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(57) Resumo: HIDROXIAPATITA SINTETICA POROSA (HPS) E METODO DE SINTESE COM
CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS QUE MIMETIZAM A POROSIDADE OSSEA PARA USO
COMO ENXERTO OSSEO. O presente pedido de patente de invencéo, pertencendo ao campo da
Salde Humana, descreve a sintese para obtencdo do biomaterial denominado hidroxiapatita sintética
porosa (HPS) com elevada area superficial especifica, elevada pureza (acima de 99%), baixa
cristalinidade e elevada porosidade total para ser usado como enxerto ésseo, uma vez que 0 0SSO
humano ou animal apresenta baixa cristalinidade. Os enxertos 6sseos sdo materiais amplamente
utilizados nas &reas de Ortopedia, cirurgia buco-maxilar e Odontologia. A vantagem do processo
desenvolvido é a obtencao de elevada porosidade total e elevada area superficial especifica, além de
néo gerar residuos organicos como no processo de extracdo do enxerto 6sseo via 0sso bovino, o
material formado apresenta elevada pureza (>99%) uma vez que é sintetizado usando reagentes
analiticos e apresenta baixo custo de obtencéo.

Dw Dso Dy D, até Dy,
(mm)® | (mm)® (mm)© (mm) (Dgo = Dyo)/(Dso)
H120-3H 59 155 531 5,90 - 531 3,38

Amostra

H300-3H 84 21 509 8,44 - 509 237
H700-3H 4.1 72 513 4.13-513 3.26
Bio-Oss® ® | _ 510 740 1030 510 - 1030 0.70
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HIDROXIAPATITA SINTETICA POROSA (HPS) E METODO DE SINTESE COM
CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS QUE MIMETIZAM A POROSIDADE
OSSEA PARA USO COMO ENXERTO OSSEO
INTRODUCAO
[001] O presente pedido de patente refere-se a um processo de sintese de
hidroxiapatita sintética porosa (HPS) e obtencdo de biomaterial com elevada area
superficial especifica, elevada pureza (acima de 99%), baixa cristalinidade e

elevada porosidade total.

CAMPO DE APLICACAO
[002] O campo de aplicacdo esta relacionado com a Saude Humana, mais
especificamente para utilizacdo como enxerto 0sseo em areas da Odontologia
como implantodontia, cirurgia bucomaxilofacial, em estética para estimulacéo para a
producéo de colageno e em cirurgia de Ortopedia para o preenchimento de regides
afetadas, bem como a ligacdo via blocos de hidroxiapatita com resisténcia
mecanica adequada e com microestrutura do tipo “coral-like” para permeacéo de
células 6sseas para crescimento e proliferacéo.

ESTADO DA TECNICA
[003] O enxerto autégeno que é o do préprio paciente é o melhor material devido a
capacidade de ser osteoindutor pela presenca de sangue, células, fatores de
crescimento e proteinas que estimulam e facilitam a cicatrizacdo [Laurencin CT,
Khan Y, Veronick J. Bone Graft Substitutes: Past, Present, and Future. In: Bone
Graft Substitutes and Bone Regenerative Engineering, 2nd Edition. 2014], uma
desvantagem € a pequena quantidade que pode ser retirada e a necessidade de
uma segunda cirurgia aumentando o tempo cirdrgico, causando prejuizo ao
paciente [(Galia CR, Macedo CA de S, Rosito R, Mello TM de, Diesel C, Moreira LF.
Caracterizacao fisico-quimica de ossos liofilizados de origem bovina e humana. Rev
Col Bras Cir. 2009;36(2):157-60)].
[004] Devido as dificuldades para a utilizacdo do enxerto autdgeno, existem

alternativas como os enxertos de origem animal (bovino e suino), tendo como
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expoente dessa tecnologia o Bio-Oss® (Geistlich Pharma AG), sendo proveniente
de osso bovino, tratado com agente oxidante de hidroxido de sodio (NaOH) e
peréxido de hidrogénio (H202), além de tratamento térmico em 300 °C para a
completa remocdo da matéria organica composta por colageno, contudo, mesmo
apos este tratamento sobram cerca de 1180-1200 ppm (partes por milhdo, onde
620 ppm sao proteinas, 500 ppm séo colageno e 60 ppm), sendo este um método
agressivo para remocdo de matéria organica com geracdo de residuo e com
presenca de residuos organicos no enxerto (Lee SH, Pai Y, Park K, Kyu D. Process
for extracting natural hydroxyapatite granules from bovine bone. US 2015/0098875
Al, 2015. p. 1-9).

[005] A hidroxiapatita extraida dos 0ssos bovinos, suinos, recebe tratamento para a
sua purificacdo onde sao empregados fortes agentes oxidantes como o hidréxido de
sbédio e peroxido de hidrogénio, gerando efluentes téxicos. A rota de producdo
sintética de hidroxiapatita apresenta menor geracdo de residuos, uma vez que a
guantidade estequiométrica dos componentes € submetida a reacdo do estado
sélido onde os precursores (sais de calcio e fosfato) sdo misturados, secos e
tratados termicamente em 1000°C, obtendo uma unica fase com elevada
cristalinidade (Sadat-Shojai M, Khorasani MT, Dinpanah-Khoshdargi E, Jamshidi A.
Synthesis methods for nanosized hydroxyapatite with diverse structures. Acta
Biomater. 2013;9:7591-621) (Pramanik S, Agarwal AK, Rai KN, Garg A.
Development of high strength hydroxyapatite by solid-statesintering process. Ceram
Int. 2007;33:419-26).

