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SANTOS, George Goncalves dos. Microesferas e granulos compdésitos de
hidroxiapatita nanoestruturada associada ao alginato para a regeneracao
6ssea. 2015. 78 f. il. Dissertacdo (Mestrado em Processos Interativos dos Orgéos e
Sistemas) — Instituto de Ciéncias de Saude, Universidade Federal da Babhia,
Salvador, 2015.

RESUMO

As pesquisas na area da bioengenharia tecidual 6ssea (BTO) tém objetivado
desenvolver condicdes ideais para o reparo e/ou a substituicdo do tecido lesado ou
perdido, por meio da utilizagdo de elementos celulares, fatores de crescimento e
biomateriais. Estes ultimos podem ser sintetizados em diferentes formas de
apresentacdo, tais como microesferas, granulos. As microesferas promovem
formacdo de intersticio entre si, migracdo de células deposicdo de fatores de
crescimento, difusdo de nutrientes, sintese de nova matriz extracelular (MEC) e
neovascularizacdo. Os granulos, além dessas propriedades, podem ser utilizados
para preencher defeitos e lesdes de formas irregulares. Dentre as bioceramicas mais
utilizadas, a hidroxiapatita (HA) ganhou destaque devido, principalmente, a sua
biocompatibilidade, osteoconducéo e capacidade de se ligar quimicamente ao tecido
0sseo (TO) do sitio receptor. Quando projetados em nanoescala, com area
superficial entre 20-100um?, os cristais da HA podem se dissolver mais rapidamente
devido a maior area de superficie exposta ao ambiente biolégico e acelerar a
velocidade de formagéo e crescimento da camada de apatita biologicamente ativa.
Outra forma de otimizar as caracteristicas fisico-quimicas desta HA é associa-la a
polimeros naturais como o alginato, para formar compdsitos. Estes apresentam
como principal vantagem a juncao das propriedades fisico-quimicas da bioceramica
e do polimero, o que torna a utilizacdo de compdsitos alternativa promissora. Neste
contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do formato e da
composicdo de novos biomateriais compdsitos de HA nanoestruturada associada ao
alginato, para o reparo 6sseo. Para isso, utilizou-se amostra composta por 15 ratos,
distribuidos em 3 grupos experimentais, com 5 animais cada, avaliados no ponto
biolégico de 15 dias de pdés-operatério. GHAMi — defeito 6sseo preenchido com
microesferas de hidroxiapatita associada ao alginato; GHAGr — defeito Gsseo
preenchido com granulos de hidroxiapatita associada ao alginato; DC — defeito
0sseo preenchido com coagulo sanguineo. No GHAMI, observou-se neoformacédo
O0ssea no interior de algumas microesferas as margens do defeito e discreta
inflamagé&o cronica granulomatosa em volta das demais. No grupo GHAGr, a maioria
das particulas se manteve integra e a inflamacgéo crénica granulomatosa de permeio
aos granulos foi acentuada. No DC, houve neoformacdo Ossea restrita as bordas
Osseas e preenchimento de tecido conjuntivo em toda extensdo do defeito, com
espessura reduzida em relacdo as bordas. Diante do exposto, conclui-se que o0
formato dos compdsitos foi determinante na resposta tecidual aos biomateriais e,
nesta fase inicial do reparo 0sseo, as microesferas exibiram potencial osteogénico
superior aos granulos.

Palavras-chave: Compdsitos. Hidroxiapatita. Polimeros. Microesferas. Granulos.



SANTOS, George Goncgalves dos. Microspheres and granules composites
nanostructured hydroxyapatite associated with alginate for bone regeneration.
2015. 78 f. il. Theses (Master's degree in Interactive processes of systems and
organs) — Health Science Institute, Federal University of Bahia, Salvador. 2015.

ABSTRACT

The researches in bone tissue engineering (BTE) have the objective to develop ideal
conditions for the repair and/or replacement of injured or lost tissue, with the
application of cellular elements, growth factors and biomaterials. These last
examples can be synthesized in different forms of presentation, such as
microspheres, granules. The microspheres promote formation of interstices with each
other, migration of cells deposition of growth factors, diffusion of nutrients, new
extracellular matrix synthesis (ECM), and neovascularization. The granules in
addition to these properties, they can be used to fill defects and injuries of irregular
shapes. Among the most used bioceramics, hydroxyapatite (HA) has gotten
distinction mainly due to its biocompatibility, osteoconduction and ability to link
chemically to bone tissue (BT) of the receptor site. When they have been designed
nanoscale, with a surface area between 20-100um?, crystals of HA may dissolve
faster due to the biggest surface area exposed to the biological environment and
accelerate the speed of formation and growth of biologically active apatite layer.
Another way to optimize the physicochemical characteristics of the HA is to associate
it with natural polymers like the alginate to form composites. These show the main
advantage of joining the physicochemical properties of bioceramics and polymer,
which becomes the use of composite promising alternative. In this context, the aim of
this study was to evaluate the influence of the shape and composition of new
composite biomaterial nanostructured HA associated with the alginate, to bone repair.
For this study, we have used a sample of 15 mouse were divided into three
experimental groups of 5 animals each, evaluated the biological point of 15 days
post-surgery: GHAMi - bone defect filled with hydroxyapatite microspheres
associated with alginate; GHAGr - bone defect filled with hydroxyapatite granules
associated with the alginate; DC - bone defect filled with blood clot. In GHAMI, bone
neoformation was observed inside some microspheres to defect margins, and mild
chronic granulomatous inflammation around the others. In GHAGr group, the most of
the particles kept intact and chronic granulomatous inflammation in between the
granules was evidenced. In DC, there was restricted bone formation to bone tissue
edges and filling of the connective tissue in all the defective site with the thickness
reduced relative to the edges. Based on the above considerations, it is concluded
that the composite shape was determinant in tissue response to biomaterials and at
this early stage of bone healing, the microspheres exhibited higher osteogenic
potential to granules.

Keywords: Composites, hydroxyapatite, polymers, microspheres, granules.
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1 INTRODUCAO

Os pesquisadores da Bioengenharia Tecidual Ossea (BTO), area emergente,
interdisciplinar e multiprofissional, tém buscado desenvolver condicfes ideais para o
reparo e/ou a substituicdo do tecido lesado ou perdido, por meio da utilizacdo de
elementos celulares, fatores de crescimento e biomateriais, os quais podem fornecer
estruturas tridimensionais (3D) essenciais durante a neoformacéao tecidual.

Esses biomateriais podem ser sintetizados em diferentes formas de
apresentacao, tais como fibras, membranas, géis, microesferas, granulos, dentre
outras. As microesferas tém como principal potencialidade a capacidade de
promover formacdo de intersticio entre si, que possibilita migracdo de células,
especialmente mesenquimais e osteoprogenitoras, deposicdo de fatores de
crescimento, difusdo de nutrientes, sintese de nova Matriz Extracelular (MEC) e
neovascularizagdo. Os granulos, além de possuirem essas propriedades, podem ser
utilizados para preencher defeitos e lesbes de formas irregulares, por meio de
sistemas injetaveis, em procedimentos cirlrgicos minimamente invasivos, por
exemplo.

Dentre os arcaboucos projetados como substitutos 6sseos, sintetizados a
base de fosfato de calcio (CaP), no formato de microesferas e/ou de granulos,
destaca-se a hidroxiapatita (HA), amplamente utilizada, principalmente, devido a sua
biocompatibilidade, osteoconducéo e capacidade de se ligar quimicamente ao Tecido
Osseo (TO) do sitio receptor. Pesquisadores tém projetado a HA em nanoescala,
tendo em vista que os cristais de HA nanoestruturados podem se dissolver mais
rapidamente devido a maior area de superficie exposta ao ambiente biolégico e
acelerar a velocidade de formagdo e crescimento da camada de apatita
biologicamente ativa.

Outra forma de otimizar as caracteristicas fisico-quimicas desta HA, durante a
sintese, € associa-la a polimeros de origem sintética e/ou de origem natural. Dentre
esses, 0 alginato, para compor os denominados biomateriais compdsitos. Estes,
trazem como principal vantagem a juncdo das propriedades fisico-quimicas do CaP
e do polimero, no mesmo arcabouco, que mimetiza as fases mineral e organica do
TO natural.

O alginato, extraido de algas pardas, ao ser associado a HA, pode modificar a

estrutura e a morfologia dos cristais de HA, alterar a cristalinidade, a solubilidade, os
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parametros de rede, a estabilidade térmica, a reatividade superficial, a bioatividade e
as propriedades de adsorcdo da estrutura da HA, o que torna a utilizagdo de
compositos alternativa promissora.

Sendo assim, apesar do TO apresentar excelente capacidade reparativa em
condicdes fisiologicas, consolidada por regeneracao, algumas lesées e/ou traumas
atingem dimensbes que impossibilitam esta restauragdo e dificultam o
restabelecimento funcional ou estético da area afetada. Deste modo, na busca de
superar estas limitacdes, devido as suas principais propriedades aqui apresentadas,
as microesferas e os granulos compoésitos de HA e alginato tornam-se alternativa
promissora para substituicdo 6ssea, em diferentes situacoes.

Diante do exposto, paralelo a necessidade, a nivel mundial, de se desenvolver
novos biomateriais, com tecnologia nacional e custo acessivel, mais versateis e com
propriedades biolégicas promitentes para o uso, em especial, nos casos de perdas
O0sseas extensas, 0 presente estudo tem como objetivo avaliar a influéncia do

formato no potencial osteogénico de novos biomateriais, para o reparo 6sseo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2. 1 BIOENGENHARIA TECIDUAL OSSEA

A bioengenharia tecidual € um campo multidisciplinar que incorpora as areas
da Ciéncia dos Materiais, Engenharias Biomédica, Quimica, Fisica e Mecanica,
Biologia Celular e Molecular, Medicina e Odontologia, e Ciéncia Avancada das
Células Tronco, dentre outras. Com base nesses conhecimentos, 0s pesquisadores
buscam alternativas para restaurar as funcdes dos tecidos e/ou 6rgaos danificados
ou perdidos. Assim, para alcancar a regeneracdo tecidual bem-sucedida tem-se
buscado a concepcdo de novos biomateriais “inteligentes” e complexos, com
propriedades que mimetizem as MEC e possam servir de arcabouco temporario
capaz de induzir as células hospedeiras a assumir suas funcbes especializadas.
(CHAE et al., 2013).

Biomateriais sdo definidos como aqueles materiais projetados para interagir
com os diferentes 6rgdos e sistemas e influenciar nos processos biolégicos, de
modo a tratar, substituir e/ou aumentar qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo no
organismo. (O'BRIEN, 2011) Quando qualquer material é implantado em
determinado sitio orgéanico, induz uma resposta inflamatéria denominada reacao
corpo estranho. (RATNER et al., 2004) O ideal é que esta ndo culmine em reacéao
inflamatoria exacerbada no tecido do hospedeiro, ou seja, o material deve ser nao
toxico, ndo carcinogénico, ndo antigénico e ndo mutagénico (ALMEIDA, 2010); ser
biocompativel, quimicamente semelhante ao tecido natural, (MARTIN; 2000;
CAMPOS et al., 2005) de modo a evitar a rejeicao pelo organismo.

Quanto a sua natureza quimica, os biomateriais podem ser classificados em
metais, ceramicos, polimeros e compdésitos. Cada categoria pode ser apresentada
em diversos formatos e formas de apresentacado, tais como solidos, membranas,
fibras ou revestimentos, e servir para substituicdo estrutural de tecidos e/ou 6rgéos
com diferentes graus de comprometimento; compor dispositivos eletrbnicos que
realizam trocas quimicas com O organismo; atuar na reparacdo de danos e/ou
defeitos teciduais; e em sistemas de distribuicdo controlada de drogas, (MARTIN,
2000) dentre outros.

Os metalicos sdo os principais materiais utilizados na confeccao de implantes

para resistir a grandes forcas mecanicas, por exemplo, haste femoral, bandeja tibial
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(GOMES, 2010) e implantes dentarios.

Os ceramicos sao empregados, de forma mais frequente, nas aplicacdes para
promover a regeneracdo 0ssea, em geral, por conterem minerais constituintes
naturais do TO em sua composi¢cdo quimica, tais como CaP. Dentre estes, pode-se
citar a HA, natural ou sintética, como Bio-Oss® e o Bioglass®, a HA e o Fosfato de
tricalcio (TCP).

