. Assim, a
presenca das particulas silica mesoporosa nos cimentos parece favorecer a

proliferacéo das células pré-osteoblasticas.

Além disso, vale destacar que nenhuma das concentracbes foi
estatisticamente semelhante ao controle positivo em nenhum dos tempos

analisados.

Figura 88. Ensaio de viabilidade celular através do Teste de MTT (A) e Cristal Violeta (B) para os
cimentos CaP, CaPSi e CaPSi-OGP, ap6s 24 horas de tratamento.
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Mineralizac&o in vitro

A deposicao de célcio, através das células pré-osteoblasticas tratadas com os
extratos dos cimentos e coradas com vermelho de alizarina, esta apresentada nas
Figuras 89 e 90.

E conhecido que o crescimento dos osteoblastos pode ser dividido em trés
fases: fase proliferativa, 1 a 9 dias; de diferenciacdo osteoblastica e de sintese e
maturacdo da matriz extracelular, 9 a 16 dias; de mineralizacdo da matriz
extracelular, 16 a 21 dias. Logo, optou-se pelos tempos de avaliacdo da
mineralizacao in vitro em 14 e 21 dias, o que permitiu observar a resposta celular
apos o tratamento com os extratos dos cimentos, a influéncia da presenca do

peptideo OGP e os tempos experimentais em duas fases distintas.

A andlise qualitativa da coloracdo mostrou que a mineralizacdo das células
MC3T3-E1 apresentam maior deposicao de célcio apds 21 dias de tratamento em
relacdo a todas as concentracfes dos extratos, tanto dos CaSs quanto dos CaPs.
As imagens mostraram que em 14 dias de estudo os cimentos CaPs mostraram

maior deposicdo de célcio em comparagdo aos cimentos CaSs no mesmo periodo.

A formacdo da matriz mineralizada, mais especificamente de nddulos
mineralizados, € utilizada para avaliar a capacidade osteogénica das culturas
derivadas de células O6sseas. A formacao destes nédulos pode estar relacionada
com o numero de células e que cada nddulo surge a partir de uma Unica célula ou
de uma unidade osteogénica formadora de coldnias (GRONOWICZ; RAISZ, 1996).
Vale destacar que houve diferenca entre as imagens das placas de cultivo dos
materiais sem e com silica, mas ndo houve diferenca nas imagens das placas de
cultivo entre os cimentos com silica e silica-peptideo OGP, demonstrando que a
deposicdo de calcio nesse estudo esta mais relacionado a presenca de silica, do
que a presenca ou ndo do peptideo OGP, corroborando com os resultados obtidos

pela coloragéo com Cristal Violeta.



Resultados e Discussdo 168

Figura 89. Imagens das areas de formacéo de matriz calcificada observadas macroscopicamente
apos tratamento da cultura celular com extratos dos cimentos CaS, CaSSi e CaSSi-OGP nos
periodos de 14 e 21 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 90. Imagens das areas de formacéo de matriz calcificada observadas macroscopicamente
apos tratamento da cultura celular com extratos dos cimentos CaP, CaPSi e CaPSi-OGP nos
periodos de 14 e 21 dias.
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5.6. Analises in vivo

Para o teste com animais, optou-se em realiza-lo somente com um tipo de
cimento. Como o objetivo do projeto foi desenvolver um cimento injetavel e bioativo,
0os cimentos CaS foram descartados, pois nos testes de bioatividade in vitro
utilizando solucédo tampédo SBF ndo se mostraram bioativos. Além disso, o material
deveria promover o minimo de reacdo negativa quando testado em cultura celular.
Assim, entre os grupos dos cimentos CaP e CaAl, os cimentos CaPs foram os

escolhidos para serem analisados no teste in vivo.

Analise Radiografica e Histomorfométrica

Nesse estudo, foram observados os comportamento dos cimentos CaP,
CaPSi e CaPSi-OGP no preenchimento de defeitos de tamanho criticos em calvéria
de ratos, por avaliacdo de aspectos histomorfométricos do reparo 6sseo, como
evolucdo do fechamento e da area de formacdo Ossea, bem como da densidade
0ssea nas margens do defeito, por comparacdo entre 0s grupos experimentais e o

controle.