[006] Diversas sdo as caracteristicas Fisico-Quimicas presentes em um enxerto
0sseo, dentre elas o tamanho médio das particulas (Dso) com valores entre 367-980
um, area superficial especifica que pode ser importante para adeséo e crescimento
celular. O material Bio-Oss® apresenta valor em torno de 59,7 m2.g*, além de
elevada porosidade total (63,5%) o que pode favorecer a angiogénese, proliferacao
osteoblastica e geracdo de 0sso novo e a sua cristalinidade ndo compromete a sua

eficacia em uso clinico conforme indicado por Figueiredo [Figueiredo M, Henriques
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J, Martins G, Guerra F, Judas F, Figueiredo H. Physicochemical characterization of
biomaterials commonly used in dentistry as bone substitutes - Comparison with
human bone. J Biomed Mater Res - Part B Appl Biomater. 2010;92B:409-19.] e
Bouyne [Boyne PJ. Osseous Reconstruction of the Maxilla and the Mandible:
Surgical Techniques Using Titanium Mesh and Bone Mineral. Implant Dent. 1998;].
A morfologia do Bio-Oss® é semelhante ao 0sso esponjoso humano o que favorece
a osteoconducéo devido ao grande tamanho dos poros dos granulos [Abbas A. Is
Bio-Oss an Osteoconductive Material When Used as an Onlay Graft in Combination
with a Resorbable Membrane? A Prospective Experiment in a Rabbit Model.
ProQuest Diss Theses. 2011].

[007] A literatura cientifica relata diversas caracteristicas Fisico-Quimicas do padrao
ouro usado como enxerto 6sseo (Bio-Oss® da fabricante Geistlich). A primeira a ser
mencionada € a porosidade total ao redor de 63,5% e area superficial especifica
59,7 m2.gl, essa elevada area € devido a parte esponjosa do 0sso de origem
bovina utilizada, e apresenta aspecto de granulos sendo produzido pelo tratamento
com solucédo alcalina e solventes organicos e tratamento térmico em 300 °C. Os
agravantes desse processo € a possibilidade de nao retirar totalmente a parte
organica do 0sso bovino e posteriormente o efluente gerado no processo, agressivo
ao meio ambiente.

[008] Rotas sintéticas foram desenvolvidas para obter hidroxiapatita porosa [Mour
M, Das D, Winkler T, Hoenig E, Mielke G, Morlock MM, et al. Advances in porous
biomaterials for dental and orthopaedic applications. Materials (Basel).
2010;3:2947-74.], onde utilizou-se esponjas poliméricas de poliuretano que apos
tratamento térmico passam para a forma de vapor e geram poros na matriz de
hidroxiapatita. Trabalhos semelhantes chegam a indicar a formacao entre 40 até
95% de porosidade e poros interconectados com 200 microns até 3 mm [Studart R,
Gonzenbach UT, Tervoort E, Gauckler LJ. Processing Routes to Macroporous
Ceramics: A Review’. 2006;1789.], o inconveniente desse processo € a geracao de

gases toxicos no momento do tratamento térmico. Outro método sintético, utiliza
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carbonato de célcio para a formacéo de hidroxiapatita, sem o emprego de agentes
de superficie ou surfactantes para formar poros com dimensdes entre 20 até 700
microns, ou seja, imitando os corais, onde ocorre a conversao de carbonato de
calcio sintético em hidroxiapatita, 0 método usado foi o hidrotérmico com controle do
pH em 10,5 e na temperatura de 150 °C e pressao de 15 kgf.cm2 por periodos de 1
até 8 horas, o estudo de viabilidade celular e adesao celular, demonstraram a sua
compatibilidade celular [Mohan N, Palangadan R, Fernandez FB, Varma H.
Preparation of hydroxyapatite porous scaffold from a ‘coral-like’ synthetic inorganic
precursor for use as a bone substitute and a drug delivery vehicle. Mater Sci Eng C.
2018;92:329-37.], [Souza ADV, Arruda CC, Fernandes L, Antunes MLP, Kiyohara
PK, Salom&@o R. Characterization of aluminum hydroxide AI(OH)z; for use as a
porogenic agent in castable ceramics. J Eur Ceram Soc. 2015;35(2)].

[009] O presente processo realizou a sintese de hidroxiapatita porosa sintética
(HPS) visando obter elevados niveis de porosidade total e elevada area superficial
especifica. A rota escolhida foi o método sol-gel adaptado uma vez que nao foram
usados 0s precursores convencionais e realizou o tratamento térmico entre 120 até
800 °C [Souza ADV, Salomao R. Evaluation of the porogenic behavior of aluminum
hydroxide particles of different size distributions in castable high-alumina structures.
J Eur Ceram Soc. 2016;36(3):885-97.].