Os poliméricos, devido a ampla variedade de arranjos estruturais em 3D e
composi¢cdes quimicas que diferenciam cada polimero, podem ser usados nos
diferentes tecidos ou sistemas, nas mais diversas aplicagdes. (TOCCE et al., 2012)
Podem ser de origem natural, como o alginato, o colageno e a quitosana, ou
sintética, como o policaprolactona e o polietileno. (SANTOS; MARINHO; MIGUEL,
2013) Estes materiais apresentam biocompatibilidade; flexibilidade; biodegradacéo
que gera produtos atoxicos eliminados por vias metabélicas; boa processabilidade; e
baixo custo de fabricacdo, em relacdo aos demais tipos. (ALMEIDA, 2010; SANTOS;
MARINHO; MIGUEL, 2013)

Os biomateriais podem ser classificados, também, de acordo com o
comportamento bioldgico e interagdo com o organismo, em biotoleraveis, bioinertes
e bioativos. (ALMEIDA, 2010; GOMES, 2010)

Biotoleraveis sdo materiais que, apés implantacdo, induzem uma reacao
organica que resulta em encapsulamento por tecido conjuntivo (TC), com a presenca
de numerosos macrofagos e outras células fagocitarias, predominantes no achado
histologico. (GOMES, 2010) A formacdo dessa camada fibrosa € induzida pela
liberacdo de compostos quimicos, ions, produtos de corroséo e outros, por parte do
material. Grande parte dos polimeros sintéticos, bem como a maioria dos metais
fazem parte desta classe. (ALMEIDA, 2010)

Os bioinertes exercem minima interacdo biologica com os tecidos
circunjacentes, e induzem encapsulamento fibroso bastante reduzido. (GOMES,
2010) Estes materiais nao liberam nenhum tipo de componente quimico e a
guantidade de células fagocitarias em sua interface com o tecido do hospedeiro,
apos implantacdo, € minima, o que torna a atividade fagocitica temporaria. A
alumina, a zircOnia, o titanio e o carbono séo alguns exemplos. (ALMEIDA, 2010)

Os bioativos sdo materiais capazes de interagir ativamente com 0 organismo

do hospedeiro, incorporando-se aos tecidos aderidos ao implante sem a formacéao
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de encapsulamento fibroso, por meio de interagdes quimicas. Dentre estes, pode-se
citar os biovidros e vitro-ceramicas a base de CaP. (ALMEIDA, 2010)

Sabendo-se disso, os pesquisadores da BTO tém buscado desenvolver
condicOes ideais para o reparo e/ou a substituicdo do TO, pela utilizacdo de
elementos celulares, fatores de crescimento e biomateriais, nem sempre utilizados
simultaneamente, o0s quais fornecem estruturas 3D essenciais durante a
neoformacdo tecidual, (IKADA, 2006; O'BRIEN, 2011) para atuarem como
substitutos 6sseos em cirurgias reconstrutivas. (O’BRIEN et al., 2004)

Neste cenério, vé-se, nos Ultimos anos, a necessidade da utilizacdo de
substitutos e/ou enxertos o6sseos em diferentes procedimentos cirdrgicos.
(STRIETZEL; REICHART; GRAF, 2007) Entretanto, para que a utilizacdo destes
biomateriais se estabeleca, é ideal que apresentem algumas propriedades
fundamentais, selecionadas de acordo com o objetivo de cada aplicacdo, tais como
osteoinducdo, capacidade de induzir células-tronco, indiferenciadas e pluripotentes,
a desenvolver linhagem de células formadoras de 0sso; osteoconducéo, capacidade
de permitir migracdo celular e neoformacéo 6ssea na superficie ou dentre os poros,
canais ou tubos do arcabouco; osteointegracdo, servir como ancoragem direta para
neoformacédo 6ssea ao redor do implante, sem deposicao de TC na interface osso-
implante (ALBREKTSSON; JOHANSSON, 2001); biocompatibilidade, capacidade de
atuar em aplicacbes especificas na presenca de resposta imune toleravel
(MOHARAMZADEH; BROOK; VAN NOORT, 2009); biorreabsorcéo, propriedade do
material ser eliminado totalmente e dos subprodutos de degradacéo (compostos de
baixa massa molar), sem efeitos colaterais residuais (GARCIA, 2010); e
biodegradacdo, sofrer dispersdo in vivo, sem a eliminacdo dos produtos e
subprodutos pelo organismo, (GARCIA, 2010) cuja velocidade ideal deve ser
compativel com a neoformacao tecidual. (LIU; MA, 2004)

Os substitutos 6sseos podem ser obtidos a partir do tecido préprio do
individuo, denominados autégenos; de outros doadores da mesma espécie,
homdgenos; de espécies diferentes, xendgenos; ou de materiais de origem sintética,
denominados aloplasticos.

O autégeno é considerado padrao ouro, principalmente, por ser osteogénico,
tendo em vista que promove viabilidade das células ésseas. Além disso, esse tipo de
enxerto induz a liberacdo de fatores de crescimento, tais como proteinas ésseas

morfogénicas (BMP), de forma que modula a neoformacdo Ossea local, sendo
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osteoindutor. (YIP et al., 2014) Apesar disto, a sua disponibilidade é limitada, devido
a morbidade do sitio doador. (STRIETZEL; REICHART, GRAF, 2007; YIP et al.,
2014). Diante disto, os xendgenos, de origem animal, tornaram-se alternativa mais
viavel, todavia ha risco de transmissdo de doencas, e alta imunogenicidade, do
doador para o hospedeiro, devido a seu componente proteico. Fato este que induziu
0s pesquisadores a utilizar, por exemplo, 0 0sso bovino desproteinizado que passou
a ser amplamente pesquisado e tornou-se popular, devido aos resultados clinicos
promissores, quando utilizado como adjuvante em terapias com implantes. Em
contrapartida, a principal desvantagem da utilizagdo destes materiais € a reabsorcao
lenta e incompleta, que resulta em um volume consideravel de material que néo
pode ser biodegradado e substituido por novo TO, e limita sua osteoconducéo. (YIP
et al., 2014)

Neste contexto, os biomateriais aloplasticos, bioengenheirados, surgem de
modo a restringir a necessidade de remocgdo de tecido do doador, e tornaram-se
pilar importante no campo da medicina regenerativa. Incorporados a estes
biomateriais poder-se-a, também, utilizar moléculas sinalizadoras, tais como fatores
de crescimento, de modo a induzir a diferenciacdo, crescimento e proliferacéo
celular. (POLDERVAART et al., 2013; CARDOSO et al., 2014) Além disso, podem
ser sintetizados em formatos e formas de apresentacdo variaveis, tais como
adesivos, géis, cilindros, discos, microesferas, granulos, filmes, membranas, poés,
plasticos, blendas, borrachas, fibras, espumas, (MARTIN, 2000; KOUTSOS, 2009)
dentre outros. Essas caracteristicas oferecem vantagens significativas em
comparagao aos enxertos 0sseos convencionais, uma vez que as microesferas e 0s
géis, por exemplo, podem ser injetadas diretamente em defeitos 6sseos e lesbes de
formato irregular, em que o preenchimento se dé numa conformagédo que ofereca
melhor contato entre biomaterial e tecido hospedeiro. (PARK et al., 2014; CARDOSO
et al., 2014)

Assim sendo, 0s biomateriais a base de CaP tém sido amplamente
pesquisados e utilizados como substitutos dsseos (ARAUJO, 2006; KALITA; BHATT,
2007; MARQUES, 2010) devido, principalmente, a sua natureza quimica composta,
basicamente, por ions Ca e P, os quais participam ativamente do equilibrio entre os
fluidos biol6gicos e as ceramicas, (LACERDA, 2005) e entre estes e o TO. Desta
forma, a utilizagcdo de biomateriais no formato de microesferas e/ou granulos, como

arcaboucos, vem sendo cada vez mais estudada, haja vista que o intersticio formado
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entre as particulas possibilita migracdo de células, especialmente mesenquimais e
osteoprogenitoras; deposicdo de fatores de crescimento; difusdo de nutrientes;
neovascularizacao; e sintese de nova MEC.

Os CaP podem ser formados em calcificagcbes normais e em patologicas, o
que despertou interesse significativo dos pesquisadores em entender estes
mecanismos e, consequentemente, na utilizacdo destes compostos como
biomateriais. Em geral, séo classificados pela sua razdo molar Ca/P. Deste modo, 0s
CaP que possuem razdo molar que varia de 0,5 a 2,0 podem ser sintetizados pela
precipitacdo a partir de solucdes, contendo ions célcio (Ca) e fosforo (P), sob
condi¢cdes alcalinas ou acidas. Consequentemente, foi criada uma relacdo dos
principais CaP, suas ocorréncias nos sistemas biologicos e sua razdo Ca/P (Tabela
1). (ARAUJO, 2006)

Tabela 1 — Principais CaP, suas formula¢des quimicas, ocorréncia nos sistemas biologicos
razdo Ca/P.

Nome Férmula Quimica Ocorréncia Ca/P
M,on_ohit_jrpgeno fosfato de CaHPO,2H O Célculo dentario, ossos 1.0
célcio dihidratado (DCPD) decompostos.

Pi_rqfosfato de calcio CaPO 2HO Depdsitos de pseudo—gotas de 10
dihidratado (CPPD) 227 2 fluidos. '
Fosfato de octacélcio (OCP)  CaH,(PO,).,5H,0 Célculo dentério e urinario. 1,33

Célculo dentério e urinario, pedras
Fosfato de tricalcio (TCP) Ca,(PO,), salivares, céries dentérias, 1,5
calcificacdo tecidos moles.

Esmalte, dentina, osso, célculo
Hidroxiapatita (HA) Ca (PO,),(CH), dentario, pedras, célculo urinario, 1,67
calcificacdo de tecido mole.

Fonte: Adaptado de Araujo (2006).

2.1.1 A hidroxiapatita

A HA é um CaP hidratado, que consiste no principal componente da fase
inorganica do TO e dos dentes humanos. Sua férmula molecular é representada por
Cai10(POa4)s(OH)2. A palavra hidroxiapatita é formada pela juncdo das palavras hidroxi
que se refere ao grupo hidroxila (OHY), presente no material, e apatita que designa o
mineral. Apatita, do grego “decepciono”, refere-se ao fato de ser confundida com
turmalina e berilo. (FERREIRA, 2009)

Dentre outras peculiaridades, esse biomaterial destaca-se, principalmente, por
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apresentar biocompatibilidade; excelente osteocondutividade; capacidade de se ligar
ao TO; composicdo quimica semelhante a fase inorganica do 0sso; ndo apresentar
risco de transmissio de doencas (VALLET-REGI; GONZALEZ-CALBET, 2004;
YUASA et al., 2004, PARK et al., 2012) e toxicidade local ou sistémica. (KAWACHI et
al., 2000; VALLET-REGI; GONZALEZ-CALBET, 2004) Para além das exigéncias
relacionadas a composi¢do quimica, a HA pode servir de arcabouco para eventos
celulares ocorridos durante a regeneracéao tecidual, em uma estrutura confeccionada
por poros interligados, que permitem a adesao, proliferacdo e diferenciacdo das
células; e a difusdo dos fluidos biologicos, fundamentais & neoformacgdo Ossea.
(PARK et al., 2012)

Durante sua sintese/processamento, uma variavel importante é que, quando
tratados com temperatura superior a 800°C, esse material torna-se ceramico e nao
absorvivel ao longo do tempo, e permanece no organismo durante anos, (CONZ,;
GRANJEIRO; SOARES, 2011), o que pode limitar seu uso na pratica clinica, pois em
grande parte das aplicacbes como substituto 6sseo a biodegradacéo e substituicdo
do material por novo tecido é altamente desejavel. Outro fator que pode restringir a
utilizacdo da HA ceramica € a sua baixa resisténcia mecanica, especialmente, se o
local a ser reparado estiver em regides anatbmicas que estao sob constante tenséo.

A HA pode ser de origem natural, obtida, por exemplo, a partir de TO
homogeno, heterégeno ou corais marinhos, dentre outros; ou sintética, produzida
tanto por precipitacdo em meio aguoso, em geral a mais utilizada por sua
simplicidade e baixo custo; quanto por tratamentos térmicos em temperaturas
elevadas. (FERREIRA, 2009; MOREIRA, 2009; MARQUES, 2010) Essas técnicas
produzem HA com estrutura cristalina semelhante, embora apresentem propriedades
fisico-quimicas diferentes. (MARQUES, 2010) Os CaP sintetizados as temperaturas
elevadas exibem reabsorcéo relativamente lenta, o que € desvantajoso para o
mecanismo de remodelacdo Ossea no local do implante. Por este motivo, o
desenvolvimento de biomateriais a base de CaP nanocristalino, preparada sem o
tratamento a alta temperatura, tem sido o foco de interesse dos pesquisadores.
(BERNHARDT et al., 2013)

Na HA, o P, junto ao oxigénio, forma o grupo fosfato (POa4), sendo
denominado grupo hidroxila (OH) a ligagéo entre o oxigénio (Oz) e o hidrogénio (H).
Esses grupos, juntamente com o Ca, se disseminam, espacialmente, segundo

arranjo de forma hexagonal, pertencente ao grupo espacial P63/m e dimensdes de
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célula unitaria a=b=9,42 A e c= 6,88 A. (Figura 1). (ARAUJO, 2006; CORTES, 2010)

Figura 1 — Célula unitéria da hidroxiapatita.
»

@ oH
P

Fonte: Adaptado de Aradjo (2006).

A estrutura cristalina da HA consiste em uma célula hexagonal que contém
dez ions Ca localizados em dois sitios ndo equivalentes, quatro no sitio | (Ca I) e
seis no sitio Il (Ca Il). Os ions Ca no sitio | estdo alinhados em colunas, ja os do sitio
Il estdo em triangulos equilateros, perpendiculares a direcdo “C” da estrutura (Figura
2). (LACERDA, 2005; ARAUJO, 2006; CORTES, 2010)

Figura 2 — Estrutura da hidroxiapatita ao longo do eixo C.

Fonte: Adaptado de Araujo (2006).

Os cations do sitio | estdo coordenados a seis atomos de oxigénio
pertencentes a diferentes tetraedros de POa4 e, também, a trés outros atomos de O,
relativamente distantes. Os ions de Ca | possuem seis oxigénios a distancia de 2,4

A, enquanto que o sitio do Ca Il é mais distorcido, e possui trés O a distancia de 2,3
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A, dois O com distancia de 2,5 A e um O a 2,2 A (Figura 3 e 4). A existéncia destes
dois sitios de Ca traz consequéncias importantes a HA com impurezas catibnicas,
pois suas propriedades estruturais podem ser modificadas a depender do sitio
ocupado pelo cation da impureza. (LACERDA, 2005; ARAUJO, 2006; CORTES,
2010) Uma das caracteristicas mais importantes desta estrutura € a possibilidade da
realizacdo de inumeras substituicbes isomorfica, (DOURADO, 2006) incluindo-se
ions metalicos no sitio de ligacdo do Ca, como zinco (Zn), estroncio (Sr), flaor (F),
(DOURADO, 2006) potassio (K), sddio (Na), cobre (Cu) e magnésio (Mg). (KALITA,
BHATT, 2007; CORTES, 2010)

Figura 3 — Esfera de coordenagéo do Ca;-O.

OO.‘

Fonte: Adaptado de Aradjo (2006).

Figura 4 — Esfera de coordenacgédo do Ca;-O.

c00®

H

Fonte: Adaptado de Araujo (2006).

Os atomos de Ca e P formam uma estrutura hexagonal no plano
perpendicular ao eixo cristalino de maior simetria. Colunas constituidas pelo
empilhamento de triangulos equilateros de ions 6xidos (O%) e de ions Ca (Ca?*)
estdo ligados entre si por ions fosfato. Os atomos de O dos ions OH estado situados
a distancia de 0,9 A, abaixo do plano formado pelos triangulos de Ca e a ligacdo O-
H forma um angulo de aproximadamente 30 graus em direcdo a “C”. Dos quatro

atomos de O constituintes dos grupos fosfatos, dois estdo situados em planos
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perpendiculares a dire¢do c e os outros dois sdo paralelos a esta dire¢do. (ARAUJO,
2006; CORTES, 2010)

Os tetraedros dos grupos POas se arranjam de forma que possibilitam a
formacéo de dois tipos de canais perpendiculares ao plano basal. O primeiro canal
tem didmetro de 2 A, paralelo aos eixos ternarios, ocupados por &tomos de Ca I. Em
cada célula unitaria, encontram-se dois canais ocupados por ions Ca | localizados
em z=0 e z=% do parametro cristalino. O segundo canal tem didmetro de 3,0 a 3,5 A,
constituido por ions Ca Il localizados em z= ¥ e z= %. No interior desses canais da-
se a distincdo entre as formas hexagonal e a monoclinica (Figura 5). (ARAUJO,
2006; CORTES, 2010)

Figura 5 — Esfera de coordenagéo do P-O.

