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RESUMO

A osteoporose é uma doenca moderna que reduz a capacidade de
autorregeneracdo do tecido Osseo. Tal condicdo pode ser tratada usando
estratégias de medicina regenerativa utilizando-se materiais bioativos, que
podem atuar como suporte biologicamente compativel (scaffolds) para adeséo e
proliferacéo celular 6ssea, além de poder fazer a entrega de medicamentos (drug
delivery). Devido a bioatividade, osteoconducéo e elevada resisténcia mecanica,
0s vitroceramicos bioativos tém se tornado boas opc¢bes dentre os materiais
existentes. Assim, este estudo apresenta um novo método de geracdo de
scaffolds bioativos para uso como drug delivery. Para isso, pés do vidro
precursor de composicdo molar 14,6Li20-8,6Zr02-67,3Si02-9,5A1203 foram
tratados termicamente a 725 °C por 3 h para a cristalizagdo. A seguir, foram
submetidos a ataque quimico com &cido fluoridrico, 6% vol% por 40 s, para
dissolucédo do vidro residual e lavadas com agua deionizada e carbonato de
calcio para neutralizar o acido. A estrutura, microestrutura, bioatividade e
hemocompatibilidade do material, além da capacidade de entrega de trés
farmacos, foram avaliadas. Poros de tamanho 4,19 + 0,04 nm foram obtidos,
classificando o material como mesoporoso. Fosfatos de calcio foram
identificados nas amostras imersas em fluido corporal simulado (SBF) a partir de
24 h. Observou-se que o vidro do sistema LZSA, depois de adequados
tratamentos térmico (para cristalizacdo) e quimico (para geracao de porosidade
superficial), pode ser empregado como scaffold, que promovem a deposicéo de
hidroxiapatita comprovando sua bioatividade. A cinética de entrega de litio
mostrou que os scaffolds obtidos liberam litio em quantidade adequada para
apresentar bioatividade sem gerar toxicidade apreciavel. Os ensaios de MTT e
hemocompatibilidade, mostraram que esses scaffolds ndo apresentam danos ao
organismo humano. Pela técnica de imersao, comprovou-se que esse material
pode ser empregado como drug delivery para tratamento da osteoporose. Assim,
a microestrutura obtida tem potencial para se tornar um scaffold para

regeneracao 0ssea e drug delivery.

Palavras-chave: Vitroceramico, scaffolds, mesoporo, regeneracéo ossea.



ABSTRACT

Osteoporosis is a modern disease that reduces the self-regeneration capacity of
bone tissue. This condition can be treated using regenerative medicine strategies
employing bioactive materials, which can function as biologically compatible
scaffolds for bone cell adhesion and proliferation, as well as facilitate drug
delivery. Due to their bioactivity, osteoconduction, and high mechanical strength,
bioactive glass-ceramics have become favorable options among existing
materials. Thus, this study presents a new method for generating bioactive
scaffolds for use in drug delivery. To achieve this, precursor glass powders with
the molar composition 14.6Li20-8.6Zr02-67.3Si02-9.5A1203 were thermally
treated at 725 °C for 3 h to induce crystallization. Subsequently, they were
subjected to chemical etching with 6 vol% hydrofluoric acid for 40 s to dissolve
the residual glass, followed by washing with deionized water and calcium
carbonate to neutralize the acid. The structure, microstructure, bioactivity,
hemocompatibility of the material, and the drug delivery capacity of three drugs
were evaluated. Pores with an average size of 4.19 + 0.04 nm were obtained,
classifying the material as mesoporous. Calcium phosphates were identified in
samples immersed in simulated body fluid (SBF) from 24 h onwards. It was
observed that the LZSA glass system, after appropriate thermal (for
crystallization) and chemical (for generating surface porosity) treatments, can be
employed as a scaffold, promoting the deposition of hydroxyapatite, thereby
proving its bioactivity. The lithium release kinetics showed that the obtained
scaffolds release lithium in adequate amounts to exhibit bioactivity without
causing appreciable toxicity. MTT and hemocompatibility assays demonstrated
that these scaffolds do not cause damage to the human body. The immersion
technique confirmed that this material can be used as a drug delivery system for
the treatment of osteoporosis. Thus, the obtained microstructure has the potential

to become a scaffold for bone regeneration and drug delivery.

Keywords: Glassceramic, scaffolds, mesoporous, bone regeneration.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZACAO

A medicina tem se desenvolvido ao longo dos anos com intuito de
melhorar a saude da populacédo e a prevencédo de doencas, considerando todas
as formas de tratamento para se buscar a cura ou amenizar seus efeitos. Uma
das novas é&reas de atuacdo é a chamada Medicina Regenerativa, uma area
promissora para profissionais de saude que desejam desenvolver novas
solucdes para a saude de seus pacientes. A medicina regenerativa constitui uma
mudanca do paradigma médico convencional, que procura regenerar 0O
organismo ao nivel celular ou tecidual (Diniz; Brito; Santos, 2022).

A perda O6ssea ocorre de maneira natural com o avangco do
envelhecimento da populacédo, de forma progressiva ao longo dos anos. Com o
decorrer do tempo, 0s 0ssos apresentam diversos problemas, como desgaste,
diminuicdo do desempenho, diminuicdo da atividade biol6gica e surgimento de
doencas, dentre elas a osteoporose (Schober; Maus; Dimai, 2023). Com o
passar dos anos, observa-se que a degeneracdo 6ssea afeta seriamente a
qualidade de vida de pacientes de meia-idade e idosos, e a prevencao e 0
tratamento ainda s&o desafios para os cirurgides clinicos.

Dentre as doencas que acarretam maior perda Ossea estad a
osteoporose. A osteoporose afeta mais de 200 milhdes de pessoas no mundo
todo e se traduz por ser uma doenca Ossea progressiva, multifatorial e de
evolucdo silenciosa, caracterizada por perda Ossea e deterioracdo da
microarquitetura 6ssea, cujo desfecho clinico mais importante é a ocorréncia de
fraturas por baixo impacto (Radominski et al., 2017). Ela é considerada um
problema de saude global por ter um grande impacto na qualidade de vida, risco
de mortalidade e onerar os sistemas publicos. O aumento da expectativa de vida
fez com que doencas, como a osteoporose e o risco de fraturas, ficassem mais
comuns na sociedade, principalmente, nas mulheres apos a menopausa. O sexo
feminino possui risco muito maior, pois desde o periodo pré-menopausa ja ocorre
uma perda Ossea consideravel. Isto esta, geralmente, associado a perda de

horménios produzidos nas glandulas sexuais ou diminuicdo de absorcdo de
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minerais, devido a deficiéncia de estrogénio, sendo a coluna e o quadril os
lugares mais acometidos (Berriche et al., 2017; Kanis, 2002).

O tecido O6sseo esta entre os tecidos altamente organizados, com o
potencial de reconstruir sua estrutura original por meio dos processos de
renovacao e remodelacdo. Esta atividade € consequéncia, em sua maior parte,
da atividade de dois tipos celulares principais, caracteristicos do tecido 6sseo:
0S osteoblastos e o0s osteoclastos, sendo necessario que 0 suprimento
sanguineo seja mantido (Ralston, 2021).

Nos ultimos anos, as terapias injetaveis baseadas em biomateriais tém
atraido muita atencdo no tratamento da degeneracdo Ossea, devido as suas
propriedades minimamente invasivas e capacidade de realizar o reparo preciso
de defeitos irregulares (Kong et al., 2019). No entanto, o design preciso e o
controle funcional de biomateriais bioativos injetaveis para o tratamento da perda
0ssea permanecem um desafio. Os tratamentos tradicionais ndo podem retardar
ou mesmo reverter a progressao da degeneracao 6ssea. Com base nas funcdes
regenerativas e reparadoras dos biomateriais, destacando-se a
biocompatibilidade e a biodegradabilidade, esses materiais se tornaram um
importante foco de pesquisa para propor novas opcoes de tratamento para
doencas degenerativas de perda da densidade mineral éssea, promovendo a
regeneracao e reparacdo do sistema musculoesquelético, trazendo uma nova
esperanca para o tratamento dessas doencas degenerativas (Pires; Bierhalz;
Moraes, 2015; Spezzia, 2020).

A maioria dos medicamentos disponiveis no mercado atua na reducao
da perda éssea ao inibir a reabsorcao 6ssea. No entanto, novas terapias, como
0 uso de biomateriais, podem ndo apenas inibir a reabsor¢cdo, mas também
estimular diretamente a formacdo e o aumento da massa 0ssea. Merecem
destaque as bioceramicas, que atuam no sistema biologico, no intuito de suprir,
incluir e tratar, como dispositivos biomédicos (biossensores), materiais
implantaveis (suturas, placas e substitutos 0sseos), 6rgaos artificiais (coragao,
rim, figado, pancreas, pulmdes, pele) e curativos (Pires; Bierhalz; Moraes, 2015).

Em especial, os vidros bioativos tém demonstrado grande potencial na
reparacao de tecidos 6sseos (Fernandes et al., 2018; Hench, 2006). Os vidros
bioativos (BGSs) e as vitroceramicas tém se mostrado adequados para emprego

como scaffolds, pois apresentam boa biocompatibilidade e degradabilidade,
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podendo ser utilizados em tecidos circunvizinhos, produzindo conducao éssea,
como também como dispositivos para entrega de medicamentos.

Espera-se que os biomateriais desempenhem um papel multifuncional
quando implantados, coordenando o processo de regeneracao dos tecidos e
fornecendo ao corpo a capacidade de se curar (Schatkoski et al., 2021). Porém,
devido a capacidade de autorregeneracdo do 0sso, estudos sdo realizados
dentro da medicina regenerativa a fim de se identificar estratégias de aperfeicoar
o tratamento de perdas 6sseas, como a osteoporose, por meio da regeneracao
ou substituicdo das células dsseas, utilizando-se métodos e materiais que
apresentem bioatividade (Diniz; Brito; Santos, 2022). Materiais bioativos sao
agueles capazes de interagir com o tecido 6sseo danificado e restaura-lo, sem
causar mutacéao celular ou qualquer tipo de dano.

Para aplicacdes cirtrgicas que precisam de colocacao de implantes ou
gue necessitem de crescimento 6sseo e boa adesao entre 0 0sso e 0 biomaterial,
o vidro e a vitroceramica despontam como boas opc¢6es de uso (Paul; Sharma,
2007).

O comportamento biolégico de vidros a base de litio em contato com
osteoblastos humanos mostrou proliferacdo e migracdo celular (filopédios)
(Souza et al., 2018). Estudos recentes concluiram que o litio é um ion
biologicamente ativo, o que € benéfico para o papel do material em nivel celular
e acelera o processo de deposicéo da hidroxiapatita, que confirma a bioatividade
(Possolli et al., 2021; Possolli et al., 2022). Possivelmente, comportamento
similar seria obtido com vidros ou vitroceramicos do sistema LZSA (Li2O-ZrO2-
SiO2-Al203).