[010] O documento MX PA02009720 refere-se a um procedimento para preparar
produtos sintéticos hidroxiapatita (HA) por meio de um método simples e econémico
gue confere maior pureza, que consiste na preparacdo de uma solugao aquosa,
com a qual outra solucdo de hidroxido de célcio € titulada, que compreende as
seguintes etapas: a) Preparacdo de duas solu¢cdes: um de 0,3 M de acido fosforico
em agua deionizada e outro de 1,3 M de hidréxido de calcio em agua deionizada. b)
Titulacdo da primeira solucdo sobre a segunda em agitacdo constante. c) Medigcao
constante o pH da solucao resultante até atingir um valor superior a 7,0 e inferior a

9. d) Uma vez atingido o pH desejado, deixe-o0 repousar por pelo menos uma
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semana. e) Filtrar e secar a uma temperatura nao superior a 100 °C uma vez que a
solucao tenha sido deixada em repouso.
[011] O documento RU2440149 refere-se a medicina, em especial aos materiais
ceramicos de fosfato de calcio, destinados fabricacdo de implantes 6sseos e/ou
substituicdo de defeitos em caso de diversas patologias 6sseas. Para reduzir o grau
de agregacdo e aumento da area superficial especifica dos pos precipitados,
obtidos como resultado da interacdo quimica, sdo mantidos no licor-mae por pelo
menos mais de 14 dias e lavados com etanol. Depois de secar ultradispersivo
obtém-se pds com area superficial especifica ndo inferior a 210 m?/g. Pela sua
composicdo 0s pos nanométricos consistem em hidroxiapatita e carbonato de
calcio.
[012] O documento W02023006969 divulga compdsitos hidrofilicos porosos para
utilizacdo na promocéao do crescimento 6sseo, juntamente com métodos para a sua
preparacdo. Os compdésitos compreendem uma matriz polimérica biodegradavel
porosa e fosfato de calcio nanométrico (CaP) homogeneamente disperso por toda a
matriz polimérica. O CaP tem uma area superficial especifica na faixa de cerca de
180 a cerca de 380 m?/g.

OBJETIVO DA INVENCAO
[013] O presente pedido de patente tem por objetivo, sintetizar a hidroxiapatita
porosa para ser utilizada como enxerto 6sseo, e caracterizar a porosidade total das
particulas, a densidade, distribuicdo de poros por porosimetria de intrusdo de
mercurio, fases cristalinas por difratometria de raios-X, viabilidade celular e a
morfologia das particulas por microscopia eletronica de varredura.

VANTAGENS DA INVENCAO
[014] A vantagem do processo desenvolvido é a obtencdo de elevada porosidade
total e elevada area superficial especifica, além de n&o gerar residuos organicos
como no processo de extracdo do enxerto 6sseo via 0SSO bovino, o material
formado apresenta elevada pureza (>99%) uma vez que € sintetizado usando

reagentes analiticos e apresenta baixo custo de obtencéao.
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DESCRICAO DETALHADA DAS FIGURAS
[015] As Figuras descrevem o0s resultados da invengdo e suas vantagens
comparativas em relacdo ao material mais usado comercialmente em grande
escala.
[016] A Figura 1 é uma tabela que indica as medidas de distribuicdo dos tamanhos
das particulas e comparacdo com dados da literatura da amostra referéncia.
[017] A Figura 2 sao difratogramas que apresentam o0s resultados do teste de
difratometria de raios X dos diferentes pds de hidroxiapatita; Figura 2a: H120-3H;
Figura 2b: H300-3H; Figura 2c: H500-3H; Figura 2d: H700-3H e Figura 2e: H800-
3H.
[018] A Figura 3 sdo graficos que ilustram o0s espectros de espectroscopia de
energia dispersiva de raios X (EDX): Figura 2a: H120-3H; Figura 2b: H300-3H;
Figura 2c: H700-3H e Figura 2d: H800-3H.
[019] A Figura 4 é uma tabela que indica as porcentagens atémicas dos elementos
presentes na amostra como o calcio e fésforo.
[020] A Figura 5 é um grafico que apresenta a comparacédo entre a area superficial
especifica (ASE) do material obtido com um material comercial.
[021] A Figura 6a e 6b sdo gréaficos que apresentam as curvas de intrusao de
mercurio das amostras de hidroxiapativa: volume da intrusdo acumulada pelo
diametro dos poros vista de uma secdo transversal de uma modalidade do
instrumento cirdrgico.
[022] A Figura 7 € uma tabela que indica o resumo das propriedades fisico-quimicas
como a éarea superficial especifica e volume de intrusdo de mercario da
hidroxiapatita porosa.
[023] A Figura 8 demonstra a relagdo entre a porosidade total (PT; %) e volume de
intrusdo de mercurio das HAP’s e Bio-Oss®.
[024] A Figura 9 sé@o imagens de microscopia eletronica de varredura com canhéo
de emissédo de campo (MEV-FEG) indicando a morfologia das seguintes amostras:
Figuras 9a, 9b e 9c: amostra referéncia Bio-Oss®; Figuras 9d, 9e e 9f: H120-3H;
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Figuras 9g, 9h e 9i: H300-3H; Figuras 9j, 9k e 9l: H700-3H e Figuras 9m, 9n e 9o0:
HB800-3H.
[025] A Figura 10 € uma tabela que demonstra a estatistica utilizada para a
determinacdo das similaridades entre o material hidroxiapatita porosa sintética e o
material comercial Bio-Oss®, os testes realizados foram a determinacdo da média,
desvio padrdo da densidade 6ptica, também realizou a determinagcdo da presenca
de outliers pelo teste de Grubbs, determinacdo da normalidade pelo teste de
Shapiro Wilk (SW) em seguida realizou o teste ANOVA one-way (alpha = 0,05) e
teste de Tukey para determinacédo das semelhancas.
[026] A Figura 11 é um gréfico que indica a comparacédo da viabilidade celular entre
0 grupo hidroxiapatita porosa sintética e do grupo comercial Bio-Oss®.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
[027] A invencdo descreve um método de sintese de hidroxiapatita porosa sintética
(HPS) com elevada area superficial especifica, elevada pureza (acima de 99%) e
elevada porosidade total para ser usado como enxerto 0sseo.
[028] EXEMPLO 1: Para a sintese da HPS utilizou-se as seguintes matérias-primas:
a) hidroxido de calcio [Ca(OH)2, Neon, Brasil] e b) acido fosforico (85% HzPOa; PA e
ACS, Neon, Brasil). Para o estudo de comparacao foi adquirido comercialmente um
enxerto 0sseo da marca Bio-Oss® (Fabricante: Geistlich Pharma AG, Wolhusen,
Suica, granulos de 250 - 1000 microns, lote 81901109).
Preparacéao
[029] Uma solugcdo com concentracdo de 0,3 mol.L? de &cido fosférico foi
lentamente adicionada em uma solugdo 0,5 mol.L! de hidréxido de célcio, até
atingir a relacdo entre os elementos calcio e fosforo (Ca:P) de 1,67 e apdés o
tratamento térmico ocorre a formacdo de hidroxiapatita conforme equacao
estequiométrica [10Ca(OH), + 6HsPO4 — 1Caio(PO4)s(OH)2 + 18H20]. A suspenséao
permanece sob agitacdo em agitador magnético por 2 horas sob aguecimento de 50
°C. ApOs essa etapa a suspensdo passa por etapa de envelhecimento, durante 1-7