Fonte: Adaptado de Araujo (2006).

2.1.2 Arcaboucgos nanoestruturados

Na ultima década, estudos tém evidenciado que particulas com éarea de
superficie inferior a centenas de micrdbmetros podem oferecer boas condi¢cdes de
substrato para células aderirem e, consequentemente, regenerar lesdes. (PARK et
al.,, 2014) Neste sentido, os biomateriais projetados em escala nanométrica,
denominados nanobiomateriais, tornaram-se amplamente testados em
experimentacdes in vitro, in vivo e ensaios clinicos. (VASCONCELOS et al., 2014)
Estes materiais caracterizam-se por sua estrutura composta de particulas que se
configuram em arcabougo 3D, com area superficial que varia entre 20-100um?,
sintetizados a partir de diferentes substratos, desde cerdmicos aos poliméricos.
(Figura 6) (STRIETZEL; REICHART, GRAF, 2007; TELLEMAN et al., 2010;
WALMSLEY et al., 2015)
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Figura 6 — Representacdo da dimensdo dos biomateriais nanoestruturados e sua
associacdo com os sistemas biolégicos.
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Fonte: Adaptado de Pina, Oliveira e Reis (2015).

Animal model

Clinical trial

Os biomateriais nanoestruturados exibem propriedades fundamentais para
aplicacoes na regeneracdo tecidual, tais como boa adesdo aos tecidos
circunjacentes, reabsorcdo ajustavel e capacidade de adsorver grande numero de
moléculas em sua superficie. (KASAJ et al., 2008) No TO, o mecanismo de
biomineralizacdo induzida por estes materiais estimula o CaP amorfo e o0s
nanocristais de HA a iniciar a nucleagcdo nos espacos situados entre as fibras de
colageno, (CHAE et al., 2013) que o0s torna promissores para a BTO.

Tendo em vista essas caracteristicas ultraestruturais e suas propriedades
fisico-quimicas, a utilizagdo da HA, projetada em nanoescala, torna-se promissora,
pois 0s cristais nanoestruturados em menor dimensdo se dissolvem mais
rapidamente do que os cristais maiores, de mesma composic¢do, devido a area de
superficie exposta ao ambiente biolégico. Assim, a HA nanoestruturada pode
acelerar a velocidade de formagdo e crescimento da camada de apatita
biologicamente ativa, permitir a ligagdo quimica entre os biomateriais e 0 0sso
neoformado, bem como a fixacdo e, posterior, diferenciacdo das células tronco
locais. (VALENZUELA et al., 2012)

2.1.3 Compadsitos

Uma alternativa promissora para a utilizagdo da HA nanostruturada é associa-
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la a outros materiais para a producdo de compdsitos, aqueles com estrutura
composta por mais de um tipo de substrato, os quais mimetizam o TO natural e
favorecem a osteogénese acompanhada de uma degradacédo gradativa, compativel
com a regeneracdo Ossea. Além disso, esses materiais oferecem maior area de
superficie, alta reatividade da superficie, ligacdo interfacial relativamente forte,
design flexivel (do polimero), e propriedades mecéanicas melhoradas, em
comparacdo com compositos de massa convencionais. (VALENZUELA et al., 2012)
Vale ressaltar, também, que os compdsitos devem ser sintetizados a partir da
escolha de uma matriz polimérica adequada. Para isto, alguns requisitos, em relacdo
aos materiais de arcabouco, devem ser rigorosamente considerados, tais como
biocompatibilidade, estrutura 3D porosa, quimica de superficie adequada para a
adesao celular e mineralizacdo, resisténcia mecanica suficiente para suportar o
stress in vivo, e taxa de biodegradacdo adequada, que gere derivados néo toxicos.
(VALENZUELA et al., 2012)

Concomitante, fator crucial a se levar em consideracdo € o grau de
porosidade e interligacéo entre 0os poros do arcabouco. Para promover efetivamente
a neoformacdo Ossea, in vivo, é necessario que esta estrutura possibilite a
neovascularizacdo, migracéo e proliferacdo dos osteoblastos, e deposi¢cdo de matriz
0ssea nos espacos vazios. Todavia, ha um dilema critico concernente a concepcao
do tamanho, a distribuicdo, a geometria espacial dos poros e suas interligacdes, de
modo que mantenham de maneira adequada as propriedades mecéanicas e garanta
melhor eficacia da utilizagdo dos arcaboucos. Neste sentido, a avaliacdo dessas
propriedades estruturais tem sido tarefa desafiadora. Se por um lado parece Obvio
que o arcabouco deva ter poros e canais intercomunicantes para permitir que as
células crescam dentro da sua estrutura, e fornecimento adequado de nutrientes; por
outro lado ndo é tdo 6bvio determinar, com exatiddo, os parametros, a priori, das

dimensoes, da forma, e das interligacdes (Figura 7). (BRUN et al., 2011)
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Figura 7 — Representacdo da interacdo entre a célula (espraiada e achatada)
com a estrutura do arcabougo microporoso.

Fonte: Adaptado de Pina, Oliveira e Reis (2015).

Outra alternativa que os pesquisadores tém buscado otimizar as propriedades
fisico-quimicas da HA é mediante a utilizagdo de polimeros sintéticos, como os poli
(L-4&cido lactico-co-4cido glicélico) (PLGA) e acido polilactico (PLA), (BERTINETTI et
al.,, 2006; WAHL; CZERNUSZKA, 2006) ou biopolimeros naturais, a partir de
proteinas tais como colageno, elastina, seda; e polissacarideos tais como quitosana,
acido hialurénico e alginato. Este ultimo atraiu grande atencdo dos pesquisadores,
nos ultimos anos, devido, principalmente, a sua nao toxicidade, biocompatibilidade,
hidrofilicidade, e custo relativamente baixo para producao em larga escala. (TENG et
al., 2006; CHAE et al., 2013)

Durante a sintese desses compdésitos, pbde-se notar que a utilizacdo do
alginato de sodio modifica a estrutura e a morfologia do cristal de HA, (TENG et al.,
2006) altera a cristalinidade, a solubilidade, os parametros de rede, estabilidade
térmica e reatividade superficial, (LeGEROS, 2002; DOURADO, 2006) a
bioatividade, a biocompatibilidade (GOUVEIA, 2008) e as propriedades de adsor¢cao
da estrutura da HA. (MAVROPOULOS et al., 2004) Consequentemente, oS
arcaboucos compositos a base de HA e alginato podem apresentar estrutura com
poros altamente interligados que assegura um ambiente biologico favoravel para a
adesdo e proliferacdo celular, bem como o crescimento tecidual, além de
proporcionar a passagem e fluxo de nutrientes. (VENKATESAN et al., 2015) Por isto,

esses biomateriais tornam-se promissores para a regeneracao 6ssea.

2.1.4 Alginato

O alginato, biopolimero marinho mais abundante e, ao lado de celulose, o
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mais disponivel no mundo, é um polissacarideo, ndo ramificado, constituido por
cadeias de repeticdo das unidades 1—4 acido p-D-manurdnico e o seu epimero C-5

do acido a-L-gulurénico, ligadas em variadas proporcdes e arranjos sequenciais
(Figura 8). (CORTES, 2010; PAWAR; EDGAR, 2012; VENKATESAN et al., 2015)

Figura 8 — Estrutura representativa do alginato.
Acido a-L-gulurdnico (G) e Acido B —D-manurénico (M).
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Fonte: Adaptado de Cortes (2010).

Esse polimero, de origem natural, € componente importante das algas pardas
(Laminaria sp., Macrocystis sp., Lessonia sp., dentre outras) e, também,
exopolissacarideo produzido por bactérias, incluindo Pseudomonas aeruginosa. Seu
arranjo estrutural € composto de sequéncias de M (blocos M) e residuos G (blocos
G) intercalados com sequéncias MG (blocos MG) (Figura 9). (CORTES, 2010;
PAWAR; EDGAR, 2012; VENKATESAN et al., 2015)

Figura 9 — Estrutura representativa da sequéncia estrutural do alginato.
(a) Conformacéo da cadeia e (b) a distribui(;ao tipica dos blocos.
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Fonte: Adaptado de Pawar e Edgar (2012).

Embora seja possivel obter o alginato de ambas as fontes, algas e bactérias,
o mais disponivel e utilizado comercialmente € o sal de s6dio, comumente chamado

de alginato de sodio, extraido de algas (Figura 10). Sua composi¢cdo quimica,
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sequéncias e pesos moleculares podem variar de acordo as espécies que produzem
o copolimero. (CORTES, 2010; PAWAR; EDGAR, 2012; VENKATESAN et al., 2015)

Figura 10 — Estrutura representativa do alginato de sodio.
M (blocos M) e residuos G (blocos G).
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Fonte: Adaptado de Cortes (2010).

A combinacdo de diferentes técnicas quimicas e bioquimicas fornece
possibilidades consideravelmente potenciais para a criacdo de derivados do alginato,
por meio do controle das sequéncias de monossacarideos, a localizacdo e
quantidade das moléculas substituintes. Isto, por sua vez, permite a manipulacao
das propriedades fisico-quimicas dos derivados do alginato, tais como solubilidade,
hidrofilicidade, afinidade as proteinas especificas, dentre outros. Estas modificacfes
tornam-se complexas devido as outras propriedades do alginato, incluindo,
principalmente, a sensibilidade ao potencial hidrogenidnico (pH). Esta dificuldade de
controlar as modificagbes do alginato tem atraido grande interesse dos
pesquisadores na busca de compreender os mecanismos envolvidos. (PAWAR,;
EDGAR, 2012; VENKATESAN et al., 2015)

O alginato é utilizado, frequentemente, para compor materiais de revestimento
para o tratamento de feridas agudas e/ou crbnicas. Esses dispositivos tém
desempenhado papel crucial na progresséo da fibrose cistica, por exemplo, em que
o biofilme bacteriano, formado a partir dos géis de alginato secretado por P.
aeruginosa. A utilizacdo vantajosa do alginato na biomedicina se da, principalmente,
devido a sua capacidade de realizar ligacbes cruzadas e formar hidrogéis, que
podem servir para encapsulacédo de células, a mencionar, por exemplo, as ilhotas de
Langerhans, no tratamento da diabetes. (PAWAR; EDGAR, 2012; VENKATESAN et
al., 2015)

As modificacdes quimicas do alginato sédo utilizadas também como ferramenta
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para duas principais finalidades: 1) melhorar as propriedades fisico-quimicas
existentes, tais como aumentar da resisténcia idnica de géis por meio da reticulacédo
covalente, aumentar a hidrofobicidade da espinha dorsal da cadeia, melhorar a
biodegradacédo e/ou realizar maior nucleacao e crescimento da HA; ou Il) introduzir
propriedades inteiramente novas em alginato nao modificado, tais como
propriedades anticoagulantes, e fornecer ancoragem quimica e bioquimica para
interagir com superficies celulares. (PAWAR; EDGAR, 2012; VENKATESAN et al.,
2015) Todavia, a degradacédo do alginato ndo esta totalmente elucidada, e continua a
ser questao critica para garantir desempenho biolégico previsivel deste material in
vivo. (CARDOSO et al., 2014)

A solubilidade do alginato, em agua, € regulada por trés parametros: 1) pH do
solvente; Il) forca ibnica do meio e; lll) presenca de ions de gelificacdo no solvente.
Além disso, a solubilidade depende fortemente do estado dos grupos de &cido
carboxilico de sua estrutura. Para que o alginato se torne sollUvel, € essencial que o
pH esteja acima de certo valor critico e os grupos de acido carboxilico ser
desprotonados. A alteracdo da forca i6bnica do meio afeta diretamente as
propriedades da solucéo, tais como conformacéo, extensao da cadeia, viscosidade
e, por conseguinte, solubilidade. (CORTES, 2010; PAWAR; EDGAR, 2012,
VENKATESAN et al., 2015) Acidos carboxilicos na sua forma protonada nio s&o
totalmente sollveis em qualguer sistema solvente, incluindo a agua. (PAWAR,;
EDGAR, 2012) Ha presenca de cations divalentes, tais como Ca?*, ion de Sr (Sr?*) e
fons de bario (Ba?*) nos géis de alginato. Por isso, é necessario ter um solvente
aquoso livre de ions de reticulacdo, que permitam dissolucdo. Assim, a solubilidade
do alginato, em meios organicos, requer a formacédo de sal tetrabutilaménio (TBA).
(PAWAR; EDGAR, 2012) Vale ressaltar que alginato de sédio, dissolvido em agua,
nao é completamente soluvel em qualquer meio orgénico, ja o sal TBA de alginato &
completamente solivel em agua, etileno glicol e solventes aproticos polares,
contendo fluoreto de tetrabutilaménio (TBAF), mas ndo em qualquer outro sistema
solvente. (PAWAR; EDGAR, 2012)

Ao ser associado aos cations monovalentes, o alginato tem a propriedade de
formar gel solavel, e na presenca de cations polivalentes como célcio, cromo, bario,
aluminio, magnésio e estréncio, este gel é insoluvel. (RODRIGUES, 2008; CORTES,
2010) Dentre estes compostos inorganicos, o mais comumente utilizado é o Ca. Tais

ions localizam-se nas cavidades eletronegativas e fazem interacfes iOnicas fortes
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com quatro blocos G, formando uma rede tridimensional com um arranjo quimico do
tipo egg-box (Figura 11). (TENG et al., 2006; CORTES, 2010)

Figura 11 — Representacéo da interacdo dos blocos G na presenca de
ions Ca Il, de acordo com o modelo egg-box. Os circulos pretos
representam os atomos de oxigénio envolvidos na coordenacdo do
cation.

o/ \
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Fonte: Adaptado de Cortes (2010).