A vitroceramica obtida a partir do vidro de litio pode ter o nivel de
cristalizacdo ajustado para controlar a quantidade de litio liberado e melhorar
outros aspectos da estrutura formada. O aprimoramento dessa estrutura quimica
esta relacionado a simulacdo da macroscopia e da microestrutura do tecido
0sseo, podendo promover a conducao e osteoinducéo O0ssea local e, portanto,
representa uma possibilidade de melhorar a deposicado local do tecido em
defeitos 6sseos. Nestes casos, a resisténcia mecanica ndo precisa ser elevada.
No entanto, o0 material deve apresentar propriedades mecéanicas que permitam
sua aplicacéao a deposicao de tecido em sua estrutura. E € nesses casos que as

ceramicas de vidro a base de litio se mostram promissoras (Kawachi et al., 2000;
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Possolli et al., 2021). Assim, esses biomateriais podem atuar como suportes
biologicamente compativeis (scaffolds), auxiliando na proliferacéo celular 6ssea
mediante formacao de hidroxiapatita e entrega de medicamento (drug delivery),
onde o farmaco é incorporado no material e inserido no osso defeituoso para,
assim, auxiliar na sua regeneragdo. Estudos tém demonstrado que o uso de
scaffolds como transportadores de medicamentos para o tratamento da
osteoporose € um campo de pesquisa crescente (Khajuria; Razdan; Mahapatra,
2011).

1.2 PROBLEMA E HIPOTESES

A obtencédo de scaffolds varia de acordo com o material ou o método
utilizado, tornando distintas as suas caracteristicas conforme os parametros de
preparo sdo modificados, podendo variar em tamanho de poros, resisténcia ou
estrutura. Diversas maneiras de preparacdo das microestruturas séo
investigadas na busca da metodologia ideal, buscando-se caracteristicas
especificas cada vez melhores. Alguns vitroceramicos tornam-se boas opcoes,
como o vitroceramico do sistema LZSA, por possuir elevada resisténcia
mecanica e microestrutura controlavel (cristalinidade e porosidade). No entanto,
para que possa atuar como drug delivery, deve apresentar outras caracteristicas
fundamentais, tais como osteoconducédo, biocompatibilidade e bioatividade
(formacdo de hidroxiapatita). A porosidade é também um fator de grande
importancia para a inoculacdo do medicamento, que neste caso depende das
condi¢Oes de cristalizacao (temperatura e tempo).

A porosidade de vitroceramico LZSA, que depende do mecanismo de
cristalizacdo e das condicfes de tratamento térmico, dentre outros aspectos,
assume papel importante para a inoculacdo do medicamento. Considerando-se
que neste sistema vitroceramico a cristalizacdo é do tipo superficial, isto €, os
cristais crescem em forma de colunas a partir da superficie em dire¢cdo ao centro,
circundados pela fase vitrea residual e que esta pode ser dissolvida por meio de
uma lavagem com acido forte, uma estrutura altamente porosa pode ser
produzida, conforme observado por Montedo et al. (2021). Assim, esta estrutura
de caracteristicas potencialmente bioativas, considerando-se os trabalhos de

Possolli et al. (2021 e 2022), e com elevada porosidade superficial, que
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permitisse a inoculacdo de farmacos, poderia ser adequada para a formagéo de

scaffolds para uso como drug delivery.

Assim, as seguintes hipoteses devem ser testadas:

o O vidro do sistema LZSA, ap0s adequados tratamentos térmico (para
cristalizacdo) e quimico (para geracdo de porosidade superficial),
poderia ser empregado como scaffold?

o Os scaffolds obtidos promoveriam a deposicéo de hidroxiapatita, isto €,
apresentariam bioatividade?

o Os scaffolds obtidos liberariam litio em quantidade adequada para gerar
bioatividade sem gerar toxicidade apreciavel?

o Esses scaffolds apresentariam citotoxicidade e promoveriam a
proliferacéo celular?

o Esse material apresentaria entrega controlada de medicamento para ser
empregado como drug delivery para tratamento da osteoporose?

1.3 ORIGINALIDADE

Depois de uma detalhada pesquisa bibliogréfica, identificou-se que ainda
nao existem estudos que avaliem sistematicamente a bioatividade, dissolucdo e
citotoxicidade da vitroceramica do sistema LZSA in vitro, bem como a formacéo
de scaffolds para entrega de medicamento. Este estudo visa proporcionar um
novo método de fabricacao de scaffolds biologicamente compativeis, utilizando-
se 0 processo de tratamento quimico em vitroceramico LZSA (Li2O-ZrO2-SiO2-
Al203), com parametros de obtencgéo preestabelecidos, e tratado termicamente
para cristalizacdo do material. Sua resposta biol6gica em contato com fibroblasto
murino (NIH3T3) serd analisada avaliando-se sistematicamente a bioatividade,
dissolucdo e citotoxicidade deste sistema in vitro e o perfil de
adsorcao/deposicao e entrega dos farmacos nos scaffolds obtidos.

O tema central dessa tese atende a pelo menos dois dos 17 Objetivos
de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizacdo das Nac¢Oes Unidas
(ONU):

o ODS 3 — Saude e bem-estar;

o ODS 9 — Industria, inovacao e infraestrutura.
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo geral

Estudar a obtencéo de scaffolds a base de vitroceramico do sistema
LZSA e suas propriedades bioativas para entrega de medicamentos na

regeneracao éssea

1.4.2 Objetivos especificos

Sao objetivos especificos relacionados a cada uma das hipéteses
identificadas:
o Obter scaffolds de vitroceramico do sistema LZSA mesoporosos por

meio de tratamento térmico e tratamento quimico;

o Compreender o mecanismo de deposicao de hidroxiapatita nos scaffolds
obtidos;

o Estudar a cinética de dissolucao de litio dos scaffolds analisados;

o Avaliar a citotoxicidade e proliferacao celular dos scaffolds estudados;

o Avaliar o perfil de adsorcédo/deposicdo e entrega dos farmacos nos

scaffolds obtidos.

1.5 ESTRUTURA DA TESE

A tese se divide em seis capitulos. A Introducdo apresentou uma
contextualizacdo do tema, a problematica envolvida, as hipteses a serem
investigadas, a originalidade do tema e os objetivos. O segundo capitulo é
dedicado a revisdo da literatura dos topicos relevantes para a sustentacéo
tedrica ao tema proposto, assim como o estado da arte. O capitulo trés apresenta
a metodologia empregada, considerando os materiais, métodos e ensaios
realizados para se testar cada uma das hipoteses consideradas. A seguir, 0
capitulo quatro vai apresentar os resultados obtidos a partir da metodologia
empregada e as discussdes relativas a estes resultados obtidos. O capitulo cinco

vai apresentar as principais conclusdes obtidas e relacionadas aos objetivos
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propostos, enquanto o capitulo seis apresentara as sugestdes para trabalhos
futuros, com algumas lacunas de conhecimento identificadas no decorrer do

trabalho e passiveis de interesse para futuros projetos de pesquisa.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 BIOMATERIAIS

Os avancos da biotecnologia levaram a uma melhoria da qualidade de
vida da populacdo, aumentando sua expectativa de vida. Por outro lado, é
importante destacar que, com o envelhecimento do individuo, varios problemas
de saude surgem. Os 0ss0s, por exemplo, passam a apresentar os mais diversos
problemas, entre os quais podemos citar: desgaste, redugcéo do desempenho e
reducado da atividade biologica (Cao; Wang, 2009).

O uso de biomateriais ndo € recente e sua aplicacdo na correcdo dos
mais diversos tipos de problemas relacionados a salde humana remonta a
antiguidade (Jones, 2015).

Sendo assim, 0s meétodos iniciais usados no desenvolvimento e
aplicacao dos biomateriais eram basicamente do tipo tentativa e erro. Na década
de 1950, buscava-se obter de forma sistematizada os materiais bioinertes. Com
0 passar do tempo, a caracteristica desejada passou a ser a bioatividade dos
biomateriais. Recentemente, o objetivo tem sido a regeneracdo de um tecido
funcional de fato, com foco, entéo, no aspecto biolégico (Pires; Bierhalz; Moraes,
2015; Ratner, 2013).

Nos ultimos anos, a combinacgéo da ciéncia dos materiais com a ciéncia
biomédica tem contribuido para o desenvolvimento de biomateriais, que
reconstroem ou substituem tecidos danificado (Ribas et al., 2019).

Segundo Gautam, Kumar e Kumar (2022), biomateriais sdo materiais
naturais ou sintéticos usados para substituir ou reparar tecidos vivos danificados.
Segundo Wagner et al. (2020), também podem ser considerados materiais que
0 corpo humano pode suportar e tolerar.

A busca constante por biomateriais, que possam estimular e promover a
reposicao de tecidos vivos afetados e lesados para restaurar suas funcdes
fisiologicas, tem sido amplamente estudado. Dentre os biomateriais, vem se
destacando as bioceramicas e vidros bioativos, devido as suas caracteristicas
de biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioatividade e conducéo 6ssea (Best
et al., 2008; Vallet-Regi, 2010). A bioceramica surgiu no final da década de 60,
fruto de concentracao de esfor¢os para vencer dificuldades originadas de falhas
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de biocompatibilidade, relacionadas aos implantes metalicos empregados em
cirurgia ortopédica (Teixeira; de Moraes; de Oliveira, 2021).

Convém destacar os conceitos de biocompatibilidade e bioatividade,
conforme descrito a seguir, tendo em vista se tratar das caracteristicas dos
biomateriais.

A biocompatibilidade é a capacidade dos tecidos entram em contato com
um determinado material e ndo manifestarem qualquer tipo de experiéncia
toxica, irritante, inflamatoria, alérgica ou de fundo mutagénico ou carcinogénico.

Atualmente, esse conceito envolve tudo, desde a engenharia tecidual e
entrega de medicamentos a nanotecnologia e modificacdo genética, o que torna
ainda mais urgente o estudo do mecanismo e da interconexdo dessa agao e a
clareza de sua funcao e funcionamento (Williams, 2008). Bioatividade pode ser
descrita como a capacidade dos materiais se ligarem ou aderirem aos tecidos
vivos, de forma a estimular os processos fisico-quimicos basicos dos sistemas
bioldgicos, permitindo a integracdo dos materiais bioldgicos no ambiente
receptor (Hench, 2015; Silva Junior; Oréfice, 2001).

O objetivo dos biomateriais, neste caso, € o de substituir ou auxiliar
tecidos e 6rgaos lesados de forma plena, bem como na recuperacao das funcdes
nos mais diversos trabalhos da area médica (Matsunaka; Frantz, 2021).