dias, mais preferencialmente 3 dias, em seguida passa por filtracdo a vacuo,
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secada em estufa a 60 °C por 24 horas. Para obter a forma estequiométrica é
necessario realizar a etapa de tratamento térmico nas temperaturas de 120; 300;
500; 700 e 800 °C, mais preferencialmente entre 500 até 700 °C, com taxa de
aquecimento de 10 °C.min?, e patamar de 180 minutos e taxa de resfriamento de
10 °C.min,

[030] Para obter a distribuicdo do tamanho das particulas realizou-se a técnica de
granulometria por difracdo a laser (laser scattering, Analysette 22, Fritsch GmbH,
Alemanha), a Figura 1 demonstra as distribuicdes de tamanho das particulas das
amostras de hidroxiapatita. A amostra H120-3H apresentou Dso de 155,3 microns,
ao ser submetida a tratamento térmico em 300 °C aumentou para 211 microns que
pode ser devido a aglomeracdo das particulas, com o aumento da temperatura
esses aglomerados foram reduzidos para um Dso de 72,3 microns. A amostra
referéncia possui faixa de tamanho ao redor de 740 microns, esses resultados
indicam a formacao de aglomerados de particulas.

[031] Para a identificacdo das fases cristalinas utilizou-se a técnica de difratometria
de raios-X (DRX) em equipamento Brunker D8 Advance ECO (Alemanha) usando
radiacdo CuKa (Filtro de Ni, comprimento de onda de 1,5418 angstrons, faixa de 4-
90°, velocidade de varredura de 2°.min. A Figura 2a mostra o inicio da formacéo
dos picos referentes a hidroxiapatita, devido a etapa de envelhecimento em
temperatura ambiente durante sete dias que atua na interacdo dos sais precursores
aumentando a efetividade da reacdo seguida de tratamento térmico a 120 °C-3h.
Os difratogramas das Figuras 2b, 2c e 2d, conforme ocorre 0 aumento da
temperatura do tratamento térmico, simultaneamente ocorre o aumento das
intensidades dos picos cristalinos, principalmente em 31,8° (JCPDS n° 73-1731)
caracteristico da hidroxiapatita. A amostra H800-3H foi a que apresentou a maior
cristalinidade devido a maior temperatura do tratamento térmico (800 °C)
favorecendo o processo de sintese da fase hidroxiapatita, observa-se na Figura 2e
a grande quantidade de picos coincidentes inclusive o0s picos de maiores

intensidades localizados nos intervalos de 20 de 30-35°. O método de sintese
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utilizado apresentou a vantagem de haver praticamente nenhuma fase secundaria
além da possibilidade de formacdo de picos de hidroxiapatita em baixas
temperaturas na faixa de 120-500 °C (Figura 2a), indicando que a invencao obteve
a hidroxiapatita em baixas temperaturas, importante do ponto de vista energético
além de obter uma cristalinidade baixa e semelhante ao Bio-Oss® (8), uma vez que
nao existe a necessidade de elevada cristalinidade, outro fator importante em
menores € a presenca de maior porosidade, uma vez que nao ocorrem 0S
processos de formagao dos pescocos da sinterizagao (22)(23), com isso poderemos
ter regides com maior area de superficie favorecendo o processo de adesdo e
proliferacéo celular.