Tendo em vista as propriedades anteriormente descritas, o alginato tem sido
um substrato importante para composicdo de biomateriais nanoestruturados
compositos. Sabe-se que um dos requisitos essenciais desses biomateriais € a
capacidade de fornecer um ambiente que é fisica e quimicamente favoravel a
presenca de espécies bioldgicas, como células vivas. Sendo assim, a fim de reforcar
as interagdes quimicas das matrizes a base de alginato com as células, faz-se
associacdo de ligantes celulares especificos ou moléculas de sinalizacao
extracelulares. Visando melhorar ainda mais as interacbes celulares, pode-se
também, influenciar no controle do crescimento, diferenciacdo e comportamento de
células em meio de cultura. Desta maneira, o alginato oferece vantagens, incluindo
hidrofilicidade, biocompatibilidade e baixa imunogenicidade. Simultaneamente, sua
capacidade de formar géis, elasticos, fibras, espumas, e nanoparticulas, capazes de
encapsular células, drogas e outras entidades biologicas, tem sido importantes
potencialidades para aplicacbes em biomedicina. (PAWAR; EDGAR, 2012;

VENKATESAN et al., 2015)

2.2 FISIOLOGIA DO REPARO OSSEO

O osso é um tipo de TC especializado, metabolicamente ativo, que possui
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estrutura complexa e altamente organizada, rica em MEC mineralizada e diferentes
tipos celulares — células osteoprogenitoras, osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos e
as células de revestimento 6sseo, conhecidas como bone lining cells — responsaveis
pela sintese, manutencao e reabsorcdo da MEC 6ssea. Esta é composta pelas fases
organica e inorganica, que interagem e proporcionam resisténcia e resiliéncia ao TO
(Figura 12). (MARKS JR; ODGREN, 2002; ANDRADE et al., 2007; ALFORD;
KOZLOFF; HANKENSON, 2015)

Figura 12 — Distribuicdo das células no TO.
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Fonte: Adaptado de Marks Jr e Odgren (2002).

As células osteoprogenitoras séo fusiformes, de origem mesenquimal,
presentes em todas as superficies ndo reabsorvidas, no endosteo e na camada
interna do periésteo, revestindo os canais de Havers. (ANDRADE et al., 2007,
ALFORD; KOZLOFF; HANKENSON, 2015) Estes canais se comunicam com a
cavidade medular e a superficie externa do 0sso por meio de canais transversais ou
obliguos denominados canais de Volkmann. Essas células caracterizam-se por exibir
muitos ribossomos livres, pouca quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso
(RER), e pequenos complexos de Golgi. Tém como principal potencialidade a
diferenciacdo em osteoblastos. (ANDRADE et al., 2007; ALFORD; KOZLOFF;
HANKENSON, 2015) Tal mecanismo € induzido pela liberacdo das BMPs e fatores
de crescimento, tais como o fator de crescimento de insulina (IGF), o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento de fibroblastos
(FGF). Haja vista que a osteogénese tem relacao direta com crescimento vascular,

as células perivasculares, em forma de estrela, conhecidas como pericitos, séo
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consideradas as principais células osteoprogenitoras. (ANDRADE et al., 2007;
ALFORD; KOZLOFF; HANKENSON, 2015)

Os osteoblastos sdo células caracterizadas por conter grande quantidade de
RER e grandes unidades de complexos de Golgi. (ANDRADE et al., 2007; ALFORD;
KOZLOFF; HANKENSON, 2015) Localizam-se nas superficies 6sseas, justapostas,
formando arranjo semelhante ao epitélio simples, e sdo responséaveis pela sintese
da parte organica da matriz, denominada oteoide, que tem como principais
componentes o colageno do tipo I, (ANDRADE et al., 2007; ALFORD; KOZLOFF;
HANKENSON, 2015) principal proteina estrutural; e proteinas ndo-colagénicas como
osteopontina, sialoproteina, osteonectina, osteocalcina. (HING, 2004; ANDRADE et
al., 2007; ALFORD; KOZLOFF; HANKENSON, 2015) Esta ultima facilita a deposicdo
dos Ca?* na MEC, enquanto osteonectina estimula a atividade dos osteoblastos.
(ANDRADE et al., 2007; ALFORD; KOZLOFF; HANKENSON, 2015) Enquanto a
sialoproteina nao tem funcao especifica completamente elucidada, (MALAVAL et al.,
2008; ALFORD; KOZLOFF; HANKENSON, 2015) a osteopontina encontra-se nos
depdsitos e na superficie 0ssea, por isto, sua principal fungdo na mineralizacao esta
direcionada a ades@o dos osteoblastos e osteoclastos na MEC o&ssea. Essas
proteinas formam a matriz 3D do TO, onde ha constante interacdo célula-célula,
célula-matriz, (ALFORD; KOZLOFF; HANKENSON, 2015) células-fatores de
crescimento e deposicdo de sais minerais. Os osteoblastos também participam da
mineralizacdo, durante o mecanismo de concentracdo dos CaP. Estas células
possuem receptores do horménio da paratireoide (PTH), 1,25-diidroxivitamina D
(1,25(0OH)2D) e estrogénio, glicocorticoides, insulina, mas ndo para a calcitonina.
Deste modo, o estimulo do PTH, 1,25(OH)2D, horménio de crescimento e estrogénio
induzem os osteoblastos a produzirem o fator de crescimento “insulin like” | (IGF-1),
gue tem papel importante na regulacédo e modelagem oOssea local. Quando estdo em
intensa atividade sintética, sédo cuboides e apresentam citoplasma basofilo. Por outro
lado, quando quiescentes, tornam-se achatadas e menos baséfilas. Uma vez
aprisionados na matriz recém-sintetizada, os osteoblastos se tornam ostedcitos.
(ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006; ALFORD; KOZLOFF; HANKENSON, 2015)

As células de revestimento 6sseo, bone lining cells, sdo de formato alongado
gue recobrem a superficie do TO e ndo apresentam atividade de sintese. Essas
células sdo aqueles osteoblastos que cessaram sua atividade e entraram em estado
de quiescéncia. (ANDRADE et al., 2007; ALFORD; KOZLOFF; HANKENSON, 2015)
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Os ostedcitos, células mais abundantes do TO, possuem formato achatado,
exibem pequena quantidade de RER, complexo de Golgi pouco desenvolvido e
nacleo com cromatina condensada. Estas células sdo encontradas no interior da
matriz 6ssea, em lacunas das quais partem canaliculos. Dentro destes canaliculos,
0s prolongamentos dos ostedcitos se interconectam, organizados como sincicio, por
meio de jun¢Bes comunicantes, onde podem ser transportadas pequenas moléculas
e ions. (ANDRADE et al., 2007; ALFORD; KOZLOFF; HANKENSON, 2015) Embora
suas caracteristicas ultraestruturais indiquem pequena atividade sintética, os
ostedcitos sdo essenciais ha manutenc¢ao e nutricdo da MEC. Sua morte € procedida
por reabsorcao da matriz.

Os osteoclastos sao células gigantes multinucleadas, moéveis, de linhagem
monocitica, que possuem grande quantidade de prolongamentos, e dispdem-se nas
superficies 6sseas. Seus prolongamentos sdo irregulares, de forma e espessura
variaveis. Durante a reabsor¢cdo 6ssea, as porcdes dilatadas dos osteoclastos
encontram-se alocadas em depressfes da matriz mineralizada, escavadas pela
atividade de degradacdo acida, denominadas lacunas de Howship, onde, sob o
controle do PTH, sdo estimulados a secretar enzimas proteoliticas e acidos
organicos (lactato e citrico) que digerem e solubilizam a matriz éssea. (MOTTA,
2003; ALFORD; KOZLOFF; HANKENSON, 2015) Estas células exibem citoplasma
granuloso, contendo, algumas vezes, vacuolos (menos basoéfilos em células jovens e
acidofilo nas maduras). (NAIR et al., 2013; ALFORD; KOZLOFF; HANKENSON,
2015)

Ja a fase inorganica do TO, que representa aproximadamente 50% do seu
peso total, possui como ions mais abundantes o Ca e P. Devido a grande superficie
de troca ibnica da microestrutura cristalina da matriz mineral, ha alguns outros
elementos tragos essenciais a fisiologia Ossea, tais como bicarbonato, citrato,
carbonato, lactato, fluoreto, (BANDYOPADHYAY et al., 2006; ALFORD; KOZLOFF;
HANKENSON, 2015) dentre outros, dispostos em diferentes proporcdes.
Dependendo da ingestdo de fluor, quantidades variaveis de fluorapatita também
podem estar presentes. (LACERDA, 2005) O Ca e o P sao depositados como sais
amorfos e, posteriormente, organizam-se na forma de cristais de HA, de composicéo
guimica Ca1o(PO4)s(OH)2. Os ions da superficie desses cristais sdo hidratados e,
desta forma, existe uma camada de agua e ions em volta de cada cristal. Essa

camada é denominada capa de hidratacdo, a qual promove a troca de ions entre 0s
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cristais e o liquido intersticial. (NAIR et al., 2013; ALFORD; KOZLOFF;
HANKENSON, 2015)

E importante ressaltar que a associacéo da HA as fibras de colageno confere
rigidez e resisténcia ao TO. Assim sendo, apos a remocao do Ca, 0S 0SsS0s mantém
sua forma, porém tdo flexiveis quanto os tenddes (Figura 13). (NAIR et al., 2013;
ALFORD; KOZLOFF; HANKENSON, 2015)

Figura 13 — Representacdo da associacao entre os cristais de HA e as fibras de colageno

no TO. -
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Fonte: Adaptado de Nair e colaboradores (2013).

O periésteo e endoésteo, superficies externa e interna dos 0Ssos,
respectivamente, sdo recobertas por células osteogénicas e TC. A camada mais
superficial do periésteo é composta, principalmente, de fibras de colageno e
fibroblastos. Essas fibras penetram no TO em forma de feixes, conhecidos como
fiboras de Sharpey, que prendem firmemente o peridsteo ao TO. Ja o enddsteo é
constituido de células osteogénicas que revestem, principalmente, as cavidades do
0SSO esponjoso, canal medular, canais de Volkmann e Havers. Esses revestimentos
sao essenciais para a manutencéo do TO. (NAIR et al., 2013; ALFORD; KOZLOFF;
HANKENSON, 2015)

A morfogénese e remodelacdo Ossea compreendem sintese, pelos
osteoblastos, e reabsorcao, coordenada pelos osteoclastos. Esse mecanismo inicia-
se com atividade dos osteoclastos, adjacentes aos vasos sanguineos, presentes nos
canais de Havers. Durante esse evento, o caminho percorrido pelos osteoclastos,
nas superficies do osso, forma um cone de corte, que é ocupado por tecido vascular
e células osteogénicas. Em seguida, os osteoclastos liberam fatores osteoindutivos
aos pre-osteoblastos e ativam sua diferenciacdo, para estimular, por sua vez, a
neoformacdo Ossea (Figura 14). (ANDRADE et al.,, 2007; ALFORD; KOZLOFF;
HANKENSON, 2015)
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Figura 14 — Representacdo do mecanismo de remodelacdo dssea.
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Fonte: Adaptado de Warden, Davis e Fredericson (2014).

O TO possui excelente capacidade regenerativa, em virtude de dispor de
mecanismos reparadores semelhantes ao da osteogénese embriologica. (SEAL;
OTERO; PANITCH, 2001; NAIR et al., 2013; ALFORD; KOZLOFF; HANKENSON,
2015) Deste modo, lesdes O6sseas de pequenas dimensdes regeneram-se
espontaneamente com facilidade. (SEAL; OTERO; PANITCH, 2001; ALFORD;
KOZLOFF; HANKENSON, 2015) Contudo, em algumas situacfes que existam
disturbios metabdlicos, por exemplo, osteoporose; comprometimento vascular; e/ou
perda tecidual extensa, resultante de traumas ou ressecc¢des cirdrgicas, a
capacidade regenerativa deste tecido torna-se limitada (SEAL, OTERO, PANITCH,
2001; LOGEART-AVRAMOGLOU et al., 2005) e o reparo é finalizado com formacao
de tecido conjuntivo fibroso (TCF), (CARDOSO et al., 2006; MIGUEL et al., 2006;
MIGUEL, 2008; ROLIM, 2010; BARRETO, 2011; MIGUEL et al., 2013) em razao da
auséncia de arcabouco 3D, essencial para os eventos celulares, o que pode
comprometer a funcdo e a estética da regido acometida. Entretanto, se o defeito for
superior a um tamanho critico, 0 mecanismo de regeneracédo deixa de preencher a
lacuna 6ssea, com novo tecido 6sseo, de forma completa. (ELDESOQI et al., 2014)

Sabendo-se disso, a utilizagdo de roedores como modelo experimental
apresenta vantagens, em relacdo aos animais de grande porte, tais como uma
melhor relacdo custo-beneficio, a reabilitacdo e manipulacdo mais faceis; e permite a
normalizagdo das condigbes experimentais em individuos geneticamente
semelhantes. (ELDESOQI et al., 2014) Deste modo, defeitos dsseos de dimenséo

critica, cuja regeneracao € limitada as bordas 6sseas e o reparo € finalizado com a
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formacao de tecido conjuntivo em toda a sua extensdo, confeccionados na calvéria
de rato, vém sendo frequentemente utilizados em estudos com modelos
experimentais, (MARQUES et al., 2015) haja vista que podem fornecer informacdes
que permitem elucidar questdes importantes sobre a biocompatibilidade e as
funcbes biolégicas de biomateriais projetados para regeneracdo éssea
posteriormente a sua aplicagdo clinica. (SHAH et al., 2014)

Diante do exposto, os pesquisadores da BTO tém utilizado fundamentos
tedricos, multi e interdisciplinares, com o objetivo de elucidar respostas celulares
especificas que estimulem a regeneracdo do TO influenciadas pela utilizacdo de

biomateriais fosfatados em diferentes formatos, tais como microesferas e granulos.