Foi somente no século XVIII que se iniciou 0 uso controlado desses
materiais na pratica clinica. Na ortopedia, foi a partir do século XIX que 0 gesso
(sulfato de calcio hidratado, CaS04.2H20) tem sido utilizado para o reparo 6sseo
(Sigueira; Zanotto, 2011). A evolucao dos biomateriais se deu a partir de trés
geracdes, ocorrendo o aperfeicoamento das propriedades dos materiais,
conforme o surgimento das necessidades, bem como a aplicabilidade molecular
(Notes, 2020).

Neste sentido, a evolucdo dos biomateriais € mostrada na Figura 1 de
forma sucinta, enfatizando as gerac¢des dos biomateriais.

Os biomateriais de primeira geracdo eram apenas biologicamente
inertes e usados para fornecer suporte e fixagcdo para 0os 0ssos defeituosos; os
de segunda geracdo constituem aqueles dedicados as caracteristicas de
bioinércia, bioatividade e biodegradabilidade; j& os de terceira geracdo visam
induzir ambientes biolégicos especificos, por meio da adicdo de substancias de
orientacao biologica (Gautam; Kumar; Kumar, 2022).
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Figura 1 - Evolucao dos biomateriais
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Fonte: Adaptado de Gautam, Kumar e Kumar (2022).

No Brasil, a Constituicdo proibe o uso e a comercializacdo de materiais
de origem humana e os materiais biolégicos frequentemente utilizados sao os
xenogenos de origem animal e os sintéticos ou aloplasticos (Pires; Bierhalz;
Moraes, 2015; Spezzia, 2020).

O conceito evolutivo no desenvolvimento e uso destes tipos de
biomateriais é demonstrado na Figura 2, que retrata a evolucdo da
funcionalidade e da capacidade regenerativa dos biomateriais ao longo de seu
desenvolvimento (Holzapfel et al., 2013).

Em um primeiro momento, buscou-se substituir os tecidos danificados e
proporcionar o surgimento de suporte mecanico, utilizando materiais visando
minimizar a resposta biolégica do paciente. Posteriormente, buscou-se ampliar
a vida util do implante, inter-relacionando com a area de interacdo do tecido
hospedeiro. Em seguida, atentou-se para o foco no desenvolvimento de
materiais que pudessem ser absorvidos, apos a dissolucdo, pelo tecido do

hospedeiro (Holzapfel et al., 2013).
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Figura 2 - Evolug&o da funcionalidade e da capacidade regenerativa dos

biomateriais ao longo de seu desenvolvimento
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Fonte: Adaptado de Holzapfel et al. (2013) e Pires, Bierhalz e Moraes (2015).

Atualmente, o conceito de biomimética vem sendo estudado, buscando-
se materiais que participem ativamente do processo de recuperagdo, agindo
sobre os tecidos de forma especifica (Diaz-Rodriguez; Sanchez; Landin, 2018).

Nos ultimos anos, avancos importantes tém sido feitos no campo dos
biomateriais, a maioria dos quais relacionados a obtencdo de materiais
biologicamente ativos. O desenvolvimento de biomateriais bioativos € tdo l6gico
quanto o desenvolvimento de medicamentos bioativos. A atividade
farmacolégica é baseada no principio do reconhecimento biol6gico, como a
inibicdo competitiva de receptores ou enzimas, bloqueio de sitios de ligacéo e
regulacdo de certas vias biolégicas. Na maioria das aplicacdes, pode-se
considerar a funcdo de dispositivos baseados em biomateriais de forma
semelhante a um produto farmacéutico (Hubbell, 1999).

Historicamente, a principal funcdo dos biomateriais e implantes era
substituir tecidos doentes ou danificados. No entanto, nos dltimos trinta anos, a
estratégia da pesquisa de biomateriais comec¢ou a mudar do desenvolvimento
de biomateriais com respostas de tecido biologicamente inertes, para a produgéo
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de ingredientes bioativos que possam desencadear efeitos controlados e
respostas em um ambiente fisiologico (Pires; Bierhalz; Moraes, 2015).

Desde o final da década de 1990, o potencial de aplicacdo do vidro
bioativo nas areas de medicina regenerativa e engenharia tecidual é enorme. A
engenharia do tecido 6sseo é uma das aplicacdes clinicas mais interessantes do
vidro bioativo no futuro.

Desta forma, a evolucéo dos biomateriais se traduz como um importante
aspecto de estudo e utilizacdo na busca de elementos capazes de serem usados
na reparacao e regeneracao 0ssea.

Portanto, € muito importante analisar detalhadamente os tipos de
compostos quimicos utilizados para construir os biomateriais, com propriedades,
vantagens, limitac6es e aplicabilidade importantes. Além desses biomateriais ja
terem sua aplicacdo firmada e consolidada, a criagdo de novos biomateriais
renovadores e transformadores, como novos scaffolds com aplicacdo na
engenharia tecidual, bem como para células tronco, vém despertando interesse
e estudos mais aprofundados, haja vista que somente uma parte da populacao
tem acesso a esses dispositivos (Pires; Bierhalz; Moraes, 2015).

2.2 CLASSIFICACAO DOS BIOMATERIAIS

Os biomateriais podem ser classificados quanto ao tipo, de acordo com
sua origem e comportamento fisiolégico com relacao a espécie biolégica, quanto
ao meio e em relacéo as propriedades biologicas, conforme descrito a seguir.

A classificacdo dos biomateriais quanto ao tipo compreende metais,
polimeros, cerdmicas e compositos. Os metais mais comumente utilizados séo
o titdnio, 0s ac¢os inoxidaveis e as ligas metalicas. Por sua vez, os polimeros sdo
classificados como sintéticos ou naturais. Os ceramicos sdo aqueles utilizados
na reparacao e regeneracao 6ssea, sendo os mais utilizados o fosfato de célcio,
vidros bioativos e a alumina. Os compadsitos consistem na juncéo de mais de um
tipo de material, ou seja, de polimero e material ceramico, por exemplo (Pires;
Bierhalz; Moraes, 2015; Ratner, 2013).

Os biomateriais sao classificados de acordo com sua origem,

mecanismo de acdo e comportamento fisiologico em:
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o guanto a sua origem, tem-se 0s materiais biologicos, sintéticos e
aloplasticos. Materiais biolégicos sdo aqueles que se realizam por meio
de reacdes ao meio biologico (Spezzia, 2021). Autdbgenos sdo materiais
gue provém do proéprio individuo. Xendgenos sdo materiais de implante
retirados de uma espécie e transplantados para outra (origem de
individuos de varias espécies). Aloplasticos se caracterizam por serem
materiais de implante sintéticos ou inorganicos utilizados como
substitutos aos enxertos 0sSseos;

o guanto ao meio os biomateriais, séo classificados como:

Bioativos: Um material bioativo é aquele que apresenta interagdo com o
organismo humano e o meio ambiente, sem provocar danos. Como exemplos de
materiais bioativos, temos vidros, vitroceramicas, compostos de fosfato de calcio
e hidroxiapatita;

Bioabsorviveis: sdo aqueles que sédo absorviveis pelo corpo sem causar
danos a saude. Como exemplos de materiais bioabsorviveis temos o fosfato
tricalcico (TCP) e o poliacido lactico (PLA) (Pires; Bierhalz; Moraes, 2015);

Bioinertes: sdo aqueles que ndo causam reacao no organismo, visto que
possuem alta estabilidade quimica. Como exemplos de materiais bioinertes,

temos alumina, zirconia, titanio, 6xido de nidbio e carbono (Spezzia, 2021).

Os biomateriais implantados classificam-se em relagéo as propriedades
biolégicas como (Hubbell, 1999; Pires; Bierhalz; Moraes, 2015):

o Toxicos: aqueles que resultam na morte das células em torno do
implante;
o N&o téxicos ou praticamente inertes: aqueles que nao tém reacles

maléficas ao organismo, formando um tecido fibroso em volta do
implante;

o N&o toxicos e bioativos: 0s que interagem com o ambiente ao redor da
protese, permitindo desse modo a formagéao de tecido humano sobre ela,
evitando a rejeicado por parte do organismo;

o N&o toxicos e biodegradaveis: capazes de serem desintegrados por
agentes biolégicos ou serem biorreabsorviveis, cujo produto da sua

degradacéo participa do processo metabdlico do organismo humano.
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Os biomateriais naturais, por terem propriedades semelhantes as
encontradas no corpo humano, ndo proporcionam as reacdes adversas
causadas pela toxicidade encontrada nos materiais sintéticos. Por exemplo, tem-
se colageno, queratina, quitina e celulose (Spezzia, 2021). Os dispositivos
ortopédicos, tais como as placas, pinos, parafusos e proteses sao geralmente
confeccionados em metais puros, ou com ceramicos e polimeros, tendo sua
utilizacé@o na fixagdo de fratura 6ssea ou em substituicdo de tecidos duros. Diante
da baixa resisténcia mecénica e alto médulo de elasticidade dos produtos
disponiveis no mercado, esta se ampliando a exploracéo de novos materiais para

implantes e préteses ortopédicas (Silva, 2017).

2.2.1 Biomateriais metéalicos

Inicialmente, o uso bem-sucedido de biomateriais metalicos para reparo
0sseo, incluindo aco inoxidavel e ligas de cobalto-cromo, ocorreu por volta do
século XX, tendo em vista que seu principal atributo é a capacidade de resistir a
corrosdo no ambiente interno. No entanto, também exibe certo grau de
resisténcia mecanica e alta resisténcia a fadiga, tracdo e fratura (Oliveira et al.,
2010). Portanto, observando-se estas caracteristicas, os metais vém sendo
bastante usados como componentes estruturais, objetivando a substituicao,
reforco ou estabilizacéo de tecidos duros frequentemente sujeitos a altas cargas
de tracdo e compreenséo (Oliveira et al., 2010).

Desta forma, o0s primeiros biomateriais desenvolvidos foram
composicdes de aco inoxidavel, bem como as ligas metalicas, por exemplo, a de
titAnio desenvolvidas no intuito de aprimorar as propriedades de resisténcia
mecanica e anticorrosdo. Todavia, determinadas substancias metalicas tém
apresentado acao toxica in vivo, tais como o vanadio (V) e o niquel (Ni) (Silva,
2017).

As ligas de titanio, devido a sua biocompatibilidade, densidade baixa e
valor do modulo de elasticidade, tém melhor resisténcia a corrosdo do que o aco
inoxidavel; por esta razdo, vém sendo frequentemente utilizadas como prétese

permanente e fixador de fratura. Portanto, o titanio beneficia o processo de
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osseointegracao, indispensavel para implantes de longa duracédo (lbrahim et al.,
2017).