[032] Para a determinacao da relacéo entre os elementos de Célcio/Fosforo utilizou-
se a técnica de espectroscopia por energia dispersiva de raios-X (EDS) que
relaciona o comprimento de onda da radiacdo caracteristica de raios-X com o
elemento do qual se originou, constitui a base para a andlise elementar de
microrregiées de uma matéria, foi realizado em equipamento MEV-FEG (Jeol JSM-
7500F, Japéo). As Figuras 3 e 4, indicam as relagdes entre as composicdoes
guimicas elementares entre os atomos de Calcio/Fosféro (Ca/P), encontrada pela
técnica de EDS em trés diferentes microrregibes. A amostra H700-3H apresentou a
relacdo Ca/P de 1,68, sendo a mais proxima da proporcdo estequiométrica da
hidroxiapatita com 1,67, e do osso humano com 1,71 [Jeong J, Kim JH, Shim JH,
Hwang NS, Heo CY. Bioactive calcium phosphate materials and applications in
bone regeneration. Vol. 23, Biomaterials Research. 2019.]. O BioOss® apresenta
relacdo Ca/P na faixa de 1,62 (Figura 4), portanto a H700-3H apresenta uma
elevada similaridade da entre os atomos de calcio e fésforo.

[033] A distribuicdo do tamanho dos poros, area superficial especifica, diametro
meédio dos poros, a porosimetria de intrusdo de mercurio € uma técnica que possui
ampla capacidade de avaliagcdo dos tamanhos de poros com abrangéncia entre 3,5
nandmetros até 500 microns, as medidas foram determinadas em um porosimetro

de mercurio modelo AutoPore Ill, marca Micromeritics GmbH, Estados Unidos. A
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Figura 5 indica a variacdo da ASE sobre diferentes amostras, observa-se que as
amostras H500-3H e H700-3H foram as que apresentaram 0s maiores resultados e
superiores a ASE encontrada para o Bio-Oss® usado como referéncia, indicando
que foi possivel obter ASE semelhante e otimizar para aplicacbes como enxerto
0sseo.

[034] Os resultados apresentados foram superiores a diversos trabalhos da
literatura (Figura 5) que ficaram com ASE entre 59,7-86 m2.g! , que pode estar
relacionado ao processo produtivo que utiliza agentes oxidantes para a extragao do
colageno e contaminantes organicos e apos a etapa de tratamento térmico (330-
350 °C) ocorre o colapso das estruturas porosas e consequentemente reduzindo a
ASE, o volume acumulado (mL.g? ) indicado na Figura 6 e 7, indicou que a
hidroxiapatita H500-3H apresentou o maior volume acumulado (2,27 mL.g? ),
dobrando o valor da amostra referéncia (Bio-Oss® com 1,08 mL.g?! ), além de
apresentaram distribuicdo do tamanho dos poros similares, com isso, é possivel
obter de forma sintética uma hidroxapatita na mesma faixa de distribuicdo de
tamanho dos poros e com maior volume de acumulado, indicando maior capacidade
de adsorcéo/absorcédo de fluidos/células, otimizando esse parametro do Bio-Oss®
gue devido ao seu processo de limpeza pode colapsar estruturas porosas reduzindo
parcialmente a quantidade de poros, enquanto que no processo de formacao das
hidroxiapatitas sintéticas as particulas primarias devido ao processo térmico formam
particulas maiores e aglomeradas com estruturas porosas e estaveis. Graficamente
€ possivel ver na Figura 8 que todas as hidroxiapatitas sintéticas presentaram
maios volume de intrusdo de mercurio do que a amostra referéncia.

[035] A morfologia das particulas de hidroxiapatita foi observada pela técnica de
microscopia eletrénica de varredura com canhdo de emisséo de campo (MEV-FEG)
em equipamento Jeol JSM-7500F, Japéo. A Figura 9 demonstra as imagens feitas
via MEVFEG, pode-se observar nas Figuras 9a, 9b e 9c) que representam a
morfologia do BioOss® sendo formadas por particulas primarias nanométricas e

aglomeradas (Figura 9c). A hidroxiapatita H120-3H, apresentou particulas com
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menor grau de aglomeragdo uma vez que a temperatura de processamento de 120
°C ndo € considerada alta para a aglomeracdo das particulas, apresentam
dimensdes nanométricas (~20-100 nm, Figura 9f) e com formato de agulhas, tipico
dos cristais de hidroxiapatita, alguns picos foram confirmados pelo DRX, apesar da
baixa temperatura a etapa de envelhecimento foi importante para o inicio da
formacdo dessa fase cristalina uma vez que favorece as interacdes em nivel
atdmico/molecular dos elementos calcio e fosforo. A morfologia da amostra H300-
3H, presente nas Figuras 9g, 9h e 9i) demonstrou o inicio do processo de
cristalizacdo da hidroxiapatita bem como a sua aglomeracédo, esse processo tem
continuidade com o aumento da temperatura para 700 °C conforme observa-se nas
Figuras 9j, 9k e 9l) com formac&o de aglomerados estaveis e com a presenca de
poros na parte interna, chamados de poros co-continuos [Salomao R, Fernandes L.
Porous co-continuous mullite structures obtained from sintered aluminum hydroxide
and synthetic amorphous silica. J Eur Ceram Soc. 2017;37(8).], ou seja, sendo
importantes uma vez que apresentam interconectividade na parte interna do
material, favorecendo a circulacdo de fluidos. A amostra H800-3H, submetida a
tratamento térmico a 800 °C apresentou um aumento do tamanho das particulas
(Figura 9m), com formacdao de ligagBes entre as particulas acarretando em reducéo
da ASE, porosidade total e volume acumulado, resultado esperado uma vez que
com o aumento da temperatura parte das estruturas nanométricas sédo colapsadas,
por outro lado o material formado apresenta aglomerados estaveis e com maior
resisténcia mecanica ideais para uso em cirurgias Ortopédicas.