As imagens radiogréficas dos referidos animais dos grupos experimentais e
controle (Figura 91) foram analisadas pelo programa VinxWin, onde os valores da
densidade 6ssea foram mensurados em escala de cinza na regido das margens dos
defeitos e convertidos em mmAl pela comparacdo com a densidade da escala de
aluminio (espessura de 0,5-3,5 mm). Os valores obtidos por grupo e por periodo
estdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14. Densidade 6ssea do osso neoformado na regido das margens dos defeitos dos grupos
experimentais CaP, CaPSi e CaPSi-OGP e controle, segundo os periodos de analise pos-cirdrgicos.
(*) representa diferenca estatistica em relacao ao controle (p<0,05; Tukey); (a) representa diferenca

estatistica entre os grupos experimentais.

Periodos
Grupo
15d 30d 60d 120d
Controle 0.337+0.03 0.409+0.02 0.450+0.02 0.763+0.04
CaP 0.463+0.01* 0.506+0.02% 0.546+0.02% 0.931+0.03*
CaPSi 0.506+0.02% 0.490+0.01 0.566+0.01* 0.840+0.03*
CaPSi-OGP 0.533+0.05* 0.565+0.08* 0.679+0.01*= 0.877+0.01%

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 91. Imagens radiogréaficas digitais dos grupos experimentais (CaP, CaPSi e CaPSi-OGP) e
controle, de acordo com 0s periodos de analise pos-cirirgico. O pontilhado vermelho representa

aproximadamente a area onde foi realizado o defeito (8mm).
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Fonte: Elaborado pela autora
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Periodo 15 dias pos-operatorio

O limite entre a cavidade cirdrgica e 0 0sso pré-existente é facilmente
identificado pela presenca de duas camadas de o0sso cortical e medular,

denominada diploe (Figura 92).

O tecido 0sseo pré-existente apresentou areas de remodelacdo e intensa
formacdo dssea, no grupo dos animais onde o defeito foi preenchido com os
cimentos. Em todos os grupos experimentais, foi observado tecido de granulagéo
formado por leucdcitos polimorfonucleares, principalmente neutrofilos, fibras
delgadas de colageno, fibroblastos e vasos sanguineos, alguns em estase
sanguinea, preenchendo o centro da cavidade cirargica. O grupo controle
apresentou tecido conjuntivo frouxo em toda extensdo da cavidade cirurgica.
Observou-se uma reacdo inflamatoria de grau leve a moderado nos grupos
experimentais, provavelmente relacionado ao trauma cirargico e a presenca de
material, além da presenca de células gigantes adjacentes aos cimentos, o0 que
caracteriza inflamacdo cronica. No grupo controle a resposta inflamatéria foi
caracterizada como grau muito leve, provavelmente relacionado ao trauma cirdrgico.
As imagens de raios X mostram que o processo de reparacao foi iniciado em todos
0s grupos (Tabela 14), porém a densidade 6ssea na margem do defeito nos grupos
experimentais possuem diferenca estatistica em relacdo a mesma area no grupo

controle (p<0,05), sendo que o maior valor é atribuido ao grupo CaPSi-OGP.

Em relacéo a area de formacéo 6ssea, todos os cimentos foram melhores que
o grupo controle, mas nao houve diferenca estatistica significativa entre eles (Figura
96). Alids, o cimento CaPSi-OGP e CaPSi, com e sem peptideo respectivamente,
apresentaram 0 mesmo desempenho, com extensa proliferacdo de vasos
sanguineos e, consequentemente, 0sso neoformado, caracterizado por matriz
ostedide, onde é visivel a diferenca na espessura do 0sso imaturo. Os cimentos
apresentaram maior porcentagem de fechamento do defeito, mas somente os
cimentos CaPSi e CaPSi-OGP apresentaram diferengas estatisticas em relacdo ao

grupo controle (Figura 97).
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Periodo 30 dias pos-operatorio

Através da andlise histolégica observou-se o limite entre a cavidade cirargica
€ 0 0SSO pré-existente (area periférica do defeito), células adiposas que sao
caracteristicas do couro cabeludo, além da presenca de tecido de granulacdo (nos
grupos experimentais), preenchendo o defeito remanescente (Figura 93). Este tecido
é formado por fibras colagenas mais espessas, em relagdo ao periodo anterior; nas
areas periféricas ao defeito, areas de formacao e remodelacédo 6sseas mais intensas
Nnos grupos experimentais, com 0sso neoformado mais organizado e mineralizado.
Em relagdo a reacdo inflamatdéria, houve redugéo no indice de resposta em todos os
cimentos analisados em relacdo ao periodo anterior, apresentando grau leve para os

grupos experimentais e inexistente ao grupo controle.