2.3 PRINCIPAIS PROPRIEDADES DAS MICROESFERAS E DOS GRANULOS

Os biomateriais compdésitos sintetizados no formato de microesferas,
projetados para a BTO, apresentam, como principal propriedade, o arcabouco 3D,
formado por poros interligados que, apés implantacdo, favorecem a formacdo de um
intersticio que possibilita a difusdo de micronutrientes e fatores de crescimento,
migracao, proliferagdo e diferenciagdo celular, especialmente mesenquimais e
osteoprogenitoras, sintese de nova MEC, e neovascularizacdo, eventos
fundamentais para a neoformacao tecidual. Além dessas propriedades quimicas, o
formato de microesferas permite aplicacdo versatil, em vistas que podem ser
implantadas por meio de técnicas cirargicas minimamente invasivas, como veiculos
de liberacdo controlada de drogas, por exemplo, devido a alta microporosidade
interligada que compde sua estrutura. (PICCININI, 2012; RIBEIRO, 2013)

J& os biomateriais no formato de granulos, incluem particulas irregulares e
multifacetadas redondas e/ou lisas, com estruturas solidas e/ou porosas. O
comportamento dessas particulas no organismo depende da sua morfologia e
microestrutura. (PICCININI, 2012) Esses arcabougcos exibem organizacao
microesturtural de particulas que se distribuem de maneira diferente no local de
implante, em relacdo as microesferas, uma vez que elas irdo se agrupar em um
arranjo espacial semelhante a um mosaico e diminuir, quase completamente,
intersticio entre as particulas. (PICCININI, 2012; RIBEIRO, 2013) Este fator ganha
grande destaque, haja vista que a reducdo quase completa do intersticio, em

resposta ao biomaterial, interfere na migracdo celular durante o reparo 0sseo.
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Entretanto, o arranjo dos granulos possibilita area de superficie do intersticio
consideravelmente maior, o que garante maior superficie para atividades celulares.
Esses biomateriais podem ser utilizados para preencher defeitos e lesdes de formas
irregulares, por meio de sistemas injetaveis, em procedimentos cirargicos
minimamente invasivos, por exemplo. (PICCININI, 2012; RIBEIRO, 2013)

Os granulos utilizados em aplicagcdes farmacéuticas apresentam tamanhos
que variam entre 0,2 — 4,0 mm, nas cirurgias ortopédicas entre 1,0 — 2,0 mm,
enguanto na cirurgia periodontal entre 0,25 — 1,0 mm. J& as particulas com diametro
menor podem ser totalmente reabsorvidas. Sendo assim, os granulos sob 50 pm,
nanoestruturados, apos implantacédo, podem ser fagocitados por macréfagos e, em
seguida, estimular a reabsorcéo 6ssea local. (PICCININI, 2012)

Vale ressaltar que, a microporosidade interligada dos granulos, assim como
das microesferas, também favorecem a osteoinducéo, vascularizacédo e proliferacao
celular com consequente neofomacdo éssea no interior do arcabouco, que pode
contribuir significativamente para a regeneracdo Ossea. (CAMARGO; LIMA;
GEMELLI, 2012)
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3 OBJETIVO

Avaliar a influéncia do formato e da composicdo de novos biomateriais
compositos, de HA nanoestruturada associada ao alginato, na fase inicial do reparo

dsseo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 BIOMATERIAIS

Ambos os biomateriais utilizados neste estudo, microesferas e granulos,
foram produzidos, caracterizados e fornecidos por pesquisadores do Centro
Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF), sob supervisdo do pesquisador Alexandre

Malta Rossi.

4.1.1 Sintese e caracterizacao fisico-quimica

A sintese do biomaterial foi realizada pela mistura de uma solucdo de
hidrogenofosfato de aménio [(NH4)2HPO4], mantida em pH 11, a uma solucdo de
nitrato de célcio tetra hidratado [Ca(NOs3)2.4H20], sob agitagdo constante. O
precipitado resultante foi filtrado, lavado até que o pH verificado das aguas de
lavagem fosse 7. Logo apos, o sélido obtido foi secado por liofilizacdo durante 24h e,
posteriormente, separado usando peneiras com abertura mesh desejada; 15 g do
sélido obtido foram pesados em becker e, em seguida, adicionado a uma solucao de
alginato de sédio a 1,5% m/v e misturado vigorosamente até obter uma mistura
homogénea. Para obtencédo das microesferas, a pasta formada foi extrudada com o
auxilio de seringa em solucéo de cloreto de calcio 0,15 M, em temperatura ambiente.
As esferas obtidas foram lavadas e secas em estufa a 50° C e imediatamente
separadas usando peneira na faixa de 250 a 425um. A seguir, as esferas foram
fracionadas em partes iguais, acondicionadas em tubos eppendorf e esterilizadas
por raios gama. Cada aliquota foi utilizada para preencher o defeito ésseo de,

aproximadamente, quatro animais (Figura 15).

Figura 15 — Microesferas em tubos eppendorf.

:::::

Fonte: Foto do autor.
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Para obtencdo dos granulos, 15 g do sélido obtido foram pesados em becker
e, em seguida, foi adicionado a uma solucdo de alginato de sodio a 1,5% m/v e
misturado vigorosamente até obter uma mistura homogénea; a pasta obtida foi seca
em estufa e, posteriormente, triturada para obter os granulos na faixa granulométrica
entre 250 a 425 um. As amostras foram fracionadas em partes iguais,
acondicionadas em tubos eppendorf e esterilizadas por raios gama. Cada aliquota
foi utilizada para preencher o defeito 6sseo de, aproximadamente, quatro animais
(Figura 16).

Figura 16 — Granulos em tubos eppendorf.

Fonte: Foto do autor.

Area superficial foi analisada por meio do analisador de area superficial,
volume e distribuicdo de tamanho de poro, modelo ASAP 2020 — MICROMERITICS;
e a técnica de andlise quimica triplicada, por meio de espectrébmetro de
fluorescéncia de raios-X modelo PHILIPS PW2400 (Tabela 2).

Tabela 2 — Resultados da analise quimica triplicada das amostras.

mol do

Amostra Ca% Ca P% mol do P Razado Ca/P
HA 35,70 0,8908 16,40 0,52948 1,6823
HA 36,00 0,8982 16,60 0,53593 1,6760
HA 37,12 0,9262 17,20 0,55530 1,6679

MEDIA 1,6754

Fonte: CBPF (2015).

A difracdo de raios-X foi realizada por meio do difratdmetro de alta resolucéao
ZEISS HZG4 com radiacdo de CuKa (I= 1,5418A) e varredura angular de 10 —
80°(2e), com passo de 0,05/s, tempo 160 segundos; ficha padréo de banco de dados
PCPDFWIN 09.0432 do International Centre for Diffraction Data (ICDD). A Andlise

infravermelho foi feita com utilizagdo de espectrofotometro de infravermelho com
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transformada de Fourier da Schimadzu, IR-Prestige 21 com separador de feixes de
KBr. A andlise foi feita por transmitancia com utilizacdo de pastilha de KBr 1% na
regido mediana do infravermelho (400 — 4000cm-?).

Em relacdo aos espectros vibracionais de infravermelho da amostra
preparada a 90°C, observou-se que as bandas s&o correspondentes ao de uma
hidroxiapatita [Referéncia da tabela de FTIR: SLOSARCZYK et al., 2005; STOCH et
al., 2000; MARQUES, 2003; MARKOVIC et al., 2004] nas regides de 3430 e 1646
cm® bandas de dgua intensa e larga. Nas regides de 1462 a 1414cm™ encontram-se
as bandas caracteristicas dos ions carbonato, mostrando que a substituicdo ocorreu
conforme previsto. As demais bandas observadas em 1038,961,602 e 560 cm™ sdo
caracteristicas dos ions fosfatos. Mesmo a amostra com grande hidratacdo foi

possivel identificar as bandas dos ions hidroxila em 3570 e 635 cm™! (Figura 17).

Figura 17 — Espectros vibracionais de infravermelho da amostra preparada a 90° C.
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Fonte: CBPF (2015).

O difratograma demonstrou picos correspondentes ao perfil cristalino de uma
HA padrédo de acordo com a ficha PCPDFWIN 09.0432. Observou-se que a
temperatura de sintese promove a formacdo de uma hidroxiapatita com alta
cristalinidade. Esta cristalinidade tem influéncia direta no grau de dissolucdo destes

materiais (Figura 18).
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Figura 18 — Picos correspondentes ao tamanho de HA padrao.
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Fonte: CBPF (2015).

4.2 AMOSTRA

Utilizaram-se 15 ratos da linhagem Wistar albinos, machos, adultos, com peso
corporal entre 350 e 400g, fornecidos pelo Biotério Central da UEFS. Esses animais
foram distribuidos, aleatoriamente, para compor trés grupos experimentais (Tabela
3):

GHAGr — Defeito 6sseo preenchido com granulos de HA e alginato;
GHAMI — Defeito 6sseo preenchido com microesferas de HA e alginato;

DC — Defeito 6sseo preenchido com coagulo sanguineo.

Tabela 3 — NUmero de animais de acordo com o grupo experimental e ponto
biolégico.

Ponto Biolégico _
) 15dias  Total
Grupo Experimental
GHAGr
GHAMi
DC 5 5

15

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.3 CONSIDERACOES ETICAS

Os grupos experimentais descritos neste estudo estédo incluidos no Projeto de
Pesquisa, aprovado junto ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), do
Instituto de Ciéncias da Saude (ICS), da Universidade Federal da Bahia (UFBA),
com namero de protocolo 038/2012. Deste modo, foram seguidas as Normas Eticas
de Pesquisas em Animais (Lei n° 11.794, de 2008); as Normas Nacionais de
Biosseguranca e as diretrizes do Instituto Nacional de Saude para o Cuidado e Uso
de Animais de Laboratério (NIH Publicacdo n © 85-23, rev. 1985); e as normas de
Biosseguranca do Biotério Central da Universidade Estadual de Feira de Santana
(UEFS).

4.4 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Previamente aos procedimentos cirdrgicos, 0s animais receberam anestesia
com injecdo intramuscular de cloridrato de quetamina, na proporcao de 0,1 mL/100g
de massa corporea; e sedacdo e analgesia por injecéo intramuscular de cloridrato de
xilazina a 2%, na proporcéo de 0,04 mL/100g de massa corporea. Estas medicacdes
foram administradas em dose Unica. Apoés certificacdo da auséncia de reflexos a dor,
0s animais foram posicionados em decubito ventral, para realizacédo da tricotomia na
calvaria e submetidos a antissepsia do campo operatorio com alcool iodado.

A técnica cirurgica de confeccdo do defeito 6sseo critico na calvaria de rato foi
a mesma descrita em Cardoso e colaboradores (2006) e Miguel e colaboradores
(2006; 2013). Para a confeccdo do defeito critico de, aproximadamente, 8,5 mm de
diametro e, aproximadamente, 0,8 mm de espessura, utilizou-se fresa trefina de 8
mm acoplada ao motor cirdrgico de implante. Por fim, fez-se o preenchimento do
defeito 6sseo critico com biomateriais, de acordo com cada grupo experimental,
exceto para o controle. Em seguida, o retalho foi reposicionado e suturado com
pontos interrompidos, utilizando-se fio de seda (Figura 19).

Durante todo o periodo experimental, os animais receberam ragéo e 4gua ad
libitum, em bebedouro usual para ratos. Estes, mantidos em caixas plasticas
individuais, identificadas conforme pesquisador responsavel, grupo experimental e
ponto bioldgico.
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Figura 19 — Principais etapas do procedimento cirdrgico: a. Exposi¢cao do TO.
b. Confeccdo do defeito 6sseo. c. Demarcacdo do defeito dsseo. d. Defeito
0sseo critico confeccionado. e. Biomaterial implantado. f. Sutura do retalho.

Fonte: Foto do autor.

4.5 ETAPA LABORATORIAL
4.5.1 Processamento Histolégico
Esta etapa foi realizada no Instituto de Patologia Geral e Cutanea (IPAC) S/C

LTDA.
Apoés eutanasia, a calvaria do animal foi removida e fixada em formaldeido
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tamponado a 4%, por no minimo 72 horas. Posteriormente, a calvéria foi reduzida e
dividida em porgédo anterior e posterior. A por¢cdo posterior foi descalcificada com
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) durante 7 dias, processadas e incluidas
em parafina (Figura 20). Os blocos foram cortados com 4-5um de espessura e
corados com Hematoxilina-Eosina (HE), para avaliagdo histologica, Picrossirius-Red
(PIFG), para identificacdo de proteina colagénica, e Tricrdmico de Masson-Goldner

(GOLD), para observacao de matriz osteoide e células 6sseas.

Figura 20 — Representacdo do defeito critico em calvaria de rato. a. Vista superior. b.
Vista pOstero-anterior.
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Fonte: Figura elabora pelo autor.

4.5.2 Anélise Histomorfoldgica

A anélise morfologica foi realizada com auxilio do pesquisador patologista Dr.
Aryon de Almeida Barbosa Junior. A captura de imagens foi feita por meio da
utilizacdo de microscopio éptico trinocular Leica® DM1000, acoplado a uma camera
digital Leica® DFC310FX; e o sistema de andlise de processamento de imagens
Leica® QWIN.
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5 RESULTADOS

5.1 PONTO BIOLOGICO DE 15 DIAS

A andlise histomorfologica evidenciou neoformacdo de matriz osteoide
reacional, realizada por osteoblastos visivelmente ativos, restrita as bordas do
defeito 6sseo, com alcance menor que, aproximadamente, cinco centésimos da area
total do defeito, no GHAGr, no GHAMi e no DC (Figuras 21, 22, 23). Ademais, em
todos o0s grupos, o reparo 6sseo de toda a extensdo do defeito caracterizou-se por
formacao de tecido conjuntivo frouxo, edemaciado (Figuras 24, 25, 26, 27), com
proliferacéo de capilares sanguineos mais abundante em GHAMi e GHAGr, em torno
dos biomateriais. Quando comparada as bordas dsseas, a espessura tecidual
produzida na regido do defeito manteve-se proporcional em GHAMi e GHAGr, e
reduzida em DC (Figuras 28, 29, 30, 31).

No GHAMI, as microesferas dispuseram-se em monocamada, com pequena
variacdo de tamanho, em toda regido de preenchimento do defeito 6sseo, onde a
maioria manteve-se integra e algumas apresentaram fragmentacao parcial e/ou total.
Houve reacao inflamatdria crénica granulomatosa, caracterizada pela presenca de
macrofagos, células gigantes multinucleadas e alguns linfocitos, ao redor de todas
as microesferas, principalmente naquelas localizados a periferia do defeito 6sseo
(Figuras 32, 33, 34, 35).