[036] O ensaio de citotoxicidade foi realizado em duas amostras sendo uma delas o
enxerto 6sseo comercial Bio-Oss® e a hidroxiapatita tratada termicamente em 700
°C por 3 horas (H700-3H) uma vez que apresentou os resultados fisico-quimicos
com maior similaridade do enxerto 6sseo comercial.

Célula e condicbes de cultivo

[037] Para a realizacao dos ensaios de biocompatibilidade in vitro foram

selecionados queratindcitos orais normais espontaneamente imortalizados (Normal
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Oral Keratinocytes spontaneously immortalized - NOK-si). As células foram
descongeladas e cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco,
suplementado com 2,0 mmol.L! de glutamina; 10% de soro de bovino fetal, 1% de
antibiético/antimicético (penicilina G - 10 000 pg.mL?, estreptomicina - 10 000
ug.mL? e anfotericina B - 25 ug.mL?). O cultivo das células foi realizado em
garrafas para culturas de células com tampa contendo um filtro que permite a
passagem de CO. (Costar, Corninglncorporated, Corning, NY, EUA). Essas
garrafas foram incubadas em estufa para cultura de células (Thermo Scientific) com
5% de COg, a temperatura de 37 °C e ambiente com umidade controlada. Para a
manutencdo da cultura, as células foram repicadas para novos frascos apés
periodos de trés dias de incubacéo, antes do teste de citotoxicidade. O crescimento
celular foi monitorado diariamente com o auxilio de um microscopio de bancada
invertido. As células foram cultivadas até atingirem 90% de confluéncia, lavadas
com tampéao PBS, retiradas da placa com solucéo de tripsina (0,005%)/EDTA (0,53
mmol.LY) e entdo submetidas a centrifugacdo a 400.g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 5 mL de DMEM com
10% de SFB. Dessa suspensédo de células, 1 mL foi colocado em nova garrafa,
sendo acrescidos 14 mL de meio de cultura suplementado e levada a estufa para a
formacdo de nova confluéncia de células. Para todos os experimentos foram
utilizadas células entre a 32 e a 122 passagem.

Quantificacao das células

[038] Para a realizacdo do teste de citotoxicidade, uma suspensdo de 10°
células/mL de meio de cultura foi preparada. Efetuou-se os procedimentos descritos
anteriormente para obtencdo do pellet, o sobrenadante foi desprezado e
acrescentou-se 10 mL de meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e 1% de penicilina, estreptomicina
e glutamina (100 UlI/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 2 mmol/L de
glutamina - Gibco, NY, EUA). Posteriormente, 50 pL foram retirados e adicionados a

50 pl de corante azul de Tripan (Merck - Indastrias Quimicas Rio de Janeiro, RJ,
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Brasil). Dessa solu¢do, 10 pL foram introduzidos na camara hemocitométrica tipo
Neubauer (Boeco, Hamburg, Alemanha) para contagem das células viaveis e ajuste
da suspensdo a concentracdo de interesse (10° células.mL? de meio de cultura
para o ensaio MTT).

Obtencao dos extratos

[039] Foi realizada a inser¢ao dos biomateriais (H700-3H e Bio-Oss®) em meio de
cultura DMEM sem suplementacéo na concentracdo final de 0,2 g.mL™, e incubados
a 37 °C por um periodo de 24 horas. Apds esse periodo, as suspensfes foram
esterilizadas por filtracdo com membranas contendo um filtro especial de acetato de
celulose com porosidade inferior a 0,22 um?, e as solugdes obtidas foram diluidas
em DMEM suplementado com 1% de SFB para se obter concentracdes
decrescentes dos extratos (100%, 50%, 25%,12,5% e 6,25%).

Avaliacao quantitativa de MTT

[040] A técnica, o sal metiltetrazélio (MTT,; 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil
tetrazoliobromido) foi incorporado a cultura de células. A enzima desidrogenase
succinica das células viadveis quebra a estrutura do sal tetrazolio, produzindo cristais
de formazan de cor azul, determinando dessa forma, valores relativos a intensidade
da cor azul em espectrofotbmetro especifico com comprimento de onda
determinado. Quanto maior a atividade mitocondrial, maior a intensidade da luz azul
e, assim, maior o numero de células viaveis. Para a realizacao do teste, 100 pL da
suspensdo composta de 10° células/mL, foram introduzidos em pocos de uma placa
com 96 orificios (TPP, Trasadingen, Suica), incubada em estufa com 5% de CO; a
37 °C por 24 horas. Apbés esse periodo, o meio de cultura foi desprezado,
permanecendo as ceélulas aderidas no fundo da placa, e 100 pL dos extratos
contendo as substancias liberadas pelos biomateriais foram adicionados a placa,
sendo incubados por 24 horas. Para cada repeticdo do teste, foram destinados trés
compartimentos da placa contendo meio de cultura novo suplementado com 1% de
soro fetal bovino (controle negativo), e trés pocos receberam 100 microlitros de

H-O, a 3% (controle positivo). Apos o periodo de incubacdo de 24 horas,
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removeram-se as solucdes dos grupos experimentais, e 100 microlitros da solucéo
de sal metiltetrazdlio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) foram adicionados a cada
orificio da placa, a qual permaneceu incubada por um periodo de 4 horas a 37 °C
para a formacdo dos cristais de formazan, decorrentes da atividade mitocondrial.
Em seguida, 100 pl de solucdo solubilizadora de MTT (&lcool isopropilico
acidificado) foram adicionados a cada orificio da placa a qual foi agitada levemente
até ocorrer a dissolucdo dos cristais de formazan. Posteriormente, a analise da
atividade mitocondrial foi realizada em espectrofotdmetro com comprimento de onda
de 570 nm. E importante ressaltar que todos os procedimentos foram realizados em
triplicata e em trés momentos diferentes (n = 9).