A analise histomorfométrica mostrou que todos o0s cimentos promoveram
maior area de formacao 6ssea, no entanto somente os grupos CaPSi e CaPSi-OGP
mostraram diferenca significativa em relacao ao controle, onde a maior porcentagem
foi atribuida ao cimento CaPSi-OGP (Figura 96), assim como o maior valor de
densidade 6ssea (Tabela 14). Os resultados referentes ao fechamento do defeito
foram semelhantes ao periodo de analise anterior, os cimentos mostraram melhores
que o grupo controle nesse parametro (Figura 97). Assim como na formacao éssea,
o cimento CaPSi-OGP apresentou uma maior porcentagem de fechamento do

defeito nesse periodo (p<0,05).

Periodo 60 dias pos-operatorio

Neste periodo, o limite entre o defeito critico e 0 0SSO pré-existente ndo era
tdo evidente em alguns animais dos grupos experimentais. Osso neoformado na
periferia dos defeitos apresentou varios estagios de maturagdo nos grupos
experimentais, porém os defeitos ndo se apresentaram totalmente reparados (Figura
94). Nesse periodo de analise, ainda foi possivel observar que ha cimentos
remanescentes na cavidade cirurgica, sendo que no caso do cimento CaP ocorreu a
deposicdo de matriz mineralizada de forma adjacente ao material. A reacao
inflamatoria foi menor que nos periodos de analise anteriores sendo considerada
inexistente nos grupos experimentais, ndo mostrando diferenca com o0 grupo

controle.
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Nas andlises de &area de formacgdo Ossea e porcentagem de fechamento do
defeito, ndo houve diferenca significativa dos grupos experimentais em relacdo ao
grupo controle. No entanto, os valores para esses parametros foram maiores para 0s
cimentos CaPSi e CaPSi-OGP e as densidades 0sseas nos grupos experimentais
mostraram diferenca estatistica em relacdo ao controle, sendo que o valor atribuido
ao grupo CaPSi-OGP possui diferenca significante com o0s demais grupos
experimentais (Figura 102 e 103, p<0,05).

Periodo 120 dias pds-operatorio

No ultimo periodo poOs-operatério analisado, observou-se que os defeitos
O0sseos criticos ndo foram totalmente reparados. No entanto, os defeitos
apresentam-se com tecido 0sseo maduro e areas em diferentes estagios de
maturacdo; observam-se inUmeros ostedcitos e vasos sanguineos demonstrando um
osso saudavel (Figura 95). A formacdo dssea que até os periodos anteriores era
predominantemente da periferia para o centro, neste periodo soma-se a sitios
0sseos na regido central, proximo a sutura sagital. Nenhuma resposta inflamatoria
foi observada nesse periodo. Além disso, o grupo CaP apresentou cimento
remanescente com tecido 6sseo mineralizado depositado de forma adjacente.

N&o houve diferenca estatistica entre os resultados de fechamento do defeito
e area de formacdo 6ssea entre 0s grupos experimentais e o controle (Figura 96 e
97). Porém, nesse periodo as densidades Osseas dos grupos experimentais

mostraram diferencas estatisticas em relacao ao controle (Tabela 14, p<0,05).
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Fonte: Elaborado pela autora
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Fonte: Elaborado pela autora
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PSi-OGP — 60d

Fonte: Elaborado pela autora
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Fonte: Elaborado pela autora




Resultados e Discussdo 179

Figura 96. Area da formacéo 6ssea no defeito critico (%) em funcdo do tempo para 0s grupos
experimentais (CaP, CaPSi e CaPSi-OGP) e controle. (*) representa diferenca estatistica em relacéo
ao controle.
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Fonte: Elaborado pela autora

Figura 97. Reparacao do defeito dsseo critico (%) em funcéo do tempo para 0s grupos experimentais
(CaP, CaPSi e CaPSi-OGP) e controle. (*) representa diferenca estatistica em rela¢éo ao controle.
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Os fosfatos de calcio sdo as bioceramicas mais estudadas porque possuem
composi¢cdo quimica semelhante a do osso. Embora o B-TCP seja muitas vezes
considerado o material mais conveniente para propostas osteocondutivas, o DCPD é
biocompativel, osteocondutor e reabsorve mais rapidamente permitindo uma

neoformacéo dssea mais rapida (MARINO et al., 2007).

Neste trabalho, o teste in vivo avaliou a presenca das particulas de silica e
peptideo OGP em um cimento de DCPD, formado pela mistura de B-TCP e MCPM,
na reparacdo do tecido 6sseo. Durante todo o procedimento cirlrgico buscou-se
realizar os procedimentos mais proximos das cirurgias ortopédicas. Assim, 0s
cimentos foram preparados no ato cirdrgico, inseridos em uma seringa estéril e
injetados no defeito 6sseo, nos mesmos parametros utilizados nos testes de
caracterizacdo. Apesar de todos os cuidados, observou-se em alguns casos que
ocorreu deslocamento dos cimentos pdés-cirurgia, apesar dos mesmos estarem

visualmente acomodados na cavidade cirargica.