Além disso, as ligas de titanio feitas de aluminio (Al), estanho (Sn) e
zircbnio (Zr) apresentam boa resisténcia a corrosdo, mas sua resisténcia
mecanica a baixas temperaturas € pequena e limitada. J4 as ligas a base de
cobalto e cromo (Co-Cr) sdo amplamente utilizadas para a confeccdo de
préteses ortopédicas para os joelhos, ombros e quadris, bem como na fixacdo
de ossos fraturados (Asri et al., 2017).

Portanto, 0s biomateriais metalicos tendem a se deteriorar
excessivamente durante o atrito frequente e continuo e a combinacdo com
tecidos adjacentes causa a entrega de ions metélicos por meio de dissolucéo,
desgaste ou corrosdao. Sendo assim, sua superficie precisa ser alterada e
agregada a outros tipos de materiais, como polimeros, que lhe conferem maior
resisténcia mecanica e permitem o contato adequado em locais com atrito
suficiente, como préteses de articulacdo do quadril, por meio do contato com
materiais biologicos (Dee; Puleo; Bizios, 2002).

Além disso, a desvantagem dos biomateriais metalicos é a perda da
estimulacdo mecéanica nos 0ssos do local de fixacdo do material, levando a falha,
dano e perda do implante. Por outro lado, diversos biomateriais metalicos contém
fases ferromagnéticas, que produzem efeitos opostos em um campo magnético,
e podem ser utilizados em técnicas diagnésticas, como a ressonancia magnética
(Kawachi et al., 2000; Oliveira et al., 2010).

2.2.2 Biomateriais poliméricos

O objetivo principal dos polimeros é serem biodegradaveis e podem
existir em forma natural ou sintética.

E importante salientar que os polimeros naturais e sintéticos séo usados
como modelos na engenharia tecidual (os scaffolds) para formar cartilagens,
ligamentos, meniscos e discos intervertebrais em estruturas tridimensionais,
especialmente polimeros sintéticos biodegradaveis (Navarro et al., 2008).

Desta forma, os polimeros de reparo 6sseo mais frequentemente usados
incluem &acido poliglicélico (PGA), acido polilatico (PLA), acido polihidroxibutirico
(PHB) e policaprolactona (PCL).
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Os biomateriais poliméricos sdo os mais utilizados na area médica, eis
gue sao mais faceis de usar e produzir em diferentes arranjos estruturais; por
isso recebem diferentes formatos, como patrticulas, filmes, fios, hidrogéis, entre
outros. Por outro lado, em comparagdo com outros materiais biologicos, 0s
baixos custos de producgéo sdo muito atrativos; sendo assim, podemos dizer que
0os biomateriais poliméricos sdo amplamente utilizados para a confeccdo de
préoteses, ou seja, aparelhos de uso temporario que auxiliam em determinadas
funcdes corporais (Pires; Bierhalz; Moraes, 2015).

Portanto, quando o tratamento ocorrer, ele pode repor o tecido lesado
dentro do tempo necessario para que a reparacdo e recuperacdo da area
infectada ocorra naturalmente; assim, os polimeros sdo obtidos por meio de
reacles de polimerizacdo ou organismos. As areas com maior desenvolvimento

clinico de implantes biodegradaveis séo joelhos, ombros e quadris (Silva, 2017).

2.2.3 Biomateriais ceramicos

No campo da biomedicina, as ceramicas tém sido utilizadas na
odontologia e na ortopedia.

Segundo Paul e Sharma (2003), existem varias substancias ceramicas
no mercado que podem ser utilizadas como substitutos 6sseos. Dentre eles,
ceramicas monofasicas de fosfato de calcio, de fosfato tricalcico (TCP) ou
hidroxiapatita (HA), ceramicas de fosfato de calcio bifasico em vidro bioativo e
cimento de fosfato de calcio sintético multifasico, que podem ser usados em
engenharia tecidual e administracdo de drogas.

Em termos de regeneracdo 0ssea, as ceramicas a base de fosfato de
calcio se sobressaem as demais ceramicas, que visam garantir maior eficiéncia,
eis que possuem composicdo quimica semelhante a formacédo de minerais do
tecido 6sseo, o que pode melhorar efetivamente sua resisténcia com diferentes
materiais (Fernandes et al., 2018). No entanto, sua porosidade aumenta o risco
de fratura, tornando-os inadequados para uso onde € necessario maior esfor¢o
mecanico. Desta forma, as principais ceramicas do mercado para reparo,
reconstru¢cdo e substituicio do tecido 0sseo sdo hidroxiapatita
(Cai10(POa4)s(OH)2), B-fosfato tricalcico (Caz(POa4)2), alumina (Al203) e zirconia
(ZrO2) (Oliveira et al., 2010; Soares, 2012).
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Além do mais, tendem a ter baixa resisténcia mecéanica para suportar
cargas estaticas e dinamicas, razéo pela qual limita seu uso no preenchimento
0sseo, nos defeitos e revestimentos de préteses metalicas ortopédicas (Busuioc
et al., 2016).

As ceramicas bioativas interagem com os tecidos circundantes, visando
estimular a cura (cicatrizacdo) e o sistema tissular (do tecido) a responder ao
material como se fosse tecido natural. Exemplos desta categoria sao
hidroxiapatita, vidros e vitroceramicos bioativos.

Os materiais bioabsorviveis participam do processo metabdlico do corpo
humano (estrutura) e tém a caracteristica de serem degradados por efeitos
quimicos ou biolégicos e serem lentamente substituidos por células em
crescimento. Eles também sdo estaveis a longo prazo e minimizam a
possibilidade de entrega do implante. Essas ceramicas incluem fosfato tricalcico
e gesso (Ratner, 2013). Dentre os biomateriais ceramicos, merece destague a
alumina (Al203), a zirconia, a hidroxiapatita (HA) e os fosfatos.

fons metalicos especificos com efeitos terapéuticos (como Sr2*, Cu?* e
Zn?*) tém sido adicionados a estrutura quimica de bioceramicas e vidros
bioativos (BGs) para superar as deficiéncias de materiais puros e facilitar seu
uso em diferentes aplicacdes biomédicas. Mg?*, Cu?*, Zn?*, Sr?*, Fe3'/Fe?,
Co?*/Co%" e Mn?* sdo oligoelementos essenciais envolvidos em vérias funcdes
metabolicas e sdo necessarios para o crescimento e desenvolvimento (Baiano,
2018). Assim, incorpora-lo a materiais bioldgicos pode estimular a angiogénese
e a formacdo Ossea (Maciejewska; Drzazga; Kaszuba, 2014). Devido ao
importante papel desses cations, a dopagem de Ag* e Cu?* na estrutura de
bioceramicas e BGs tem sido repetidamente estudada para prevenir infecgdes
microbianas em diferentes processos metabdlicos e em muitas aplicacfes
biomédicas. Para este fim, bioceramicas dopadas sdo funcionalizadas com
drogas ou biomoléculas como nanocarreadores direcionados ou componentes
de scaffolds (Schatkoski et al., 2021), que sao representados conforme expostos
na Figura 3 (Ryan et al., 2019).
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Figura 3 - Representacao esquematica de respostas bioldgicas a ions

metalicos em matrizes bioceramicas e vidros

ANGIOGENESE

Fonte: Adaptado de Schatkoski et al. (2021).

2.2.3.1 Alumina (Al203)

A alumina (Al203) € uma ceramica biologicamente inerte e biocompativel
(Chatzistavrou et al., 2011). Apresenta boas propriedades mecanicas e €
altamente compativel com tecidos humanos. Além disso, a adicdo de alumina
aos biomateriais pode melhorar as propriedades mecénicas sem reduzir
significativamente a biocompatibilidade.

Além disso, o Alz03 pode prevenir a formagéo de apatita na superficie
de ceramicas de vidro ativo em contato com fluidos corporais simulados
(Andersson; Sodergard, 1999).

Em particular, muitos métodos propostos tém sido aplicados ao
desenvolvimento de ceramicas compostas, que Sao importantes materiais de
bioengenharia, tais como processos de mistura e sinterizagdo por compressao,
métodos de processamento baseados em suspensao e prensas a quente, dentre
outros (Kokubo; Kim; Kawashita, 2003).
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Trabalhos recentes em ceramica para aplicacées biomédicas também
levaram ao uso de processos basicos usando solucdes e suspensoes,
aplicando-se pulverizacdo eletrodinamica, rotacdo e métodos semelhantes
(Deubener et al., 2018; Hench, 2015).

Por outro lado, foi constatado que ao adicionar uma pequena quantidade
de alumina e estroncio a composi¢cao do Bioglass® 45S5, supera-se algumas
das deficiéncias bem conhecidas do 45S5, como janela de processamento pobre
e tendéncia de alta cristalizagdo, e também melhora significativamente as
propriedades mecanicas e triboldgicas (Araujo et al., 2021).

O aluminio tem um efeito significativo na melhoria das propriedades
mecanicas dos vidros bioativos (Rabiee et al., 2015). No entanto, em uma
quantidade suficiente, a solubilidade pode ser ajustada a um limite aceitavel para
fazer a camada de hidroxiapatita durar mais e ainda ser capaz de se ligar aos
0SS0S enquanto aumenta as propriedades mecanicas (Araujo et al., 2021).

As ceramicas bioativas se combinam e se integram espontaneamente
a0s 0sso0s vivos do corpo, sem formar tecido fibroso ao seu redor (Pires; Bierhalz;
Moraes, 2015). Neste sentido, a adicdo de Al2O3 geralmente melhora a
estabilidade a longo prazo do implante, necessaria para reparar defeitos 6sseos.
Esta alta responsividade é sua principal vantagem no reparo e aumento 6sseo.
Isso porque os produtos da reagdo obtidos, a partir desses tipos de vidros e
fluidos fisiol6gicos, produzem uma fase semelhante a apatita cristalina,
semelhante a composicao inorganica dos 0ssos em espécies de vertebrados
(Radin et al., 1996).

2.2.3.2 Zircbnia (ZrO2)

A zirconia (ZrO2) é uma ceramica inerte que possui uma estrutura
polimérfica com trés tipos diferentes de cristal: monoclinica (M), cubica (C) e
tetragonal (T). A estrutura monoclinica é observada em temperaturas de até
1170 °C. Acima desta, ocorre a transformagéo para a fase tetragonal e a 2370
°C, a zircbnia adota a fase cubica (Afzal, 2014). No processo de resfriamento da
temperatura de processamento, a fase tetragonal se transforma em uma fase
monoclinica, que é acompanhada por expansao de volume (3 a 4%), que gera

tensdes internas na microestrutura do material, produz trincas e o torna bastante
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fragil. Como resultado, as propriedades mecanicas e refratarias da zirconia pura
ficam comprometidas, limitando sua aplicacéo (Pires; Bierhalz; Moraes, 2015).