Analise estatistica dos resultados do estudo de citotoxicidade

[041] Os dados coletados da densidade Optica foram inicialmente submetidos a
determinacdo da média, desvio padrdo e submetido ao teste de Grubbs para a
determinacdo da presenca de outliers e posteriormente os dados foram submetidos
ao teste de Shapiro-Wilk para a determinacdo da normalidade, os resultados
obtidos estdo na Figura 10. O teste de Grubbs nao indicou a presenca de outliers
no conjunto de dados e o teste de Shapiro-Wilk demonstrou que os dados
apresentam normalidade. A hipétese nula utilizada foi a comparacdo entre as
médias da densidade Optica tanto do grupo controle negativo (DMEN) com os
outros grupos (H700-3H com diluicdes de 100 até 6,25% e Bio-Oss® 100-6,25%).
Caso 0 Fobservado > Feriico € rejeitada a hipotese nula e se Fobservado < Feritico aCeita-se a
hipétese nula. De acordo com os resultados estatisticos (Figura 10) comparando o
controle negativo (DMEN) com os grupos H700-3H em cinco diferentes diluicoes
(100%, 50%, 25%, 12,5% e 6,25%), indicando tanto pelo teste ANOVA oneway
guanto pelo teste de Tukey a similaridade estatistica (alfa = 0,05%) em relacdo ao
grupo controle. Comparando os resultados do controle negativo (DMEN) do grupo
BioOss® com diversas diluicbes (100%, 50%, 25%, 12,5% e 6,25%). De acordo
com os resultados (Figura 10) foi possivel observar pelo teste de variancias ANOVA

one-way que existem diferencas significativas entre os grupos. O teste de Tukey-
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HSD indicou a significancia estatistica entre 0os grupos e apenas 0 grupo controle
negativo e o grupo Bio-Oss®: 100% foram semelhantes os demais grupos nao
apresentaram similaridade. A viabilidade celular foi obtida pela divisdo dos valores
das densidades opticas dos pocos experimentais por aqueles do controle negativo e
multiplicando-se por 100 e indicados graficamente pela Figura 10.

[042] Os biomateriais séo classificados de acordo com a ISO 10993-5 [International
Organization for Standardization. Biological evaluation of medical devices - Part 5:
Tests for in vitro cytotoxicity. Iso 10993-5. 2009. p. 1-52.] como: 0 - ndo citotdxico
(viabilidade celular superior a 75%), 1 - ligeiramente citotdxica (entre 75% e 50% de
viabilidade celular), 2 - moderadamente citotoxica (entre 50% e 25% de viabilidade)
e 3 - fortemente citotoxica (viabilidade celular inferior a 25%). Conforme a
classificagdo o grupo Bio-Oss® 12,5-100% e o grupo H700-3H: 12,5-100% foram
considerados nédo citotoxicos, portanto, biocompativeis com viabilidade celular

acima de 80% em relac&o ao controle negativo.

Petica0 870240056035, de 02/07/2024, pég. 22/43



1/1

REIVINDICACOES

1. PROCESSO DE SINTESE DA HIDROXIAPATITA, refere-se & um processo sol-
gel adaptado sem utilizacdo de precursores convencionais a partir de hidroxido de
célcio e acido fosférico, caracterizado pela adicéo lenta de 0,5 mol.L? de hidréxido
de célcio a uma solucdo de 0,3 mol.L de acido fosférico até atingir a relacdo entre
os elementos célcio e fésforo (Ca:P) de 1,67, mantida sobre agitacdo em agitador
magnético por 2 horas sob aquecimento de 50 °C, seguido de envelhecimento
durante 1-7 dias, mais preferencialmente 3 dias, e entédo realizada a filtracdo a
vacuo e seca em estufa a 60 °C por 24 horas, seguido de tratamento térmico nas
temperaturas de 120; 300; 500; 700 e 800 °C, mais preferencialmente entre 500 até
700 °C, com taxa de aguecimento de 10 °C.min’, e patamar de 180 minutos e taxa
de resfriamento de 10 °C.min™.