Driessens e colaboradores (1998) sugeriram que o cimento deve ser injetado
antes do tempo inicial de cura e o acesso cirurgico deve ser fechado depois do
tempo final de cura; entre esses dois periodos o cimento ndo deve sofrer
deformacéo, pois induziria a fissuras. Desta forma, foi proposto um teste para medir
o tempo de coesdo, que € o tempo no qual o cimento ndo se desintegra apos
imersdo em solucdo aquosa. Clinicamente significa que o cimento deve ser
implantado apés o tempo de coesdo, mas antes do tempo inicial de cura, sendo que
a diferenca entre este e o tempo de coeséo deve ser maior ou igual a um minuto
(FERNANDEZ et al.,, 1996). Nesse estudo, o deslocamento dos cimentos nos
defeitos 0sseos pode ser atribuido a uma reacdo de cura incompleta, devido a
implantagdo do cimento antes do tempo de coesé&o, e/ou fechamento do acesso
cirdrgico antes do tempo final de cura, ja que o CaP e CaPSi apresentaram F-ST

préoximo 26 e 30 minutos, respectivamente, quando imersos em solugéo SBF.

Uma alternativa para se tentar minimizar esse deslocamento seria a utilizacao
de uma membrana, reabsorvivel ou ndo, apés o preenchimento do defeito 6sseo
(CAVALCANTE et al., 2008; PERELMAN-KARMON et al., 2012), e desta forma
reduzir também as reac¢des de corpo estranho, mas por outro lado, seria mais uma

variavel neste estudo.
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A reabsorcdo do material é importante, pois deve haver liberacdo de espaco
na area do defeito para que ocorra o crescimento 6sseo (VAN de WATERING et al.,
2012). No entanto, a disparidade entre a taxa de reabsorcdo dos cimentos nos
grupos experimentais e taxa de formacdo 6ssea contrasta com estudos em 0Ss0S
longos, onde a formacéo de osso e a reabsor¢céo do cimento foram concomitantes
(APELT et al, 2004; TSAIl et al., 2008). Diferentemente de o0ssos longos, que
possuem peridsteo e enddsteo, a calota craniana é revestida por periosteo, na parte
externa, e por dura-mater, na parte interna. O folheto externo da dura-mater adere-
se ao 0sso da calota e se comporta como “peridésteo interno”, mas nédo possui
capacidade osteogénica, o que dificulta a reparacdo de fraturas no cranio
(MACHADO, 1993). Por outro lado, esse mecanismo de reparacdo da calota seria
uma vantagem, pois a formacdo de um calo 6sseo, caracteristico da reparacao
O0ssea em 0sso0s longos, poderia pressionar o cérebro, podendo causar algum dano

ao tecido nervoso.

Assim, esse trabalho possibilitou a avaliacdo dos cimentos na reparacdo de
defeitos criticos na calota craniana, onde deve-se considerar que a calota possui
reduzida fonte de células osteoprogenitoras e nao sofre carga funcional como os
0ssos longos, dentre eles o fémur, e, desta forma, apresentam respostas e
velocidade de reparacgéo distintas (GOMES; FERNANDES, 2011). Ademais, como
nao foram utilizadas membranas como barreiras fisicas, houve a proliferacdo de
células do tecido conjuntivo para o interior do defeito, o que pode ter contribuido
para uma diminuicdo da diferenciacdo das células osteoprogenitoras (CAMPOS;
ROSA, 2012), assim como, a rapida reabsorcdo dos cimentos pode ter contribuido

para esse fenémeno.

A reabsorcdo de ceramicas de fosfato de calcio ocorre através de dois
mecanismos: reabsor¢cao passiva e/ou reabsorcao ativa (GINEBRA et al., 2012); a
passiva é um processo mediado pela solugdo, onde o material se dissolve no meio
fisiol6gico. E a ativa, € um processo mediado por células, onde ocorre fagocitose da

ceramica.

Como mostrado nos difratogramas de raios X, os produtos de cura dos CaP
estudados foram bruxita e monetita (DCPD e DCPA). In vivo, o DCPD é
normalmente convertido em HA ou degradado e substituido por osso (HAN et al.,
2009). A transformacdo do DCPD para HA também foi apontado por Constantz e
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seus colaboradores (1998) em um estudo com um cimento de bruxita em fémur de
coelhos, sugerindo que o ambiente com uma vascularizagdo mais elevada, pode

acelerar essa transformacao.