Para aumentar a resisténcia mecénica e a tenacidade, as fases
cristalinas tetragonal e cubica do cristal podem ser estabilizadas em baixas
temperaturas usando aditivos como 6xidos de magnésio, cério, itrio e célcio.
Dependendo da concentracéo de aditivos, este processo pode produzir zirconia
tetragonal policristalina (TZP), zircdnia totalmente estabilizada (FSZ, geralmente
em fase cubica) e zircdnia parcialmente estabilizada (PSZ), na qual particulas
tetragonais metaestaveis finas sédo dispersas em uma matriz cubica (Yoshimura
et al., 2007).

Dentre as diferentes formas modificadas, a ceramica de zirconia
tetragonal policristalina estabilizada com itria (Y-TZP) se destaca por exibir grédos
finos e baixa porosidade. Esses fatores possibilitam a obtenc&o de materiais com
elevada resisténcia a flexdo, tenacidade e resisténcia a erosdo e ao desgaste,
que podem ser utilizados com sucesso em aplicacfes que suportam tensdes
mecanicas (Yoshimura et al., 2007).

Comparada com a alumina, esta ceramica apresenta menor dureza e
menor moédulo de elasticidade. A principal aplicacdo da zirconia € como material
alternativo a alumina, utilizado na fabricacdo de cabecas femorais em proteses
do quadril, préteses da articulacdo do joelho e do ombro, e materiais
odontoldgicos (Piconi; Maccauro, 1999). H4 também um interesse crescente no
uso combinado de zirconia e alumina para obter dispositivos com caracteristicas
mecanicas e de degradacao adequadas a aplicacdo desejada (Pires; Bierhalz,
Moraes, 2015).

2.2.3.3 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita (HA) é um mineral natural localizado no osso, que
corresponde de 30 a 70% da massa oriunda dos 0ssos e dentes; por isso diz-se
gue ela é um dos principais integrantes do 0sso. E, por esta razdo, é bastante
utilizada e estudada na medicina, sendo um dos biomateriais mais importantes,
0 gque a torna oportuna e conveniente para aplicacdes biologicas (Ferreira et al.,
2017).
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Por volta da década de 1960/1970, quando prevalecia a busca por
melhor biocompatibilidade dos materiais de implantes, surgiu um novo conceito
de materiais bioceramicos mais semelhantes ao tecido 0sseo natural. Nesse
sentido, a hidroxiapatita, composta por minerais ceramicos naturais, também era
considerada parte mineral do osso. Portanto, a hidroxiapatita sintética era
considerada o Unico material totalmente compativel com o corpo humano (Nair;
Laurencin, 2007).

Como biomaterial, a HA apresenta vantagem como a rapida adaptacéo
0ssea, sem formacéao de tecido fibroso, reduzido tempo de cicatrizacéo e intima
adeséao implante/tecido. As limitacdes desse composto estéo relacionadas a sua
lenta biodegradacéo, que ocorre gradativamente por mecanismos celulares 4 a
5 anos ap6és o implante. Esse comportamento pode ser atribuido a razao molar
Ca/P de 1,67, que torna a HA aproximadamente quase insolivel em meios
neutros (Shi et al., 2021; Aparecida et al., 2007).

A hidroxiapatita (Cai10(PO4)s(OH)2) esta entre os fosfatos de calcio mais
divulgados. Para a aplicacdo como scaffolds na area de engenharia tecidual, a
hidroxiapatita e o fosfato—tricalcico (TPC) nas formas polimorficas a e B
(Cas(POa)2), estdo em constante pesquisa. No entanto, como o TCP se degrada
mais rapido que a HA (ele é afetado por mecanismos celulares e quimicos) &
mais dificil prever e controlar sua taxa de degradacédo. Portanto, o uso do TCP e
da HA juntos tornou-se uma alternativa viavel para aumentar a velocidade de
absorcdo da HA. Nestes casos, a velocidade de dissolu¢éo da mistura HA/TCP
€ controlada pela quantidade de TCP usado (Aparecida et al., 2007).

A busca por materiais mais parecidos e capazes de criar e produzir
hidroxiapatita sintética, idéntica ao composto mineral do 0sso, se faz necessario
a fim de possibilitar uma regeneracéo 0ssea eficiente e adequada, no intuito da
diminuicao dos riscos de rejeicao de processos inflamatorios no organismo (Fihri
et al., 2017).

Sendo assim, a hidroxiapatita demonstra possibilidade de regeneracao
0ssea, tendo em vista as propriedades que capacita e possibilita sua utilizacéo
como substitutos 6sseos (Costa et al., 2016; Costa et al., 2015; Ferreira et al.,
2017). A hidroxiapatita possui propriedade de biocompatibilidade e
osteointegracdo, o0 que a torna bastante indicada para o uso na regeneracao

Ossea.
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2.2.3.4 Fosfatos

A partir da década de 50, surgiram os primeiros tipos de ceramicas de
fosfato de calcio (Ferreira et al., 2017; Suérez et al., 2020). O vidro bioativo e 0
fosfato de célcio sdo considerados biomateriais de preenchimento, arcaboucos
e ainda substitutos para os enxertos 6sseos. Além disso, o vidro bioativo
fosfatado € mais favoravel e benéfico em termos de qualidade da combinacéo
guimica com o tecido 6sseo, ndo causando interferéncia e intervencao no tecido,
estimulando a regeneracao (Gutierres et al., 2005).

Vale lembrar que os vidros bioativos fosfatados sao compostos
principalmente por silica, calcio, sédio e fésforo, o que os torna mais facil de
fundir e quimicamente mais instaveis que o silicato, o que favorece a sua
biodegradacao e bioabsorcéo (Araujo et al., 2021; Ribas et al, 2019).

Desta forma, dada a sua semelhanca com o tecido 6sseo, o fosfato de
calcio € o mais utilizado para substituir o osso (Whited et al., 2006).

As ceramicas de fosfato de célcio se destacam na area médica e
odontoldgica pelo uso na regeneracdo 0ssea; também podem ser utilizadas
como revestimento bioativo em implantes metélicos (Asri et al., 2017; Schatkoski
et al., 2021). Os fosfatos de calcio tém sido amplamente estudados e usados em
aplicacdes que abrangem todo o sistema esquelético, como reconstrucées
cranio-maxilofacial e tratamento de defeitos 6sseos (Busuioc et al., 2016;
Guastaldi; Aparecida, 2010).

Ceramicas de fosfato de célcio porosa podem até ser usadas como um
suporte Util para a entrega de diferentes compostos nelas contidos, tais como
hormdnios, vacinas, antibioticos e drogas com atividade anticancer, incluindo
compostos radioativos e cisplatina (Paul; Sharma, 2003).

As principais limitacées do uso de fosfatos de calcio provém do fato de
serem muito quebradicos e com baixa resisténcia a fadiga. Portanto, os
revestimentos densos ou porosos destas ceramicas sao frequentemente usados
em implantes metalicos de sustentacdo para permitir a fixacdo biolégica ou
osseointegracao.

Os fosfatos de calcio sdo compostos basicamente por sais de acido
fosforico ou acido ortofosforico e podem ser sintetizados por precipitagéo a partir

de solugbes contendo ions Ca?* e PO4*, em condicdes alcalinas ou acidas. A
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razao molar entre os &tomos de célcio e fésforo (Ca/P) varia entre 0,5e 2,0 e é
frequentemente usada como uma forma de classificar diferentes fosfatos de
calcio. Compostos com maior razdo Ca/P apresentam menor solubilidade em
condi¢des neutras e menor taxa de degradacao (Guastaldi; Aparecida, 2010).

Os fosfatos tricélcicos (TCP) possuidores de Ca/P de 1,5 ndo séo
instaveis em solucdo aquosa e na presenca de umidade, sendo reabsorvidos
entre 6 a 15 semanas apos a implantacdo, dependendo de alguns fatores, tais
como porosidade, cristalinidade, pureza quimica e rugosidade superficial do
biomaterial (Kawachi et al., 2000).

As formas alotropicas a e B-TCP apresentam a mesma
osteocondutividade, mas a fase a-TCP tem maior bioatividade, o que € atribuido
ao arranjo estrutural desta fase, permitindo que ocorra maior troca de ions Ca?*

e (PO4)% com o meio biolégico (Hoppe; Giildal; Boccaccini, 2011).

2.2.3.5 Vidros Bioativos

Os vidros bioativos denominados vidros bioativos sao caraterizados por
serem materiais sintéticos com alto teor de silica, célcio e fosforo, razdo pela
qual sédo bastante usados na ortopedia para a regeneracao e restauracao do
tecido 6sseo, desencadeando uma reagdo quimica (ligacao tecido-biomaterial)
apos implantacao no corpo humano (Hench, 1991).

O primeiro vidro biativo foi desenvolvido em 1969 por Larry Hench, da
Universidade da Florida, nos Estados Unidos. Hench criou um material usando
silica como material hospedeiro (principal) e calcio e fésforo para formar um
vidro, que foi, posteriormente, denominado de vidro bioativo. O objetivo era
descobrir um material capaz de regenerar 0sSsSO0S hormais e estimular o
crescimento de novos 0ssos entre as fraturas, os quais poderiam combinar e
conectar fraturas e 0ssos quebrados (Hench, 2006), chamado de Bioglass 45S5;
esse material, ainda em uso, se caracteriza por sua capacidade de promover
uma rapida e duravel ligacdo quimica com o tecido ésseo.

Desta forma, o vidro bioativo se manifestou com uma ligacao rapida,
forte e estavel com o tecido do hospedeiro. Na década de 80, foi constatado e
observado que os vidros bioativos poderiam ser usados na forma particular,

instigando e impulsionando a osteogénese, levando assim ao que se entende
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por regeneracdo de tecido (Hench, 2015). Posteriormente, foi descoberto
também que os ions de dissolucdo dos vidros agiam como fatores de
crescimento e assim forneciam sinais as células.

Por outro lado, o vidro bioativo pode promover e incentivar a
regeneracao do tecido 6sseo com diferentes composi¢des quimicas e estimular
o crescimento de novos tecidos, tornando-os extremamente Uteis para a saude
e medicina regenerativa (Gerhardt; Boccaccini, 2010). A adicdo de novos ions
na cristalizacdo controlada do vidro bioativo e/ou obtencdo de compdésitos &
capaz de reverter-se em melhor bioatividade, mostrando que a reacao especifica
a cada componente do vidro desempenha um papel vital na formacéo do tecido.

Assim, por meio de experimentos in vitro e in vivo, os efeitos da
angiogénese (formacdo de novos vasos sanguineos) e da osteogénese
(processo de formacéo e desenvolvimento 0sseo) de ions tais como Si, B, Cu,
Co e Sr liberados do vidro bioativo foram descobertos (Kirste et al., 2017; Rabiee
et al., 2015).