No GHAGr, os granulos distribuiram-se em mono e multicamadas, cujas
particulas apresentavam dimensdo menor em relacdo ao GHAMi. Além disso, a
reacdo inflamatéria cronica granulomatosa foi mais intensa, em comparacdo a
observada ao redor das microesferas no GHAMi. A maior parte dos granulos
permaneceu integra, enquanto outros apresentaram fragmentacdo parcial menos

acentuada em relacdo ao GHAMi (Figuras 36, 37, 38, 39).
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Figura 21 — GHAGr. Analise da regido das bordas 6sseas.

Regido da borda 6ssea (BO) com neoformacéo 0ssea (NO). Tecido conjuntivo frouxo
(TCf). Osteoblastos ativos (setas verdes). Regido da dura-mater (DM). HE. Barra 200
pm.

> ;’"
Fonte: Foto do autor.

Figura 22 — GHAMI. Andlise da regido das bordas 0sseas.
Regido da borda 6ssea (BO). Neoformacao 6ssea (NO). Tecido conjuntivo frouxo
setas verdes). HE. Barra 100 ym.
= i = -
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Fonte: Foto do autor.



Figura 23 — DC. Andlise da espessura do defeito e das bordas.

54

Regido da borda o0ssea (BO). Neoformacdo 6ssea (NO). Tecido conjuntivo frouxo

(TCf). Regido da dura-mater (DM).HE. Barra 500 ym.

500 pm

Fonte: Foto do autor.

Figura 24 — GHAMi. Andlise da regido central do defeito 6sseo.

Microesferas (Mi). Tecido conjuntivo frouxo (TCf). Veia Central (VC). Regido da dura-

mater (DM). PIFG. Barra 1 mm.

1mm

DM
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Figura 25 — GHAGr. Analise da regido central do defeito 6sseo.
Granulos (Gr). Tecido conjuntivo frouxo (TCf). Veia Central (VC). Regido da dura-
mater (DM). HE. Barra 1 mm.

1mm

A'Qv

i

Fonte: Fot6 do autor.

Figura 26 — DC. Analise da borda e regido central do defeito 6sseo.
Tecido conjuntivo frouxo (TCf). Veia Central (VC). Regido da dura-mater (DM). GOLD.
Barra 500 pm.

500 ym

NG ST DM
/

Fonte: Foto do autor.




Figura 27 — DC. Analise da regido central do defeito 6sseo. Tecido conjuntivo frouxo
TCf). Veia Central (VC). Regido da dura-mater (DM). HE. Barra 200 pm.

200 pm

DM

Fonte: Foto do autor.
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Figura 28 — GHAMI. Andlise da espessura do defeito e das bordas. Microesferas (Mi).

Borda dssea (BO). Regido da dura-méter (DM). HE. Barra 500 pm.

500 pm

Fonte: Foto do autor.
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Figura 29 — GHAMI. Analise da espessura do defeito e das bordas. Microesferas (Mi).
Borda 6ssea (BO). PIFG. Barra 500 pm.

500 pm

Fonte: Foto do autor.

Figura 30 — GHAGr. Andlise da espessura do defeito e das bordas. Microesferas
(Gr). Borda 6ssea (BO). Regido da Dura-méter PIFG. Barra 500 pym.

500 ym

Fonte: Foto do autor.
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Figura 31 — GHAMI. Analise do intersticio entre as particulas. Microesferas (Mi).
Capilar sanguineo (Setas verdes) Tecido conjuntivo frouxo (TCf). Veia Central (VC).
Regido da dura-mater (DM). GOLD. Barra 200 ym.

200 pm

Fonte: Foto do autor.

Figura 32 — GHAMI. Andlise reacao inflamatodria e da biodegradacdo das particulas em
menor aumento.
Microesferas (Mi). Tecido conjuntivo frouxo (TCf). Veia Central (VC). HE. Barra 100

Fonte: Foto do autor.
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Figura 33 — GHAMI. Andlise reacao inflamatoria e da biodegradacédo das particulas em
menor aumento.

Microesferas (Mi). Tecido conjuntivo frouxo (TCf). Veia Central (VC). HE. Barra 200
pm.

2 T W -

Fonte: Foto do autor.

Figura 34 — GHAMi. Andlise da neoformacéo tecidual. Microesferas (Mi). Tecido

conjuntivo frouxo (TCf). Neoformacao éssea (NO). Borda éssea (BO). GOLD. Barra

100 ym, |
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Fonte: Foto do autor.




Figura 35 — GHAMi. Andlise da qualidade da neoformacéo tecidual. Microesferas
(Mi). Tecido conjuntivo frouxo (TCf). Neoformagédo 0ssea (NO). Borda 0ssea (BO).
PIFG. Barra 100 um.

Figura 36 — GHAGr. Andlise do intersticio entre as particulas.
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Granulos (Gr). Tecido conjuntivo frouxo (TCf). Capilar Sanguineo (Setas verdes). HE.

Barra 1
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Fonte: Foto do autor.
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Figura 37 — GHAGr. Andlise da neoformacéo tecidual.

Granulos (Gr). Tecido conjuntivo frouxo (TCf). Borda éssea (BO). Regido da dura-

méater (DM). GOLD. Barra 200 pum.
; I o

S

Fonte: Foto do autor.

Figura 38 — GHAGr. Analise da qualidade da neoformacao tecidual.
Granulos (Gr). Tecido conjuntivo frouxo (TCf). Neoformacao éssea (NO). Borda 6ssea
(BO). Regido da dura-méter (DM). PIFG. Barra 200 pm.

200 pm

Fonte: Foto do autor.
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Figura 39 — GHAGr. Andlise da reacao inflamatéria e da biodegradacéo das particulas
em menor aumento.

Fonte: Foto do autor.
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6 DISCUSSAO

O mecanismo de reparacdo 6ssea € um fenbmeno dindmico e complexo que
requer compreensao dos principais fatores que interferem na maneira das células
0sseas interagirem com o ambiente em sua volta. Sob condi¢des fisioldgicas, esse
evento pode consolidar-se por regeneracdo naquelas situagbes que resultam em
pequenos defeitos e/ou lesdes, de forma espontanea. (SULAIMAN et al., 2013)

Como observado no DC, pelas caracteristicas teciduais produzidas e a
espessura reduzida do preenchimento em toda extensdo do defeito 6sseo, uma
lesédo e/ou defeito de dimenséao critica impossibilita a migracdo das células dsseas
presentes no tecido 6sseo remanescente as bordas do defeito 6sseo e peridsteo,
devido a falta de arcabouco adequado. Desta forma, o reparo tecidual foi findado por
deposicao de tecido conjuntivo frouxo, que ndo exerce a funcdo do tecido 0sseo
natural, e a neoformacdo éssea reativa limitou-se as bordas do defeito 6sseo,
semelhante aos estudos de Cardoso e colaboradores (2006), Rolim (2010), Barreto
(2011), Miguel e colaboradores (2006; 2013), Ribeiro (2013) e Ribeiro e
colaboradores (2014). Esse fato comprova, também, a pertinéncia e a confiabilidade
da utilizacdo do modelo experimental deste estudo, que se caracteriza por simular
uma lesdo 6ssea cujo mecanismo de reparacao nao € finalizado por regeneracao
completa da &rea acometida, (SPONER; STRNADOVA: URBAN, 2010) como
naqueles casos de doencas congénitas, resseccdes cirirgicas extensas, traumas e
eventos inflamatorios graves, dentre outros. Assim sendo, vé-se a necessidade da
utilizacdo de estruturas que sirvam como arcabouco ideal, e temporario, para
viabilizar a atividade celular, proliferagdo de novos vasos sanguineos e o transporte
de nutrientes e moléculas fundamentais para a regeneracgéao tecidual.

A espessura proporcional a do tecido 0sseo remanescente as bordas, e a
integridade da maioria das particulas dispostas nas regiées mais centrais do defeito
0sseo, observadas nos dois grupos em que houve implantacdo dos biomateriais
nanoestururados, GHAMi e GHAGr, demonstra que as particulas foram
biocompativeis e serviram como estrutura de suporte para a neoformacéao tecidual
circunjacente. Desta forma, esses biomateriais nanoestruturados podem atuar como
condutores, independente do formato e da variagdo de tamanho entre as particulas,
e oferecer arcaboucgo que favorece o reestabelecimento funcional, e estrutural, da

area lesionada.
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Em relagdo a proliferagdo dos capilares sanguineos, mais abundante no
GHAMI e no GHAGI, circunjacentes aos biomateriais, observa-se que os arcaboucos
compositos a base de HA e alginato forneceram estrutura superficial que assegurou
ambiente biologico favoravel a angiogénese, e a neoformacéo tecidual circundante,
pois proporcionou a passagem e influxo de nutrientes através dos vasos
neoformados. (VENKATESAN et al., 2015)

Para que um biomaterial sirva como arcabouco temporario e seja substituido
por novo tecido 6sseo, € necessario que haja biodegradacédo e/ou biorreabsorcéo,
numa velocidade ideal, compativel com a neoformacdo tecidual. (LIU; MA, 2004)
Neste sentido, como observado no GHAMi e no GHAGr, enquanto aquelas particulas
que permaneceram integras serviram como arcabouco estrutural, outras
apresentaram biodegradacédo parcial e/ou total, principalmente, na regido das bordas
do defeito. Essa propriedade, apresentada por esses compositos, destaca a
influéncia positiva da presenca do alginato na composicdo quimica do arcabouco.
Esse componente organico, ao entrar em contato com o estroma, € entao dissolvido
pelas enzimas contidas nos fluidos corpéreos, e reabsorvido de forma que permite a
liberacdo gradual dos componentes inorganicos do compdsito, ions de Ca e POy,
contidos nos cristais de HA. Dessa maneira, o alginato atua de forma a potencializar
0 mecanismo de biomineralizacdo desses biomateriais, pois permite que haja o
estimulo para CaP amorfo, precursor dos nanocristais de HA, a iniciar a nucleacéo
nos espacos situados entre as fibras de colageno, (CHAE et al., 2013) presentes na
matriz osteoide neoformada no interior das particulas, como notado no GHAM.i.
Diferentemente do que foi observado no estudo de Barreto (2008), quando o alginato
fora removido a temperatura de 300°C, durante a sintese dos biomateriais, em que,
aos 15 dias, as microesferas ndo foram degradadas devido, em parte, ao processo
de calcinacdo que levou a sinterizacdo mais efetiva da HA, em rampa de
aguecimento até 1100°C, e resultou em maior cristalinidade, agregacdo e
crescimento das nanoparticulas com formagdo dos contornos de grdo, e maior
resisténcia a compressao e biodegradacéo. Fato este que, ao contrario do que foi
observado em GHAMiI, restringiu o potencial osteogénico do biomaterial a
osteocondutividade. Isso poderia ser atribuido ao fato das microesferas, no trabalho
de Barreto (2008), apresentarem dimensao maior (entre 400 e 600 um). Todavia,
como observado por Paula (2008) e Paula e colaboradores (2009), quando as

microesferas néo calcinadas apresentavam, aproximadamente, a mesma dimensao
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(400 um), houve biodegradacgédo e presenca de fibras de colageno no interior das
particulas. Outro achado significante foi que, no trabalho de Barreto (2011), as
particulas sinterizadas tinham a mesma dimensao do GHAMi (entre 250 e 425 um) e
ndo houve biodegradacio expressiva das microesferas de HA, no mesmo ponto
biolégico deste estudo.

Uma das inovacdes trazidas pelos novos biomateriais utilizados neste
experimento, em ambos os formatos, € o fato de terem sido sintetizados em escala
nanomeétrica. Os focos de matriz osteoide neoformada no interior das microesferas,
parcialmente biodegradadas, no GHAMi, com presenca de inUmeros ostedcitos
aprisionados e viaveis, evidenciam que, como proposto Valenzuela e colaboradores
(2012), os cristais de HA nanoestruturados podem se dissolver mais rapidamente
devido a maior area de superficie exposta ao ambiente biolégico e acelerar a
velocidade de formacédo e crescimento da camada de apatita biologicamente ativa e
potencializar a interligacdo quimica entre os biomateriais e 0 0sso neoformado, com
consequente fixacdo, seguida de diferenciacéo das células-tronco locais.

Por outro lado, a predominancia da invasdo de macroéfagos, linfécitos, células
gigantes multinucleadas e muitos fibroblastos, que resultou na formagéo de tecido
conjuntivo no interior de alguns poucos granulos degradados, no GHAGt, reforca a
hipétese de que o formato e a superficie irregular dos granulos podem néo atrair
células de linhagem éssea e, deste modo, ha formacao de tecido cicatricial.

No que tange aos aspectos das estruturas formadas entre as particulas,
infere-se que a quantidade de intersticio neoformado por tecido conjuntivo frouxo,
edemaciado, vascularizado, entre os granulos, no GHAGr, menor do que observado
entre as microesferas, no GHAMi, resultou da reducdo, quase completa, do
intersticio. Isto, resultante da distribuicdo das particulas no defeito 6sseo que, como
sugerido por Piccinini (2012), Ribeiro (2013) e Ribeiro e colaboradores (2014),
interfere na migracao das células durante o reparo tecidual.

A reacédo inflamatoéria crénica granulomatosa, resultante da implantacdo dos
biomateriais, consideravelmente mais acentuada de permeio aos granulos do
GHAGr, em comparacdo a observada ao redor das microesferas do GHAMI,
demonstra que, quanto menor for a particula, maior sera a area superficial de
contato entre estas e o estroma circundante. Fato este que modulou a resposta
celular do intersticio em que os biomateriais foram implantados.