Quando DCPD ou DCPA é transformado em HA, reacdes inflamatérias
podem ocorrer devido ao aparecimento de leucécitos mononucleares como
macréfagos, decorrentes da liberagcdo de produtos &cidos ou a presenca de
particulas soltas (CONSTANTZ et al., 1998; APELT et al., 2004). A inflamacéo pode
contribuir na degradacao dos cimentos, uma vez que os macréfagos promovem uma
rapida remocdao/digestao de particulas de fosfato de calcio in vivo (YU et al., 2013) e
in vitro (SILVA et al.,, 2003), e estdo envolvidos na homeostase de formacao e

reabsorcao éssea.

De fato, observou-se um valor de pH ligeiramente reduzido durante as
primeiras horas de cura dos cimentos (Figura 25). No entanto, a reacao inflamatoria

moderada no primeiro periodo de analise, ndo pareceu inibir a formagéo 6ssea.

Os cimentos de DCPD séao reabsorvidos mais rapidamente que os cimentos
de HA. Assim, quando o DCPD é convertido em HA promove um comportamento
mais estavel ao material em condi¢cdes fisiolégicas. Foi observado cimento
remanescente em 60 dias pés-cirirgico para todos os cimentos, mas somente 0
grupo do cimento CaP possuia cimento na cavidade cirdrgica em 120 dias p0s-
cirdrgico, que pode ser atribuido a conversdo do DCPD em HA, ja que esse cimento
possui taxa de degradacdao menor que aqueles com particulas de silica (Figura 59) e
h&d osso imaturo formado sobre esse cimento e sem a presenca de células

inflamatdrias, o que caracteriza um comportamento osteocondutivo.

E interessante destacar que Grover e colaboradores (2003) relataram que
45% da perda da massa de cimento de DCPD pode ser atribuido a desintegragéo do
cimento, em vez de dissolucdo. A desintegracdo dos cimentos pode também estar
envolvida na reacdo inflamatdria apresentada pelos cimentos testados. Isso
explicaria a auséncia dos cimentos CaPSi e CaPSi-OGP nos periodos de
observacéo mais tardios, uma vez que os cimentos com silica mostraram maior taxa
de degradacédo quando comparados com 0s que ndo possuiam essas particulas na

composicao.
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Acredita-se que a dissolucao foi a principal forma de reabsorcao dos cimentos
durante o periodo inicial de implantacdo, pois alterando a estrutura do cimento, isto

poderia facilitar, posteriormente, a reabsorcéo mediada por células.

Com o tempo, as respostas inflamatérias ao redor dos materiais implantados
diminuiram em todos os grupos experimentais e os defeitos foram preenchidos por

camadas de fibras de colageno densas e parcialmente por tecido ésseo neoformado.

A avaliacao da formacao 6ssea foi confirmada através da histomorfometria. O
osso neoformado foi encontrado predominantemente na margem circundante do
defeito da calvéria, preferencialmente, em contato com a regido da dura-mater nos
primeiros periodos de andlise. J4 em 120 dias pods-cirurgico foi observado, além de
osso neoformado nas margens, ilhas désseas ndo unidas no interior do defeito
somente nos espécimes dos grupos experimentais (Figura 95). As medidas
histomorfométricas demostraram que o percentual médio de fechamento do defeito
preenchidos com cimento foi préximo a 30%, nos primeiros 15 dias pés-cirurgicos,
engquanto que para o controle foi de 19%, mostrando que a formacao 0ssea foi um
terco maior nos grupos experimentais do que no controle (Figura 97). Resultados
semelhantes foram encontrados em defeitos criticos em calvaria de coelhos
preenchidos com cimento de hidroxiapatita (BoneSource®) somente apds 45 dias
pés-cirargico (CAVALCANTE et al., 2008), demonstrando que os cimentos de DCPD
estudados nesse trabalho possuem potencial efeito osteogénico. A andlise
estatistica da neoformacao 0ssea revelou uma significativa diferenca entre o grupo
controle e os cimentos CaPSi e CaPSi-OGP em 15 dias; somente o cimento CaPSi-
OGP mostrou diferenga com o grupo controle em 30 dias pés-cirurgico (p<0,05). Os
resultados obtidos em 120 dias pds-cirargico demonstram que em nenhum grupo 0s
defeitos estavam totalmente reestabelecidos. Esse resultado corrobora com o
encontrado por Kuemmerle e colaboradores (2005) que compararam o cimento de
fosfato de calcio convencional com um cimento de DCPD injetavel em calvéaria de
ovelhas, e observaram que nenhum dos cimentos foram capazes de reconstruir

defeitos considerados de tamanho critico.