No inicio da década de 1990, o processo sol-gel foi usado para preparar
vidro bioativo pela primeira vez. Além disso, o vidro bioativo poroso pode ser
preparado pela hidrélise e polimerizacdo de hidréxidos metalicos, alcéxidos e/ou
sais inorganicos (Hench, 2015). Quando o corpo contém materiais chamados
inertes, como silicone, polimetacrilato de metila, ouro, platina, dentre outros
(Hench, 2015), uma fina camada fibrosa é formada ao redor do implante;
portanto, € impossivel conectar-se de forma mais adequada a juncéo entre o
tecido receptor e o implante. Esta conexdao é muito relevante para implantes
inseridos e projetados para substituir partes do corpo que exergcam e realizam
funcdes estruturais (Vieira et al., 2017). Muitos materiais passaram a ser
reconhecidos ap6s atravessarem longo percurso, ou seja, passaram de inertes
a compativeis e, atualmente, tornando-se regenerativos (Menazea; Abdelghany,
2020).

Aléem do mais, tem sido usado para aplicacbes clinicas em cirurgia
plastica e aplicacdes odontolégicas desde 1985. Ao longo dos anos, muitos
outros vidros de silicato, borato e fosfato foram propostos para aplicagbes
biomédicas (Baino, 2018). O vidro bioativo também pode ser usado como um
carreador para entrega local de ions selecionados e pode controlar funcdes

celulares especificas. As ceramicas de vidro bioativas pertencem aos materiais



41

bioativos caracterizados por osteoconducao e osteoinducgéao, respectivamente. O
vidro bioativo Bioglass® 45S5 é composto por sistema quaternario do tipo SiO2-
Ca0-Na20-P20s, que ainda é considerado o modelo base para vidro bioativo,
contendo 45% em massa de SiO2 e a proporcao de CaO e P20s deve ser 5:1, a
fim de que ocorra a combinacéo da interface com os 0ssos (Jones, 2015). Essa
composicado possui excelentes propriedades de interagcdo com tecido vivo e
osteoinducéo. As preparacdes contendo 52 a 60% em massa de SiO2 tém uma
taxa mais lenta de ligacdo ao tecido 6sseo. Mais de 60% de SiO2 ndo formara
ligacdo com o tecido e o material apresenta e atinge conduta e desempenho
inerte (Siqueira; Zanotto, 2011).

Ao ser implantado no corpo, uma camada de carbonato de hidroxiapatita
bioativa é formada na superficie desse material, responsavel pela interface forte
de ligacdo com o tecido O6sseo (Siqueira; Zanotto, 2011). A forca de adeséao
interfacial resiste a um grande numero de forcas e acdes mecanicas e, em muitos
casos, € maior do que a resisténcia (forca) coesiva do material de implante ou
do tecido.

Desde que a interface seja fixa, o Bioglass® também pode interagir com
o tecido conjuntivo (Siqueira; Zanotto, 2011). Recentemente, observou-se que a
dissolucéo idbnica de produtos de vidro bioativo (Si, Ca, P) estimula a expresséo
de diversos genes celulares osteoblasticos e a angiogénese in vitro e in vivo
(Hoppe; Guldal; Boccaccini, 2011). A formacdo da camada de hidroxiapatita
ocorre por um mecanismo quimico com cinco estagios distintos. No primeiro
estagio, os ions Na* na superficie do vidro sdo rapidamente trocados pelos ions
H* e H3O* na solugdo. No segundo estagio, a silica soltvel (SiO2) do vidro é
liberada na forma de Si(OH)4 para a solugéo, tendo como consequéncia a ruptura
das ligacbes siloxano (Si-O-Si) e da formacdo de grupos silinol (Si-OH) na
interface. A terceira etapa € caracterizada pela policondensacdo dos grupos
silanol, que formam uma camada porosa rica em silica na superficie do material
que ja carece de cations alcalinos e alcalino-terrosos.

No estagio seguinte, ions Ca?* e grupos (PO4)3 migram da superficie
para formar um filme rico em CaO-P20s, que cresce em uma forma amorfa
incorporando adicionalmente calcio soluvel e fosfato em solugdes fisioldgicas.
Na ultima etapa, o filme amorfo € cristalizado pela incorporacéo de ions OH" e
CO3* presentes na solucdo, dando origem a camada de hidroxiapatita
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carbonatada. O tamanho dos cristais formados na superficie do vidro bioativo
tende a ser de escala nanométrica, o que equivale a fase cristalina do 0sso
(Hench; Roki; Fenn, 2014).

A capacidade do vidro bioativo de estimular o crescimento 6sseo excede
a dos implantes a base de hidroxiapatita. O indice de bioatividade relacionado
com o tempo para que mais de 50% da superficie do biomaterial esteja aderida
as células do tecido, € de 12,5 para o Bioglass® 45S5 e o indice de bioatividade
da hidroxiapatita € 3,1 (Hench; Roki; Fenn, 2014). Portanto, enquanto o indice
de bioatividade do Bioglass® 45S5 levaria cerca de 8 dias para 50% da
superficie aderir as células do tecido, se usado nas mesmas condicfes, o0 HA
levara cerca de 32 dias.

As aplicacbes mais comuns de vidros bioativos incluem reparo e
regeneracado Ossea, incluindo ortopedia, doenca periodontal, reconstrucdo
maxilofacial, cirurgia de coluna vertebral e reconstrucdo otorrinolaringologica
(Hench; Roki; Fenn, 2014). As limitacbes deste composto sdo sua baixa
resisténcia mecénica, especialmente sua resisténcia a fratura, e da limitada
usinabilidade (Siqueira; Zanotto, 2011). Foi analisado que a producédo de
vitroceramicas compostas por ingredientes semelhantes ao Bioglass® 45S5,
com a microestrutura controlada, vem sendo constantemente examinados e
averiguados, objetivando ajustar e combinar as excelentes propriedades
mecanicas das vitroceramicas e a excelente bioatividade dos vidros bioativos.
Esse novo material, denominado Biosilicato®, tem cristalinidade préxima a
100%, alta bioatividade e modulo de elasticidade mais préximo ao do 0Sso
cortical. Na forma de particulas, esse material ndo possui arestas cortantes e
seu maior potencial de uso € no tratamento da hipersensibilidade dentinaria. Na
presenca de fluidos bucais, quando esse material € depositado nos tubulos
dentinarios, o material pode iniciar a formacdo da HA e causar sua obstrucéo
(ocluséo) por meio de ligagbes quimicas com o material (Siqueira; Zanotto,
2011).

2.2.3.6 Uma comparacéao dos sistemas

Tendo em vista as suas propriedades, tais como boas resisténcias

by

mecanica, quimica e a abrasao, alta dureza e tenacidade, baixa constante
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dielétrica e expansdao térmica, as vitroceramicas sao utilizadas e empregadas em
uma série de conjuntos de aplicacdes industriais (Souza et al., 2018). Sendo
assim, para o uso do vidro bioativo, € imprescindivel a observacéo de condi¢des
essenciais. O Quadro 1 considera alguns sistemas vitroceramicos e que
apresentam o0s elementos quimicos presentes no sistema LZSA, e suas

principais caracteristicas para se realizar drug delivery.

2.3 PROPRIEDADES

2.3.1 Propriedades dos biomateriais metalicos

A classe dos metais destaca-se por apresentar excelente desempenho
mecanico, como alta resisténcia a fadiga e a fratura, boa condutividade elétrica
e possibilidade de polimento e abrasédo da superficie, bem como a facilidade de
esterilizacéo (Pires; Bierhalz; Moraes, 2015).

As propriedades dos metais sao governadas basicamente pela sua
estrutura em reticulo cristalino e pela forca das ligacdes. A alta densidade advém
do agrupamento dos &tomos em um padrédo cristalino tridimensional, de forma
ordenada e repetida. Os nucleos de ions carregados positivamente ficam
imersos em uma nuvem de elétrons, que podem movimentar-se livremente,
sendo responsaveis pela boa condutividade térmica e elétrica dos metais.

A resisténcia a tracdo € consequéncia da intensidade das ligacGes
metalicas e a deformacéo plastica ocorre devido as ligacdes néo-direcionadas,
que permitem que a posicao dos ions metdlicos seja alterada sem destruir a
estrutura cristalina.

Os metais nobres, como o0 ouro e a prata, ndo sdo suscetiveis a
processos corrosivos. No entanto, outros de seus atributos, tais como a alta
densidade, resisténcia insuficiente e o alto custo inviabilizam as aplicacdes
ortopédicas destes.

De forma geral, a resisténcia a corrosdo quando em contato com 0s
sistemas biolégicos, advém de uma fina pelicula de 6xido formada
espontaneamente pela exposicdo da superficie metalica ao ar. Esta pelicula, na
forma de camada de passivacdo, impede a troca de ions, protegendo a

superficie.



Quadro 1 — Sistemas de biovidros e vitroceramicos bioativos e suas caracteristicas
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Sistema

Biocompatibilidade/
Bioatividade

Reabsorvidade

Porosidade

Referéncia

45S5 (Bioglass)

Biocompativel e Bioativo

Carater reabsorvivel

Poros de até

Hench (2006)

(SiO2-Ca0-Na20-P205) 100 pm
LAS N&o ha relatos dessa
LirO-ALO-SiO Bioativo caracteristica estudada 65 vol% Zocca et al. (2013)
(Li20-Al20-Si02) anteriormente na literatura
LZS N&o hé relatos dessa
Bioativo caracteristica estudada > 10 vol% Possolli et al. (2022)

(Li20-ZrO2-Si02)

anteriormente na literatura

Fonte:

Autora, 2024
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Alguns fatores, no entanto, podem comprometer a resisténcia a
corrosdo, como a falta de homogeneidade na microestrutura relacionada a
variacdo na composicdo, deformacédo superficial, presenca de impurezas,
precipitados, segregacdes e inclusbes. Assim, durante o processo de fabricacao,
visando melhorar a resisténcia a corrosdo pelo fortalecimento da pelicula
protetora, os implantes podem ser submetidos a tratamentos e deposicdo
adicional de 6xidos em sua superficie.

As ligas de titanio sdo um tipo de biomaterial metélico, compostas de
aluminio (Al), estanho (Sn) e zircénio (Zr). Como caracteristica, possuem boa
resisténcia a corrosao, mas sua resisténcia mecanica a baixas temperaturas €
pequena e limitada.

Além do mais, devido a sua alta resisténcia ao impacto, os biomateriais
metélicos sdo mais comumente usados em aplicages em que ha uma maior
pressdo mecanica, como cirurgia de artroplastia total de quadril e joelho, fixacdo

espinhal e construcéo de proteses ortopédicas (Afzal, 2014; Rinaldi et al., 2015).