Por ndo serem esferoides e possuirem formas irregulares na superficie, 0s
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granulos organizaram-se em mosaico e, possivelmente, induziram as células
inflamatdrias a responderem de forma mais intensa. Supde-se que seja um
mecanismo de defesa durante a interacdo célula-arcabouco, na interface estroma-
biomaterial. Consequéncia disto, houve presenca mais acentuada de CGM no tecido
granulomatoso, produzido de permeio as particulas no GHAGr, em relacdo as
microesferas do GHAMI. Isso reforca a premissa de que o formato com que 0s
biomateriais apresentam-se interfere, diretamente, sobre a formacdo de um
intersticio adequado e, subsequente, na resposta tecidual a presenca das particulas.
(SPONER; STRNADOVA; URBAN, 2010; CAMARGO; LIMA; GEMELLI, 2012)

De todo modo, a inflamacéao cronica granulomatosa, observada na presenca
das particulas do GHAMi e do GHAGr, denominada reacdo corpo estranho,
esperada toda vez que um material é implantado no organismo, (RATNER et al.,
2004) comprovou a biocompatibilidade de ambos os formatos dos biomateriais, pois
nao houve rejeicdo pelo organismo, caracterizada por inflamagdo aguda
exacerbada. (ALMEIDA, 2010) Essa potencialidade dos biomateriais compdsitos a
base de CaP e polimeros se deve, principalmente, a sua composicao fisico-quimica,
formada por moléculas e ions que mimetizam a porgéo inorganica do tecido ésseo
natural, por parte da HA, e as propriedades ultraestruturais do alginato, que otimiza
este CaP e torna a estrutura do arcabouco atrativo para as células e viabiliza sua
atividade.

Nossos resultados contrapem aqueles principais observados por Ribeiro
(2013) em que, enquanto as microesferas atuaram melhor como arcabougo de
preenchimento, os granulos apresentaram potencial osteocondutor superior.
Destaca-se entdo que, naquele estudo, os biomateriais apresentavam diametro entre
425 e 600 pm. Isto, associado ao intenso processo inflamatorio crénico
granulomatoso notado ao redor das particulas no GHAGr, pode ser explicado pelo
fato de, quanto menor o tamanho da particula, nos planos dos cortes histoldgicos
observados, maior a area de superficie de contato entre o biomaterial e 0 estroma,
consequentemente, maior a atividade celular adjacente. Além disso, os granulos
utilizados por Ribeiro (2013) continham alginato a 1%, e tiveram sintese diferente
das microesferas, enquanto em nosso estudo esta concentracdo foi um pouco maior,
1,5%. Assim sendo, a resposta peculiar apresentada pelos granulos pode ser
atribuida ao conjunto de relacbes entre suas propriedades fisico-quimicas.
(RIBEIRO, 2013)
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Tendo em vista que os resultados deste estudo estdo relacionados a fase
inicial do mecanismo de reparo 0sseo, decorrente da implantagdo dos novos
biomateriais compdésitos, que influenciardo significativamente nos eventos
consecutivos, torna-se premente a necessidade da observacdo dos pontos
biolégicos que os procede. Desta forma, poder-se-4 agregar mais informagfes que

auxiliardo na avaliagdo do formato dos biomateriais no reparo 4sseo.
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7 CONCLUSOES

O formato dos compdésitos de HA nanoestruturada associada ao alginato foi
determinante na resposta tecidual aos biomateriais.
Na fase inicial do reparo 0sseo, as microesferas exibiram potencial

osteogénico superior aos granulos.



69

REFERENCIAS

ALBREKTSSON, T.; JOHANSSON, C. Osteoinduction, osteoconduction and
osseointegration. Eur Spine J, n.10, p. 96-101, 2001.

ALFORD A. |.; KOZLOFF, K. M.; HANKENSON, K. D. Extracellular matrix networks
in bone remodeling. Int J Biochem Cell Biol. v. 65, p. 20-31, 2015.

ALMEIDA, A.S. Obtencéo e caracterizacdo de nanocompaositos de poli(l-
lactideo) e nanoparticulas de argila sddica, argilas organofilicas e 6xidos de
silica. 2010. 132f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Polimeros) -
Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa Mano, Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

ANDIA, D. C.; CERRI, P. S.; SPOLIDORIO, L. C. Bone tissue: morphological and
histophysiological aspects. Rev Odontol UNESP. v. 35, n. 2, p. 191-98, 2006.

ANDRADE, A.D.; MARINHO, C. F;; BARCELQOS, M.; ZORZAL, M. B.; CONZ, M. B.,
VIDIGAL JR, G. M. Biologia 6ssea: uma reviséo da literatura. Rev Implant News ,
Séo Paulo, v.4, n.6, p.659-662, 2007.

ARAUJO, T. S. Produgao de hidroxiapatita pura e dopada para aplicagéo em
biosensores. 2006. 99 f. Dissertacao (Mestrado em Fisica — Area Fisica da Matéria
Condensada) — Departamento de Fisica, Universidade Federal de Sergipe, 2006.

BANDYOPADHYAY, A.; TSUJI, K.; COX, K.; HARFE, B. D.; ROSEN, V,; TABIN, C. J.
Genetic Analysis of the Roles of BMP2, BMP4, and BMP7 in Limb Patterning and
Skeletogenesis. PLoS Genet. v. 2, n. 12, 2006.

BARRETO, I. C. Utilizacao de ranelato de estréncio associado a biometrias para
regeneracao 6ssea. 2011. 176f. Tese (Doutorado em Processos Interativos dos
Orgéaos e Sistemas) — Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da
Bahia, Salvador, 2011.

BERNHARDT A.; DITTRICH, R.; LODE, A.; DESPANG, F.; GELINSKY. M.
Nanocrystalline spherical hydroxyapatite granules for bone repair: in vitro evaluation
with osteoblast-like cells and osteoclasts. J Mater Sci Mater Med. v. 24, n. 7, p.
1755-66, 2013.

BERTINETTI, L.; TAMPIERI, A.; LANDI, E.; MARTRA, G.;COLUCCIA, S. Punctual
investigation of surface sites of HA and magnesium-HA. Journal of the European
Ceramic Society, v. 26, p. 987-991, 2006.

BRUN, F.; TURCO, G.; ACCARDO, A.; PAOLETTI, S. Automated quantitative
characterization of alginate/hydroxyapatite bone tissue engineering scaffolds by
means of micro-CT image analysis. J Mater Sci Mater Med. v. 22, n. 12, p. 2617-29,
2011.



70

CAMARGO, N.H.A, DELIMA, S. A., GEMELLLI, E. Synthesis and Characterization of
Hydroxyapatite/TiO2n Nanocomposites for Bone Tissue Regeneration. American
Journal of Biomedical Engineering, v. 2, n. 2, p. 41-47, 2012.

CAMPOS, S.D.; CAMPOS, E.A.; SILVEIRA, C.B.; BINI, R.A. Biomateriais a base de
Na20-CaO-Si02-P205 preparados com serragem e com glucose de milho:
influéncia na porosidade e na cristalinidade. Ceramica. v. 51, p. 274-79, 2005.

CARDOSO, A. K. M. V.; BARBOSA JUNIOR, A. A.; MIGUEL, F. B.; MARCANTONIO
JUNIOR, E.; FARINA, M.; SOARES, G. D. A.; ROSA, F. P. Histomorphometric
analysis of tissue responses to bioactive glass implants in critical defects in rat
calvaria. Cells Tissues Organs, [Basel], v. 184, n. 3-4, p. 128-137, 2006.

CARDOSO, D. A.; ULSET, A. S.; BENDER, J.; JANSEN, J. A.; CHRISTENSEN, B.
E.; LEEUWENBURGH, S. C. Effects of physical and chemical treatments on the
molecular weight and degradation of alginate—hydroxyapatite composites. Macromol
Biosci. v. 14, n. 6, p. 872-80, 2014.

CONZ, M. B.; GRANJEIRO, J. M.; SOARES, G. A. Hydroxyapatite crystallinity does
not affect the repair of critical size bone defects. J. Appl. Oral Sci, [Bauru], v. 19, n.
4, p. 337-342, 2011.

CORTES, Gracy Karla da Rocha. Sintese e caracterizacao de hibridos a base de
alginato de sédio e escamas de peixe para uso naremocao de espécies
poluentes. 2010. 87f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Engenharia de Materiais)
- Universidade Federal de Sergipe, Sao Cristovao, 2010.

CHAE, T.; YANG, H,. LEUNG, V.; KO, F.; TROCZYNSKI, T.Novel biomimetic
hydroxyapatite/alginate nanocomposite fibrous scaffolds for bone tissue
regeneration. J Mater Sci Mater Med. v. 24, n. 8, p.1885-94, 2013.

DOURADO, Erico Rodrigues. Preparacéo e caracteriza¢do de hidroxiapatita
nanoestruturada dopada com estroncio. Dissertacdo (Mestrado) — Centro
Brasileiro De Pesquisas Fisicas, Rio de Janeiro, 2006.

ELDESOQI, K.; HENRICH, D.; EL-KADY, A. M.; ARBID, M. S.; ABD EL-HADY, B.
M.; MARZI, |.; SEEBACH, C. Safety evaluation of a bioglass-polylactic acid
composite scaffold seeded with progenitor cells in a rat skull critical-size bone defect.
PLoS One, v. 9, n. 2, 2014.

FERREIRA, F. R. Sintese, caracterizacao e aplicacao biologica de
hidroxiapatita: em presenca de gelatina e associada a sulfato de gentamicina.
2009. 117f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica Aplicada) - Universidade Estadual de
Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2009.

GARCIA, A. G. Avaliacdo da biocompatibilidade do compadsito:
bioceramica/acido poli (latico-co-glicélico) em fibroblastos e macrofagos e da
resposta pulpar apés capeamento direto. Tese (Doutorado em Odontologia) —
Faculdade de Odontologia, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte,
2010.



71

GOMES, L.S. Biomateriais em artroplastia de quadril: Propriedades, estrutura e
composic¢ao. In: GOMES LSM et al. editors. O quadril. S&o Paulo: Atheneu. p. 121-
43, 2010.

GOUVEIA, Deiby Santos. Obtencédo de pds nanométricos de Hidroxiapatita
sintetizados com magnésio utilizando ultra-som. Tese (Doutorado em Ciéncias,
Area de concentracéo: Tecnologia Nuclear - Materiais). Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares - IPEN. 2008.

HING, K. A. Bone repair in the twenty-first century: biology, chemistry or
engineering? Phil. Trans. R. Soc. Lond. A, [S. |.], v. 362, p. 2821-2850, 2004.

IKADA, |. Tissue Engineering: Fundamentals and Applications. Elsiever, Oxford,
United Kingdom, 2006.

KALITA, S.J.; BHATT, H.A. Nanocrystalline hydroxyapatite doped with magnesium
and zinc:Synthesis and characterization. Materials Science and Engineering C, v.
27, P. 837848, 2007.

KASAJ, A. et al. Clinical evaluation of nanocrystalline hydroxyapatite paste in the
treatment of human periodontal bony defects--a randomized controlled clinical trial: 6-
month results. J. Periodontol., Indianapolis, v. 79, n. 3, p. 394-400, 2008.

KAWACHI, E. Y.; BERTRAN, C. A.; REIS, R. R.; ALVES, O. L. Bioceramicas:
tendéncias e perspectivas de uma area interdisciplinar. Quim Nova, [Sao Paulo], v.
23,n. 1, p. 518-522, 2000.

KOUTSOS, V. Polymeric materials: an introduction. In: Forde M, Telford T. ICE
Manual of construction materials. London. p. 571-77, 2009.

LACERDA, K. A. Obtenc&o de matrizes bioabsorviveis a base de hidroxiapatita
para aplicacdo em braquiterapia. 2005. 94f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia das Radiacdes, Minerais e Materiais) - Comissao Nacional de Energia
Nuclear, Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear, Belo Horizonte, 2005.

LeGEROS, R.Z. Properties of osteoconductive biomaterials: calcium phosphates.
Clin. Orthop. Rel. Res., v. 395, p. 81-98, 2002.

LIU, X.; MA, P.X. Polymeric scaffolds for bone tissue engineering. Annals of
Biomedical Engineering. v. 32, p. 477-86, 2004.

LOGEART-AVRAMOGLOU, D.; ANAGNOSTOU, F.; BIZIOS, R.; PETITE, H.
Engineering bone: challenges and obstacles. Journal of Cellular and Molecular
Medicine, v. 9, n. 1, p. 72-84, 2005.

MALAVAL, L.; WADE-GUEYE, N. M.; BOUDIFFA, M.; FEI, J.; ZIRNGIBL, R.; CHEN,
F.; LAROCHE, N.; ROUX, J. P.; BURT-PICHAT, B.; DUBOEUF, F.; BOIVIN, G;
JURDIC, P.; LAFAGE-PROUST, M. H.; AMEDEE, J.; VICO, L.; ROSSANT, J.;
AUBIN, J. E. Bone sialoprotein plays a functional role in bone formation and
osteoclastogenesis. J Exp Med. v.205, n. 5, p. 1145-53, 2008.



72

MARKOVIC, M.; FOWLER, B. O.; TUNG, M. S.; Preparation and comprehensive
characterization of a calcium hydroxyapatite reference material. Journal of
Research of the National Institute of Standards and Technology. v. 109, n. 6, p.
553-568, 2004.

MARKS JR., S.C.; ODGREN, P. R. Structure and Development of the Skeleton.
In: BILEZIKIAN J. P.; RAISZ, L. G.; RODAN, G.A., Editors. Principles of Bone
Biology Second Edition, vol. 1. San Diego, CA: Academic Press; 2002. p. 3-15.

MARQUES, A. P.; REIS, R. L.; HUNT, J. A. Evaluation of the potential of starch-
based biodegradable polymers in the activation of human inflammatory cells. J Mater
Sci Mater Med,v. 14, n. 2, p. 167-73, 2003.

MARQUES, A. C. F. Granulos porosos pararegeneracao 0ssea e libertacdo
controlada de farmacos. 2010. 96f. Dissertacao (Mestrado em Materiais e
Dispositivos Biomédicos) - Departamento de Engenharia Cerémica e do Vidro,
Universidade de Aveiro, Aveiro, 2010.

MARQUES, L.; HOLGADO, L. A.; FRANCISCHONE, L. A.; XIMENEZ, J. P,
OKAMOTO, R.; KINOSHITA, A. New LLLT protocol to speed up the bone healing
process-histometric and immunohistochemical analysis in rat calvarial bone defect.
Lasers Med Sci. v. 30, n. 4, p. 1225-30, 2015.

MARTIN, R.B. Biomaterials. In: Dorf RC. editor. The Engineering Handbook. Boca
Raton: CRC Press LLC, 2000.

MAVROPOULQS, E.; ROCHA, N. C. C.; MOREIRA, J. C.; ROSSI, A. M.; SOARES,
G. A. Characterization of phase evolution during lead immobilization by synthetic
hydroxyapatite. Materials Characterization, v. 53, p. 71— 78, 2004.