Em relacédo a area de formacdo 0ssea, 0S grupos experimentais e o controle
se mostraram semelhantes nos primeiros 15 dias de observacdo poés-cirargico
(Figura 96). Todos os cimentos promoveram maior formacéo 6ssea em 30 dias pos-
cirdrgico, mas somente os cimentos CaPSi e CaPSi-OGP foram estatisticamente



Resultados e Discussdo 184

diferentes em comparacdo ao controle (p<0,05). No entanto, o grupo coégulo foi o
anico que apresentou um aumento estatisticamente significativo em relacdo a
guantidade de osso durante os todos os periodos de observacao e o cimento CaPSi

até 60 dias pos-cirurgico (p<0.05).

Através das imagens radiogréficas foi possivel observar que todos os grupos
estavam em processo de reparacéo tecidual (Tabela 14). Entretanto, os resultados
relativos a densidade Ossea equivalente ao mmAl mostraram que 0s cimentos
promoveram a formacdo de osso com maior densidade na margem do defeito em
comparacao ao grupo controle em todos os periodos de andlise. Os maiores valores
de densidade obtidos foram atribuidos ao grupo CaPSi-OGP até 60 dias pos-
cirdrgico, o que sugere gque o peptideo OGP pode estar envolvido ndo somente na
formacdo Ossea, mas também na maturacdo do tecido neoformado nos primeiros
periodos de analise. Em 120 dias pés-cirtrgico houve aumento da densidade 6ssea
de todos os grupos, sendo que os valores das densidades nos grupos experimentais

foram estatisticamente diferentes ao controle, mas néo diferiram entre si (p<0,05).

Por definicdo, a substituicdo de um biomaterial 6sseo reabsorvivel por tecido
neoformado € dependente do tempo pés-implantacdo. Porém, quando cimentos de
hidroxiapatita ou DCPD s&o avaliados em estudos em animais, as mudancas
histolégicas mais relevantes ocorrem nas primeiras oito semanas pos-cirdrgico
(CONSTANTZ et al., 1998). Frayssinet e colaboradores (1998) observaram que em
oito semanas, apés a implantacdo de cimento de DCPD em co6ndilo de fémur de
coelhos, as reacdes celulares diminuiram rapidamente. A reducdo na formacéo
Ossea apoés esse periodo em todos os cimentos estudados sugere que, apds 60 dias
pos-cirdrgico, ndo ha aumento no fechamento do defeito, mas sim na taxa de
maturacdo 6ssea (KURASHINA et al., 1995; GUIMARAES et al., 2011), comprovado
pelos resultados de densidade 6ssea. Desta forma, para os casos onde o objetivo é
promover uma osteogénese prematura, como em casos de enxertia pré-implantes
dentarios, os cimentos estudados poderiam ser uma alternativa, pois oferecem uma

neoformacédo 0ssea relativamente rdpida com a reabsor¢éo do material.

Embora estudos mostram que o OGP em solucdo, administrado por via
intravenosa, tém mostrado resultados promissores no aumento da inducgéo
osteoblastica (GABET et al.,, 2004), na maioria das aplicagbes em medicina

regenerativa o uso dessa molécula imobilizada é mais apropriado. Essa forma de
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apresentacao permite a presenca do peptideo no sitio de reparacéo por periodos de
tempos maiores (POLICASTRO; BECKER, 2015).

Os resultados demostraram que as analises de formacéo 0ssea e fechamento
do defeito, a presenca do peptideo OGP so foi diferencial nos primeiros 30 dias pos-
cirargicos. Provavelmente o peptideo foi liberado na calvaria concomitantemente ao
processo de reabsorcdo, o que permitiu que o OGP estivesse disponivel no local do
defeito e promovesse a inducdo dos osteoblastos e, consequentemente, a formacao
do tecido. Diferencas significativas foram observadas no periodo de 30 dias apds o
preenchimento do defeito com o cimento CaPSi-OGP, sugerindo que a taxa de
liberacdo maior durante as primeiras 24 horas (Figura 72) ndo seja interessante para
o peptideo OGP ou talvez a quantidade de peptideo imobilizado nas particulas de
silica mesoporosa, estabelecido segundo a quantidade utilizada em aplicacdes
intravenosas, nao tenha sido suficiente para promover uma resposta diferencial em

relacdo ao controle.