2.3.2 Propriedades dos biomateriais poliméricos

Os biomateriais poliméricos sdo formados por macromoléculas
organicas de origem sintética ou natural, na qual suas propriedades podem ser
modificadas quimicamente. Os polimeros sintéticos biodegradaveis sdo usados
na ortopedia como componentes protéticos permanentes, devido as diferencas
na composicao e disponibilidades esses materiais podem ser transformados em
varias formas e estruturas de baixo custo (Nair; Laurencin, 2007).

Por outro lado, como consequéncia, ocorre degradacdo imprevista e
descontrolada, e sua acdo e desempenho visam afetar o processo inflamatorio,
contribuindo para a mudanca de tamanho e reducdo das propriedades
mecanicas do dispositivo (Nair; Laurencin, 2007).

Os principais polimeros utilizados para regeneracdo 0ssea sao acido
poliglicolico (PGA), acido polilatico (PLA), acido polihidroxibutirato (PHB) e
policaprolactona (PCL). Dentre suas vantagens, destacam-se o facil controle de
sintese, fontes ilimitadas, imunidade a interferéncia celular, biodegradabilidade
e biocompatibilidade. Como desvantagem apresentam baixa resisténcia

mecanica e diminuicdo de tamanho com o tempo. A interagéo ceélula polimero é
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controversa porque pode causar reacdes toxicas locais ao liberar produtos
acidos de degradacéo. Estdo indicados em cirurgia ortopédica e dispositivos
para administracdo de drogas/farmaco (Fazil et al., 2016; Vallet-Regi; Balas;
Arcos, 2007).

2.3.3 Propriedades das bioceramicas

As ceramicas incluem uma grande variedade de compostos que tiveram
papel essencial no desenvolvimento dos biomateriais. O vasto campo de
aplicacao se deve, em grande parte, as propriedades cristalograficas e a superior
compatibilidade quimica das ceramicas com o meio fisiolégico e com tecidos
rigidos, como 0ssos e dentes.

De forma geral, as cerdmicas sdo menos densas do que a maioria dos
metais e suas ligas. Estes materiais apresentam boa estabilidade dimensional,
sao resistentes ao desgaste e a compressao e estaveis em ambientes acidos.
No entanto, as fortes ligacbes Inter atbmicas formam estruturas cristalinas
tridimensionais com alto grau de compactacao, tornando-os duros, quebradicos
e suscetiveis a fraturas, com pouca ou nenhuma deformacédo plastica. Além
disso, sdo muito sensiveis a presenca de rachaduras e outros defeitos, que
podem agir como pontos de inicio de fraturas e contribuir para a ruptura precoce
do material durante o uso. Devido a estes fatores, as ceramicas sdo pouco
indicadas para aplicacbes em regides submetidas a tensdes elevadas e que
requeiram sustentacao.

As bioceramicas sao bastante utilizadas na reposicdo e restauragcédo do
tecido 6sseo, apresentando varias vantagens, dentre as quais a estrutura
parecida com o elemento inorganico do 0sso, além de ndo conterem proteinas
em sua constituicdo, assegurando assim a falta de resultado imunoldgico,
restringindo assim o perigo de rejei¢cao pelo organismo.

A primeira geragao de bioceramicas desenvolvidas foi a zirconia (ZrO2)
e a alumina (a-Al203). Meados dos anos 70 foram desenvolvidas bioceramicas
de alumina (Al203), e a partir dos anos 80 a zircbnia (ZrOz) ambas utilizadas na
confeccdo de cabecas femorais de proteses modulares de artroplastia total de
quadril (Schwartsmann et al., 2012). Suas principais caracteristicas séo o carater

qguase bioinerte e as boas propriedades mecanicas, principalmente a resisténcia
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ao desgaste. A segunda geracdo de bioceramicas, conhecida por seu
comportamento bioativo, foi desenvolvida para integrar-se aos 0ssos sem induzir
a formacdo de tecido fibroso, inflamacdo ou toxicidade. Destacam-se a
hidroxiapatita, os cimentos a base de fosfato de calcio (CPCs) e os vidros
bioativos & base de silica como representantes dessa geragdo. Sua alta
reatividade beneficia aplicacbes no reparo periodontal e aumento 0sseo,
promovendo a formacdo de uma fase semelhante a apatita, favorecendo a
osteoconducdo. Recentemente, vidro bioativos a base de silica exibiram
osteoinducdo, ativando genes para estimular a regeneracéo 6ssea, marcando a
terceira geracdo de bioceramicas, focada na regeneracdo em vez de substituicdo
do tecido 6sseo (Arcos; Vallet-Regi, 2013).

Os vidros bioativos demonstram boa compatibilidade e resisténcia a
corrosdo e a compressao. Por outro lado, apresentam pouca resisténcia
mecanica, alta densidade e baixa resisténcia a fratura. Neste sentido, vém sendo
utilizados suportes de polimeros biodegradaveis, tendo em vista possuirem boa
compatibilidade mecéanica como a hidroxiapatita (HA), estabelecendo e
atribuindo assim uma resisténcia mecanica superior. Dessa forma, o
desempenho desses compdsitos se destaca em regifes onde ha maior tenséo e
deformacéo do material (Frazao et al., 2015; Oliveira et al., 2010).

Para um material ser usado como biomaterial, se faz necesséario que
apresente propriedades relacionadas com a funcéo exclusiva do implante, ou
seja, mecanicas no caso do sistema 6sseo. Ndo obstante, deve levar em conta
o efeito do ambiente organico (corrosédo e degradacao), bem como o efeito do
material no organismo, tendo em vista a caracteristica da biocompatibilidade dos
biomateriais (Silva Junior; Oréfice, 2001).

A tecnologia de fabricacao de vidro bioativo inclui métodos tradicionais
de fusao e técnicas sol-gel. A caracteristica comum a todos os vidros bioativos,
seja vidros derivados de fusdo ou sol-gel, € a capacidade de interagir com
tecidos vivos, especialmente a formacao de fortes ligagdes com 0s 0Ss0s, 0 que
€ comumente referido como atividade biolégica. Portanto, as propriedades de
0sseo-integracdo do vidro bioativo sdo baseadas na reatividade quimica,
resultando na formagdo de uma camada de apatita de hidroxicarbonato (HCA)

no 0sso. Posteriormente, outras aplicagdes clinicas do vidro bioativo foram
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propostas, como na periodontologia ou como revestimento para implantes

metalicos ortopédicos (Gerhardt; Boccaccini, 2010).

2.4 APLICACOES E USOS DOS BIOMATERIAIS

2.4.1 Metalicos

Os biomateriais metdlicos, dentre eles os metais, vém sendo bastante
usados como componentes estruturais, objetivando a substituicéo, refor¢co ou
estabilizacdo de tecidos duros frequentemente sujeitos a altas cargas de tracao
e compreensdo. Neste ambito, as aplicacbes mais comuns incluem fios,
parafusos e placas para fixacao de fraturas, implantes dentarios e préteses para
substituicdo de articulacdes (Pires; Bierhalz; Moraes, 2015). Assim sendo, uma
liga formada principalmente de ferro, incluindo uma pequena quantidade de
carbono, cromo, niquel e molibdénio em sua formacdo é chamada de aco
inoxidavel, podendo ser utilizados como dispositivo de fixacdo de préteses
(parafusos e placas) (Asri et al., 2017).

Além dos componentes estruturais, 0s metais podem ser empregados
na confeccdo de valvulas cardiacas artificiais e endoproteses expansiveis
(stents), que requerem, além de resisténcia mecéanica apropriada, durabilidade
e possibilidade de visualizagdo em imagens de raios X.

A boa condutividade elétrica tem favorecido a obtencéo de dispositivos
de estimulo neuromuscular, como 0s marca-passos cardiacos.

A grande versatilidade dos metais para o uso biomédico deve-se,
também, a possibilidade de polimento e abrasdo da superficie, bem como a
facilidade de esterilizacdo. Esta Ultima caracteristica torna-se responsavel pela
extensa aplicacdo dos metais em instrumentacao cirargica (biomateriais de uso
ultrarrdpido), como tesouras, agulhas, forceps, pincas e afastadores.

Além do mais, devido a sua alta resisténcia ao impacto, os biomateriais
metalicos sdo mais comumente usados em aplicacdes em que ha uma maior
pressao mecanica, como cirurgia de artroplastia total de quadril e joelho, fixacdo
espinhal e construcdo de préteses ortopédicas (Oliveira et al., 2010).

A liga de titanio vem sendo frequentemente utilizada como protese

permanente e fixador de fratura; portanto, o titdnio beneficia o processo de
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0sseo-integracdo indispensavel para implantes de longa duragéo (Ibrahim et al.,
2017).

As ligas a base de cobalto e cromo (Co-Cr) sdo amplamente utilizadas
para a confeccdo de proteses ortopédicas para os joelhos, ombros e quadris,
bem como na fixacdo de fratura (Asri et al., 2017). As ligas a base de cobalto e
cromo para aplicacbes como biomateriais estdo associadas, principalmente, a
préteses ortopédicas para joelho, ombro e quadril bem como a dispositivos de
fixacdo de fraturas, implantes maxilo-faciais e dentérios. Estas ligas sdo néo-
magnéticas, altamente resistentes ao desgaste, calor e a corroséo,
possibilitando sua aplicacéo por longos periodos. A resisténcia ao desgaste das
ligas Co-Cr supera a dos acos inoxidaveis e das ligas de titanio. As desvantagens
destas ligas estdo relacionadas a baixa plasticidade e dificuldade na
usinabilidade (Pires; Bierhalz; Moraes, 2015).

2.4.2 Poliméricos

Os biomateriais poliméricos sdo usados como modelos na engenharia
tecidual para formar cartilagens, ligamentos, meniscos e discos intervertebrais
em estruturas tridimensionais, especialmente polimeros sintéticos
biodegradaveis (Navarro et al., 2008). Além do mais, sdo usados em cirurgia
ortopédica e dispositivos para administracao de drogas ou farmacos (Navarro et
al., 2008).

Os biomateriais poliméricos sdo os mais utilizados na area médica para
a confeccdo de proteses, ou seja, aparelhos de uso temporario que auxiliam em

determinadas fungdes corporais (Pires; Bierhalz; Moraes, 2015).

2.4.3 Ceramicos

A ceramica tem sido considerada bastante estudada por apresentar uma
ampla variedade de possibilidades de uso, que pode ser o uso isolado de
materiais, bem como o revestimento de préteses metalicas, podendo ser usada
na regeneracao ou substituicdo de parte de um tecido (Siqueira; Zanotto, 2011).
Dessa forma, sdo bastante utilizadas na reposicdo e restauracdo do tecido

0sseo. As aplicacdes dos biomateriais cerdmicos incluem a producdo de
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implantes e componentes ortopédicos para a reparagao e regeneracao do tecido
0sseo por meio de oxidos, fosfatos, silicatos e carbonatos.