MEINEL, L. FAJARDO, R.; HOFMANN, S.; LANGER, R.; CHEN, J.; SNYDER, B.;
VUNJAK-NOVAKOVIC, G.; KAPLAN, D. Silk implants for the healing of critical size
bone defects. Bone, v. 37, n. 5, p. 688-698, 2005.

MIGUEL, F.B.; CARDOSO, A. K.; BARBOSA, A. A. Jr; MARCANTONIO, E. Jr;
GOISSIS, G., ROSA, F. P. Morphological assessment of the behavior of
threedimensional anionic collagen matrices in bone regeneration in rats. J Biomed
Mater Res, [Hoboken], v. 78, n. 2, p. 334-339, aug. 2006.

MIGUEL, F. B. Avaliacdo do potencial osteogénico de matrizes tridimensionais
colagénicas anidnicas, reticuladas ou nédo em glutaraldei do, na regeneracéao
de defeitos criticos, em calvaria de rato. 2008. 158 f. Tese (Doutorado em
Patologia Humana) — Faculdade de Medicina, Universidade Federal da Bahia/Centro
de Pesquisa Gongalo Moniz da Fundagéo Oswaldo Cruz, Salvador, 2008.

MIGUEL, F. B.; BARBOSA JUNIOR, A.; PAULA, F. L.; BARRETO, I. C.; GOISSIS,
G.; ROSA, F. P. Regeneration of critical bone defects with anionic collagen matrix as
scaffolds. Journal of Materials Science. Materials in Medicine (Dordrecht. Online), v.
24, p. 2567-2575, 2013.



73

MOHARAMZADEH, K.; BROOK, I. M.; VAN NOORT, R. Biocompatibility of Resin-
based Dental Materials. Materials, v. 2, p. 514-548, 2009.

MOREIRA, J. M. B. Hidroxiapatita associada a gentamicina: um estudo da
influencia da gelatina no meio de precipitacao e do processo de secagem na
inibicdo do crescimento bacteriano. 2009. 118f. Dissertagao (Mestrado em
Quimica Aplicada) - Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2009.

MOTTA, V.T. Bioquimica clinica para laboratorio: principios e interpretacdes.
4.ed. Porto Alegre: Editora Médica Missau, 2003. 419 p.

NAIR, A. K.; GAUTIERI, A.; CHANG, S-W.; BUEHLER, M. J. Molecular mechanics of
mineralized collagen fibrils in bone. Nat Commun. v. 4, n. 2724, p.1-9, 2013.

OBRIEN, F. J.; FARELL, E.; WALLER, M. A.; CONNELL, I.; O MAHONEY, D. O,;
McGARRY, J. P.; MURPHY, B. P.; MCcHUNG, P. E.; CAMPBEL, V. A;;
PRENDERGAST, P. J. Scaffolds and cells: preliminary biomechanical analysis
and results for the use of a collagen-GAG scalffod for bone tissue engineering.
In: PRENDERGAST, P. J.; McHUNG, P. E. (Ed.) Topics in biomechanical
engineering, cap.4, p.167-183, 2004.

O’BRIEN, F. J. Biomaterials & scaffolds for tissue engineering. Materials Today, v.
14, n. 3, p. 88-95, 2011.

PAWAR, S. N.; EDGAR, K. J. Alginate derivatization: A review of chemistry,
properties and applications. Biomaterials, [Guildford], v. 33, p. 3279-3305, 2012.

PARK, C. H.; RIOS, H. F.; JIN, Q.; SUGAI, J. V.; PADIAL-MOLINA, M.; TAUT, A.D;
FLANAGAN, C. L.; HOLLISTER, S. J.; GIANNOBILE, W. V. Tissue engineering
bone-ligament complexes using fiber-guiding scaffolds. Biomaterials. v. 33, n. 1, p.
137-45, 2012.

PAULA, F. L. Avaliac&o in vivo de um compadsito de hidroxiapatita e alginato no
reparo 0sseo. 2008. 138 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Morfologicas) —
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

PAULA, F. L.;BARRETO, I. C.; ROCHA-LEAO, M. H.; BOROJEVIC, R.; ROSSI, A.

M.; ROSA, F. P.; FARINA, M. Hidroxyapatite-alginate biocomposite promotes boné
mineralization in different lenght scales in vivo. Front. Mater. Sci. China, [China], v.
3,n. 2, p. 145-153, 2009.

PARK, J. H.; LEE, E. J.; KNOWLES, J. C.; KIM, H. W. Preparation of in situ
hardening composite microcarriers: Calcium phosphate cement combined with
alginate for bone regeneration. J Biomater Appl. v. 28, n. 7, p. 1079-84, 2014.

PICCININI, M. Porous calcium phosphate granules for biomedical applications.
Thesis (Doctoral School in Materials Science and Engineering) — Department of
Materials Engineering and Industrial Technologies, University of Trento, Italy, 2012.



74

PINA, S.; OLIVEIRA, J. M.; REIS, R. L. Natural-based nanocomposites for bone
tissue engineering and regenerative medicine: a review. Adv. Mater. v.27, n. 7, p.
1143-1169, 2015.

POLDERVAART M. T.; WANG H.; VAN DER STOK, J.; WEINANS, H.;
LEEUWENBURGH, S. C. G.; ONER, F. C.; WOUTER J. A. DHERT, W. J. A,
ALBLAS, J. Sustained release of BMP-2 in bioprinted Alginate for osteogenicity in
mice and rats. PLoS ONE, v. 8, n. 8, 2013.

RATNER, B. D. HOFFMAN, A. S.; SCHOEN, F. J.; LEMONS, J. E. Biomaterials
science: An introduction to materials in medicine, 2nd edition. New York:
Elsevier Academic Press, 2004.

RIBEIRO, lorrana indira dos Anjos. Estudo da implantac&o in vivo de
biomateriais compadsitos de fosfato de calcio e polimero. Salvador, 2013. 78 f. il.
Dissertacdo (Mestrado em Processos Interativos dos Orgéos e Sistemas) — Instituto
de Ciéncias de Saude, Universidade Federal da Bahia, Salvador. 2013.

RIBEIRO, I. I. A.; ALMEIDA, R. S.; ROCHA, D. N.; PRADO DA SILVA, M. H.;
MIGUEL, F. B.; ROSA, F. P. Bioceramicas e polimero para a regeneracao de
defeitos 6sseos criticos. Revista Ciéncias Médicas e Bioldgicas, v. 13, p. 298-302,
2014.

RODRIGUES, A. P. Preparacéo e caracterizagcdo de membranas de quitosana e
alginato para aplicacédo na terapia de lesdes. 2008. Tese (Doutorado em
Engenharia Quimica) — Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP.

ROLIM, A. E. H. Avaliacdo de microesferas de hidroxiapatita, dopadas ou néo
com estréncio, no reparo de defeito 6sseo critico, em calvaria de rato. 2010. 91
f. Dissertacao (Mestrado em Clinica Odontologica) — Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2010.

SANTOS, G. G.; MARINHO, S. M. O. C.; MIGUEL, F. B. Polimeros como
biomateriais para o tecido cartilaginoso. Revista Ciéncias Médicas e Bioldgicas, v.
12, p. 365-371, 2013.

SEAL, B. L.; OTERO, T.C.; PANITCH, A. Polymeric biomaterials for tissue and organ
regeneration. Mater. Sci. Eng. R., v.34, p.147-230, 2001.

SHAH, N. J.; HYDER, N.; QUADIR, M. A.; COURCHESNE, N. M. D.; SEEHERMAN,
H. J.; NEVINS, M.; SPECTOR, M.; HAMMOND, P. T. Adaptive growth factor delivery
from a polyelectrolyte coating promotes synergistic bone tissue repair and
reconstruction. Proc Natl Acad Sci US A;v. 111, n. 35, p. 12847-52, 2014.

SLOSARCZYKA, A.; PASZKIEWICZA, Z.; PALUSZKIEWICZA, C. FTIR and XRD
evaluation of carbonated hydroxyapatite powders synthesized by wet methods.
Journal of Molecular Structure, v. 744—747, p. 657-661, 2005.



75

SPONER, P.; STRNADOVA, M.; URBAN, K. In vivo behaviour of low-temperature
calcium-deficient hydroxyapatite: comparison with deproteinised bovine bone. Int
Orthop. v. 35, n. 10, p. 1553-60, 2011.

STOCH, A.; JASTRZEBSKI, W.; BROZEK, A.; STOCH, J.; SZATRANIEC, J.;
TRYBALSKA, B. FTIR absorption-reflection study of biomimetic growth of
phosphates on titanium implants. J. Mol. Struct., 555: 375, 2000.

STRIETZEL, F. P.; REICHART, P. A.; GRAF, H. L. Lateral alveolar ridge
augmentation using a synthetic nano-crystalline hydroxyapatite bone substitution
material (Ostim): preliminary clinical and histological results. Clin. Oral Implants
Res., Copenhagen, v. 18, n. 6, p. 743-751, 2007.

SULAIMAN, S.B.; KEONG, T.K.; CHENG, C.H.; SAIM, A.B.; IDRUS, R.B. Tricalcium
phosphate/hydroxyapatite (TCP-HA) bone scaffold as potential candidate for the
formation of tissue engineered bone. Indian J Med Res. v. 137, n. 6, p. 1093-101,
2013.

TELLEMAN, G. et al. Peri-implant endosseous healing properties of dual acid-etched
mini-implants with a nanometer-sized deposition of CaP: a histological and
histomorphometric human study. Clin. Implant. Dent. Relat. Res., Hamilton, v. 12,
n. 2, p. 153-160, 2010.

TENG, S.; SHI, J.; PENG, B. L.; CHEN, F. The effect of alginate addition on the
structure and morphology of hydroxyapatite/gelatin Nanocomposites. Compos Sci
Technol. v. 66, p. 1532-8, 2006.

TOCCE, E.J; BRODERICK, A.H; MURPHY, K.C.; LILIENSIEK, S.J.; MURPHY, C.J.;
LYNN, D.M.; NEALEY, P.F. Functionalization of reactive polymer multilayers with
RGD and an anti-fouling motif: RGD density provides control over human corneal
epithelial cell-substrate interactions. J. Biomed. Mat. Res. Part A. v. 100, n. 1, p.
84-93, 2012.

VALENZUELA, F.; COVARRUBIAS, C.; MARTINEZ, C.; SMITH, P.; DIAZ-DOSQUE,
M.; YAZDANI-PEDRAM, M. Preparation and bioactive properties of novel bone-repair
bionanocomposites based on hydroxyapatite and bioactive glass nanoparticles. J
Biomed Mater Res B Appl Biomater. v. 100, n. 6, p.1672-82, 2012.

VALLET-REGI, M.; GONZALEZ-CALBET, J.M. Calcium phosphates as substitution of
bone tissues. Progress in Solid State Chemistry, v. 32, p.1-31, 2004.

VASCONCELOS, L. Q.; SILVA, S. C.; SANTOS, G. G.; ROSA, F. P. Utilizagéo de
nanobiomateriais na regeneracao 0ssea: uma revisao baseada em ensaios clinicos.
Revista Ciéncias Médicas e Bioldgicas, v. 13, p. 377-380, 2014.

VENKATESAN, J.; BHATNAGAR, I.; MANIVASAGAN, P.; KANG, K. H.; KIM, S. K.
Alginate composites for bone tissue engineering: a review. Int J Biol Macromol. v.
72, p. 269-81, 2015.

WAHL, D. A.; CZERNUSZKA, J. T. Collagen-hydroxyapatite composites for hard
tissue repair. Eur Cell Mater. v. 28, n. 11, p.43-56, 2006.



76

WALMSLEY, G. G.; MCARDLE, A.; TEVLIN, R.; MOMENI, A.; ATASHROO, D.; HU,
M. S.; FEROZE, A. H.; WONG, V. W.; LORENZ, P. H.; LONGAKER, M. T.; WAN, D.
C. Nanotechnology in bone tissue engineering. Nanomedicine. v.11, n. 5, p. 1253-63,
2015.

WARDEN S. J.; DAVIS, I. S.; FREDERICSON, M. Management and prevention of
bone stress injuries in long-distance runners. J Orthop Sports Phys Ther. v.;44, n. 10,
p. 749-65, 2014.

YIP, I.; MA, L.; MATTHEQS, N.; DARD, M.; LANG, N. P. Defect healing with various
bone substitutes. Clin. Oral Impl. Res. v. 0, p. 1-9, 2014.

YUASA, T.; MIYAMOTO, Y.; ISHIKAWA, K.; TAKECHI, M.; MOMOTA, Y.; TATEHARA,
S.; NAGAYAMA, M. Effects of apatite cements on proliferation and differentiation of
human osteoblasts in vitro. Biomaterials, v.25, p.1159-66, 2004.



ANEXO

77



ANEXO
5
Universidade Federal da Bahia NP b4
Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) i E"’.
Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA-ICS) < Eoua

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa de protocolo nimero 038/2012, intitulado
“Novos biomateriais para regeneracdo de defeitos 6sseos criticos”, sob a
responsabilidade da Professora Doutora Fabiana Paim Rosa, lotada no Departamento
de Biointeragao do Instituto de Ciéncias da Salde (ICS), Universidade Federal da
Bahia (UFBA), est4 de acordo com as exigéncias legais atuais para experimentacao
animal e com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL), tendo sido
APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias da
Salde (CEUA-ICS) em 22de julho de 2013.
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s.)p/oA /, ;'4_.,\ {/——\

-

Prof® Dra. Songeli Menezes Freire
Coordenadora da CEUA-ICS

CEUA-ICS Telefone: (71) 3283-8958
Av. Reitor Miguel Calmon S/N . Instituto de Ciéncias da Saide . Vale da Canela CEP 40110-100 - Salvador - Bahia - Brasil .
Telefone: 55-(71) 3283-8958 ou (71) 3245-0917 . E-mail: cevaiscs@®yfba.br.
http:/www.moodle.ufba.br/view.php?id=10332

78



Instituto de Ciéncias da Saude
Programa de Po6s Graduacao
Processos Interativos dos Orgéos e Sistemas
Avenida Reitor Miguel Calmon s/n - Vale do Canela. CEP: 40110-100
Salvador, Bahia, Brasil

http://www.ppgorgsistem.ics.ufba.br