Estudos mostraram que a presenca de peptideo OGP imobilizado na
superficie de biomateriais promoveu o aumento da proliferacdo de células
mesenquimais em 7 dias, cessando em 14 dias (PANSERI et al., 2014; POLINI et
al., 2014). Em calotas de camundongo, o peptideo OGP imobilizado em membranas
de celulose bacteriana promoveu a modulacdo da expressao de genes relacionados
a diferenciacao/ativacdo dos osteoblastos em até 15 dias p6s-operatério (PIGOSSI
et al.,, 2015). Nos periodos tardios de andlise (60 e 90 dias) ndo se observou
vantagem na incorporacdo desse peptideo ao reparo 6sseo. Esses resultados
indicam que provavelmente as células expostas a esse peptideo iniciam a
diferenciacdo em estagios prévios em comparagcdo aquelas ndo expostas e/ou ha

uma curta biodisponibilidade destes peptideos no microambiente do defeito ésseo.

Além do mais, parece que o aumento da proliferacdo e diferenciacdo das
células ocorre somente quando a extremidade C-terminal desse peptideo, que
corresponde ao OGP[10-14], esta exposto, ou seja, mesmo que ele seja liberado
para o local de reparagéo, deve haver a ativagdo dessa molécula via protedlise do
pentapeptideo OGP[10-14] para, entdo, ocorrer a sinalizagdo celular e promover a
atividade mitogénica de células osteoblasticas (GABARIN et al., 2001).

Mesmo com a alta taxa de reabsorg¢édo, os cimentos DCPD promovem a
formacdo déssea mais rapida em comparagdo com cimentos de HA (HAN et al.,
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2009). Quando esses cimentos sao reabsorvidos, ions calcio e fosfato séo liberados.
A alta concentracdo extracelular de ions calcio atua como um sinal quimiotatico e
proliferativo para os osteoblastos e estimula a diferenciacdo (NAKADE et al., 2001;
OBRANT et al., 2005), o que sugere que o calcio € responsavel pela sinalizacéo e
ativacdo de respostas especificas, como reabsor¢cdo e formacdo 6ssea (MARIE,
2010). O fosfato inorganico também exerce algumas func¢ées, como a inducdo de
expressdo de osteopontina, e em altas concentracbes, apoptose de células
osteoblasticas (BRAN et al.,, 2008). Em baixas concentracbes pode atuar como
molécula sinalizadora do inicio da mineralizagédo, através do aumento da producéo
local de fatores de crescimento (como TGF-B) e de prostaglandina E,;
(LOSSDORFER et al., 2004). Isto pode explicar porque a atividade osteoblastica
parece ser maior nos animais dos grupos experimentais, onde 0s cimentos
promoveram a formag&o de tecido novo em diregdo ao centro do defeito, como

também promoveu a formacdo de 0sso mais espesso e mais denso.

A possibilidade de ions em desencadear respostas no tecido 6sseo abre um
novo caminho no campo da regeneracao 6ssea. Assim, o uso de materiais com a
capacidade de distribuir localmente ions especificos pode ser importante na
neoformacdo OGssea, com vantagens adicionais, como a utilizacdo de moléculas

biologicamente ativas.
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6. CONCLLLSOES

Os cimentos bioceramicos de sulfato de célcio, fosfato de calcio e aluminato
de calcio, com ou sem silica mesoporosa e peptideo OGP foram desenvolvidos e

caracterizados.

As caracterizagbes mostraram que a presenca de particulas de silica
mesoporosa na composicdo promoveu diferentes comportamentos fisico-quimicos
guando comparados com o0s cimentos sem silica, como maior razdo L/P, maior

porosidade e menor resisténcia mecanica.

Os cimentos CaPs e CaAls mostraram bioatividade in vitro quando imersos
em solucdo SBF, através da precipitacdo de uma camada de apatita na sua

superficie.

O peptideo OGP foi obtido pela sintese em fase sélida e a utilizacdo da 5,6-
carboxifluoresceina como marcador fluorescente foi eficiente e a Espectroscopia de
Fluorescéncia se apresentou sensivel para o monitoramento da liberacdo em SBF. A
analise da liberacdo deste peptideo a partir dos cimentos mostrou que a taxa de
degradacdo do material influencia no perfil de liberacdo dessa molécula. Dentre os
cimentos estudados, o CaSSi apresentou taxa de degradacdo maior e,
consequentemente, maior velocidade de liberacdo do conteddo peptidico em 24

horas.