2. HIDROXIAPATITA SINTETICA POROSA (HPS), caracterizada por uma area

superficial especifica (ASE) acima de 160 m2/g e porosidade total acima de 93,5%.
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D D D D,, até D.
Amostra {mr::;{aj {mr:;th] {rr':u}{c] ?mm]{dl'w (D'Jl] - Dlﬂy{ D.'.lu)
H120-3H 59 155 531 5,90 - 531 3,38
H300-3H 8.4 211 509 8.44 - 509 2,37
H700-3H 4.1 72 513 4,13- 513 3.26
Bio-Oss®™ 510 740 1030 510 -1030 0,70
FIGURA 1
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Amostra % atdmica de % atbmica de

analisada Calcio Fosforo Relagdo CalF

H120-3H 30,67 16,95 1,81

H300-3H 37,47 18,30 2,04

H700-3H 21,13 12,59 1,68

H800-3H 22,20 12,12 1,83

Bio-Oss® ND ND 1,62 £ 0,003 (25)
ND = Ndo Determinado

FIGURA 4
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VIHg ® Densidade Diimetro Porosidade
Material ASE @ do “Builk™ médio dos Referéncia
(mL/g) total (%) ©
(g/cm?) poros (nm)
H300-3H 144 1,50 0.5877 41.8 88.6
H500-3H 155 2.27 0,3948 58.5 89,7
H700-3H 160 131 0,7089 32.8 93,5 Este Pedido
H800-3H 94 1,38 0,6223 8.6 86.2 de Patente
@ Bio-Oss® 149 1.08 0.8266 1.0 89.6
Bio-Oss® 59,7 0,546 ND ND 63,5 Ref. |
Bio-Oss* 77,5 ND ND ND ND Ref. 2
Bio-Oss® 86 ND ND ND ND Ref. 3
Bio-Oss* 80 ND ND ND ND Ref. 4
Enxerto asseo .
, 69.9 ND ND ND 78.4 Ref. 5
SuinG
FIGURA 7
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Peticaio 870240056035, de 02/07/2024, pég. 32/43



10/11

. Meédia da Desvio Teste de
Material densidade dptica padriio Grubbs SW test (1)
DMEM 34550 0,1036 Miio Sim (p= 0,6538)
H,05 3% 0,094] 0,013% Miio Sim (p = 0.2531)
H700-3H : 100% 3.3353 03113 Miio Sm (p = 0.2052)
HTM-3H : 50% 36612 01674 Mo Smm (p = 0,8549)
HTM-3H : 25% 36457 02119 Mio Smm (p = 0,8529)
H700-3H : 12,5% 35885 0,2503 Mio Smm (p = 0,1297)
H700-3H : 6,25% 3.2452 05110 Mo Smm (p = 0,0626)
Bi-0ss® 100% 36497 01964 Mo Sm (p= 01111}
Bio-Oss™ 50% 38970 00597 Mo Sm (p = 0.5430)
Bio-Oss®™ 25% 37793 0.0274 Mo Sm (p = 0.9177)
Bio-0ss® 12,5% 3. 8687 0,0631 Mo Sm (p = 0.7350)
Bio-0ss® 6,25% 3.7230 0,0460 Mo Sm (p = 0,0847)
(1) Teste para a determmagiio da normabdade pelo teste de Shapro-Wilk com alfa de 0,03,
Material ANOVA one-way (alfa = 0,05)
DMEM SeF pnam (2.3345)< F_,. ., (2.4377); p=0,05866
H700-3H : 100% Hipotese nula Hy
H700-3H : 50% Hy = Mpypy = Mypog 100 = Myrvosm:soe = Mymooinasse —
H700-3H : 25% Mhy00-3H:12 5% = = T 26, 25%
H700-3H : 12.5%
H700-3H : 6,25% Hipotese nula Hy, aceita
Bio-0Oss® 100% Se Fopnas (10,90154) = F_,. (2,7728); p = 6.0469 x10-
Bio-0ss® 50% Hipotese mula Hy
Bio-Oss® 25% Hy = Mpyiey = Miggg ons - 10me = Miio-oss - s0% = Mito.0ns < 29% =
Bio-Oss® IE.E% Mpgiga0es - 1258 = — MEiga0ss - 625
i a ]
Bio-Osz" 6,25% Hipatese nula H, rejeitada

Tukey HSD (*) (Alfa = 0.05)

DMEM Bio-0ss® ¢ 100% | Bio-Osa® : 50% | Bio-0sa® :28% | Bio-Dss®: [25% | Bio-Oss® @ 625%
(a) () () (dy (e}

DMEM | H700-3H 100 % | H700-3H :50% | H700-3H :25% | H700-3H : 125% | H700-3H : 625%
{a) (a) (a) a) (a)

{*) Letras 1puais representam semelhancasipmificativa. Letras diferentes existe diferenca siprificativa

FIGURA 10
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RESUMO
HIDROXIAPATITA SINTETICA POROSA (HPS) E METODO DE SINTESE COM
CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS QUE MIMETIZAM A POROSIDADE
OSSEA PARA USO COMO ENXERTO OSSEO
O presente pedido de patente de invencao, pertencendo ao campo da Saude
Humana, descreve a sintese para obtencdo do biomaterial denominado
hidroxiapatita sintética porosa (HPS) com elevada éarea superficial especifica,
elevada pureza (acima de 99%), baixa cristalinidade e elevada porosidade total para
ser usado como enxerto 0sseo, uma vez que 0 0sso humano ou animal apresenta
baixa cristalinidade. Os enxertos 0sseos sdo materiais amplamente utilizados nas
areas de Ortopedia, cirurgia buco-maxilar e Odontologia. A vantagem do processo
desenvolvido é a obtencdo de elevada porosidade total e elevada area superficial
especifica, além de nao gerar residuos organicos como no processo de extracdo do
enxerto 6sseo via 0sso bovino, o material formado apresenta elevada pureza (>99%)
uma vez que é sintetizado usando reagentes analiticos e apresenta baixo custo de

obtencao.
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