Em relacdo a andlise in vitro, os cimentos CaSs nao foram citotoxicos, mas
os cimentos CaP e CaAl, apresentaram menores valores para viabilidade celular em
seus extratos mais concentrados, apesar que esse comportamento nao
comprometeu a capacidade reprodutiva. Nos ensaios de avaliagdo da
mutagenicidade, os cimentos ndo promoveram dano celular significante. Os testes
envolvendo células MC3T3-E1 mostraram que a viabilidade celular e a capacidade
de formacdo da matriz mineralizada € independente da presenca do peptideo OGP,

sendo mais sensivel a presenca de silica e a concentracdo do extrato.

O teste in vivo foi realizado utilizando defeitos de tamanho critico em calotas
de ratos como modelo experimental. A analise dos defeitos preenchidos com os
cimentos CaP, com e sem silica mesoporosa e peptideo OGP, mostraram que eles

se degradaram e promoveram maior formag¢do 0ssea durante os primeiros 15 dias
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pés-cirargico, assim como maior densidade nas margens dos defeitos quando
comparados ao controle. No entanto, a presenca do peptideo OGP foi significante
somente nos primeiros 30 dias de analise e ndo houve diferenca com o grupo com
silica sem peptideo. ApoOs esse periodo ndo houve diferenca na reparacdo 0ssea

entre 0S grupos experimentais e o controle.

Desta forma pode-se concluir que os cimentos com particulas de silica
mesoporosa e peptideo OGP sdo 0s mais promissores para o0 reparo do tecido
0sseo, principalmente nos periodos iniciais de cicatrizacdo, devido ao seu maior

potencial osteogénico em relacdo aos demais cimentos estudados.
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7. PERSPECTIVAS

Como proposta para estudos futuros utilizando os sistemas desenvolvidos

neste trabalho, pode-se citar:

- Avaliar esse cimentos em outros modelos cirargicos experimentais;

- Realizar um estudo mais aprofundado sobre o peptideo OGP: determinar a
guantidade que deve ser liberada por um biomaterial para que ocorra diferenciacéao

osteoblastica e quais as vias de sinalizacdo estédo envolvidas.

- Avaliar in vitro e in vivo o sistema silica mesoporosa-OGP em cimentos de fosfato
de calcio mais estaveis em meio fisioldogico e com pH de cura proximo a

neutralidade.
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ANEXO 1

Protocolo CEUA/FCF/CAr n°® 31/2012

Interessada: LARISSA SOUZA MENDES

Orientador: Prof*Dr* Ana Maria Minarelli Gaspar

Projeto: Vitro-cerdmica mesoporosa bioativa injetavel funcionalizada com
peptideo osteogénico para regeneracéo 6ssea

Parecer n°® 51/2012 — Comissio de Etica no Uso de Animais

O Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animais, desta
Faculdade, aprovou ad-referendum as adequacdes feitas no protocolo do
projeto de pesquisa “Vitro-ceramica mesoporosa bioativa injetavel
funcionalizada com peptideo osteogénico para regeneracao ossea’,
apresentado pela pos-graduanda LARISSA SOUZA MENDES, sob orientacéo
da Professora Doutora Ana Maria Minarelli Gaspar, desta Faculdade.

O relatdrio final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em
OUTUBRO de 2015, em formulario para este fim.

Araraquara, 21 de setembro de 2012.

(oo (e Ut

Prof.Dr. CARLOS CESAR CRESTANI
Coordenador da CEUA
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ANEXO 2

Protocolo CEUA/FCF/CAr n® 31/2012

Pesquisadora: LARISSA SOUZA MENDES

Orientadora: Ana Maria Minarelli Gaspar

Projeto: Vitro-ceramica mesoporosa bioativa injetavel funcionalizada com

peptideo osteogénico para regeneracao 6ssea

Parecer n? 06/2015 — Comissao de Etica no Uso de Animais

A Comissdo de Etica no Uso de Animais desta Faculdade,
reunida em 19 de dezembro 2014, analisou e aprovou o pedido de
alteracao do protocolo para uso de animais na pesquisa “Vitro-ceramica
mesoporosa bioativa injetavel funcionalizada com peptideo osteogénico
para regeneracao ossea’, apresentado pela pés-graduanda LARISSA SOUZA
MENDES, sob orientacao da Prof?. Dr. ANA MARIA MINARELLI GASPAR do
Departamento de Morfologia da Faculdade de Odontologia de Araraquara
(FO/Ar).

O relatério final do protocolo de pesquisa devera ser entregue

em JANEIRO de 2016 em formulario para este fim.

Araraguara, 12 de janeiro de 2015.

& R
A-ZL/ ch’?ﬂét« h/u ol /‘"{;L— I

Prof2 Dr2 ALEXANDRA IVO: DE MEDEIROS
Vice-coordenadora da CEUA