As aplicacdes abrangem as mais diversas areas, como instrumentos de
diagnostico (termbémetros, fibras endoscopicas), proteses ortopédicas,
dispositivos de reconstrucdo dentéria e maxilofacial, valvulas cardiacas, traqueia
artificial e preenchedores 0sseos.

As aplicacbes mais comuns dos vidros bioativos incluem o reparo e
regeneracao 0ssea, incluindo ortopedia, periodontia, reconstru¢do maxilo-facial,
cirurgia da coluna vertebral e reconstrugcdes otorrinolaringoldgicas (Pires;
Bierhalz; Moraes, 2015).

As ceramicas a base de fosfato de célcio sdo bastante utilizadas na
medicina, seja como substitutos 6sseos por meio de implantes e revestimentos,
bem como em préteses dentarias e ortopédicas. Ainda, sdo usadas em
aplicacdes biomédicas em substituicbes de quadris, joelhos e dentes, servindo
também como restauracdo de doencas periodontais, reconstrucdo maxilofacial,
aumento e estabilizacdo do osso maxilar, fusdo espinhal e preenchimento ésseo
apos cirurgia de tumor. Devido as suas semelhancas quimicas e estruturais com
a fase inorganica do osso humano, a hidroxiapatita (HA) e outros fosfatos de
calcio, como a ou [B-fosfato tricalcico (a ou B-TCP) apresentam excelente
biocompatibilidade (Gerhardt; Boccaccini, 2010).

As bioceramicas a base de fosfato sdo amplamente usadas na
biomedicina. O fosfato de calcio (FCs) € uma das bioceramicas dopadas mais
estudadas, utilizada para sintetizar substitutos 6sseos em odontologia e cirurgia
ortopédica. Embora existam varios FCs de interesse para aplicacdes clinicas, o
mais utilizado é o HAp, pois sua composi¢do quimica é semelhante a da apatita
bioldgica. No entanto, a fim de superar o problema de baixa taxa de absor¢céo no
corpo, varios ions (como Mg*? e Sr*?) séo dopados na estrutura do HAp (Teixeira;
De Moraes; De Oliveira, 2022).

O fosfato tricalcico (TCP) é mais facilmente absorvido do que a
hidroxiapatita e exibe alta biocompatibilidade quando implantado no osso. Outra
aplicacdo importante do TCP é o revestimento de superficie de biomateriais

metélicos para melhorar as reacdes in vivo (Schatkoski et al., 2021).
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2.4.4 Compasitos

O composito € um tipo de material composto por uma fase continua
(matriz) e uma fase dispersa (componente de refor¢co ou modificador) separados
por uma interface, e suas caracteristicas podem integrar o desempenho
abrangente de cada componente. Materiais de reforco ou modificadores podem
ser usados na forma de fibras ou particulas e adicionados para varios fins, como
melhorar as propriedades mecanicas, aumentar a taxa de degradagéo, melhorar
a biocompatibilidade e a atividade biologica, ou mesmo controlar o perfil de
entrega de drogas ou fatores de crescimento (Cao; Wang, 2009).

Os principais fatores que afetam o desempenho dos materiais
compositos sdo as caracteristicas dos materiais constituintes, o teor, a
distribuicdo e orientacdo das fibras ou particulas na matriz e as interagfes da
interface (Pires; Bierhalz; Moraes, 2015). A formacéao de biomateriais compostos
pode ocorrer de diferentes maneiras, as principais associacfes sao 0s tipos
polimero-ceramica e metal-ceramica (Dee, 2002; Notes, 2020).

Nos biomateriais poliméricos utilizados para implantes 6sseos, a adicao
de particulas de vidro bioativo, hidroxiapatita e outros fosfatos de célcio visa
aumentar a biocompatibilidade e o modulo de elasticidade da matriz. Desta
forma, as propriedades mecanicas do material compdsito tornam-se mais
proximas das propriedades mecanicas do 0sso, 0 que ajuda a reduzir o
fendmeno de protecdo contra tensdes, stress-shielding (Jones, 2015).

Scaffolds usados para engenharia tecidual geralmente associam a
biodegradabilidade, propriedades mecanicas e facilidade de processamento de
certos polimeros (como PLLA, PLGA e PCL) com a osteocondutividade e
adsorcao de proteina de ceramicas de fosfato de calcio. A adicdo de maiores
quantidades de particulas de ceramica pode ainda aumentar o grau de
reticulacdo das cadeias poliméricas, auxiliando no controle da entrega de
agentes ativos (Scaffaro et al., 2017). Também em materiais de scaffolds, a
combinacdo de ceramicas de fosfato de calcio e proteinas (como gelatina e
colageno) resulta em compostos organicos e inorganicos com propriedades
fisicas, mecéanicas e bioldgicas semelhantes aos ossos humanos (Hench, 2015).

A quitosana pode ser combinada com cimento de fosfato de calcio para

melhorar a coes&o in vivo e o desempenho da injecdo. As vezes, polimeros



52

naturais sdo usados para fortalecer mecanicamente o cimento para formar uma
microestrutura compacta. Nestes materiais, as caracteristicas de degradacéo e
porosidade também podem ser alteradas pela adicdo de microesferas de
polimero que se degradam no corpo (como o PLGA) (Lopes et al., 2005).

A combinacéo de vidros bioativos e materiais poliméricos (como alcool
polivinilico (PVA), PMMA, quitosana e até mesmo colageno) pode minimizar os
problemas relacionados aos baixos valores das propriedades mecanicas e
limitada processabilidade dessas matrizes. Para aumentar a resisténcia a fratura
do célcio, por exemplo, matriz de fosfato, vidro bioativo e ceramica de vidro,
fibras e particulas de metal, como titdnio ou aco inoxidavel, podem ser usados
como materiais de refor¢o (Cao; Wang, 2009).

Em implantes metélicos ortopédicos e dentarios, o fosfato de calcio
(principalmente hidroxiapatita) tem sido usado como revestimento para obter um
microambiente condutor para a formacéo e crescimento 6sseo na superficie do
implante e para promover sua estabilidade (Ferreira et al.,, 2017). Diversas
técnicas de tratamento de superficie foram propostas e utilizadas
comercialmente, tais como pulverizacéo de plasma ou pulverizagao térmica, sol-
gel, deposicéo eletrolitica e métodos de revestimento biomimético, que incluem
a imersédo do implante a ser revestido e contendo plasma de vidro ativo biolégico
semelhante a solucdo para formar uma camada de hidroxiapatita na superficie
carbonatada (Guastaldi; Aparecida, 2010).

Embora a maioria das aplicac6es de compostos metélicos seja baseada
em propriedades mecéanicas, por exemplo, a prata tem mostrado seu potencial
efeito antibacteriano porque pode lutar com eficacia contra uma variedade de
bactérias, fungos, protozoarios e virus (Pires; Bierhalz; Moraes, 2015). Esse
metal é utilizado principalmente na forma de microparticulas e nanoparticulas
incorporadas em materiais poliméricos para prevenir infec¢des cutaneas (Costa
et al., 2015).

Em equipamentos como cateteres, a prata pode prevenir a colonizacao
bacteriana durante o uso (Pires; Bierhalz; Moraes, 2015). Em geral, os materiais
compaositos possuem grande potencial de aplicagdo como materiais biolégicos,
e estdo sendo continuamente pesquisados e desenvolvidos, pois podem ajustar
propriedades mecanicas e bioldégicas de acordo com diferentes situacbes

clinicas especificas.
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2.5 SCAFFOLDS

O o0sso é um tecido vascular muito importante para o desenvolvimento
completo e global do corpo, sendo uma reserva de minerais como calcio e
fésforo. Ele também tem a funcdo de suporte, protecdo de orgaos e funcdes
enddcrinas. Além das propriedades mecéanicas basicas usadas para desenvolver
suas fungdes, o tecido 6sseo também tem uma forte capacidade de regeneragéo.
Assim, de acordo com a pressao exercida durante o seu desenvolvimento, é
considerado um tecido dindmico em constante remodelacdo e regeneracéo
(Sanz, 2017).

Existe mais de 200 tipos de ossos humanos, cada um dos quais com sua
propria morfologia, podendo variar de 0ossos mais longos (como a tibia) a ossos
menores (como a falange). Também podem ser diversificados por meio de suas
irregularidades, assim como vértebras. Existem duas formas principais de tecido
0sseo, 0 denso (ou cortical) e o esponjoso (ou trabecular), e diferentes
capacidades de resisténcia (Mallorie; Shine, 2022; Wang et al., 2023).

A matriz extracelular éssea é composta basicamente por compostos
organicos nao mineralizados e compostos inorganicos mineralizados (Caires et
al., 2017). Sendo assim, o tecido 6sseo € dindmico e em constante remodelacao,
necessitando essencialmente, para que esse processo aconteca, um suporte
mecanico adequado e amplo suprimento vascular.

Por outro lado, o potencial de regeneracdo e recuperacdo do tecido
0sseo € superior aos outros tecidos, tendo em vista que o tecido restaura suas
caracteristicas originais, mantendo assim sua qualidade. A principal funcédo do
tecido Gsseo é apoiar, construir e proteger o corpo e outros Orgaos internos.
Sendo assim, é considerado um tecido conjuntivo rigido, haja vista sua
capacidade de conectar os tecidos entre si e apoiar a estrutura do corpo (Clarke;
Khosla, 2010; Ralston, 2021).

Sua rigidez esta relacionada as propriedades mecanicas do tecido
0sseo. Portanto, com o desenvolvimento gradativo e progressivo da medicina, é
cada vez mais necessario a busca por materiais que apresentem caracteristicas
satisfatorias, principalmente visando reduzir o risco de infeccdo e rejeicédo

associado ao ambiente de inser¢céo (Guastaldi; Aparecida, 2010).
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Os scaffolds, por sua vez, sdo geralmente formados por ceramica ou
pela combinacdo de polimeros e ceramicas, tais como fosfato de célcio,
hidroxiapatita e vidro bioativo (Jesus et al., 2020), sendo comumente
denominados como arcaboucos, ou seja, constituidos de estruturas
tridimensionais e porosas fornecendo perfil biologicamente compativel e
biomecanico, possibilitando a organizacao e evolugcédo das células no tempo em
gue a matriz extracelular é confeccionada e formada (Turnbull et al., 2018).

Podem ser cultivados in vivo ou in vitro, de acordo com a aplicacéo e a
forma de processamento. Sendo assim, quando implantados no corpo na forma
in vivo, é necessario que esses scaffolds tenham a porosidade e a capacidade
de entregar biomoléculas soluveis e insoltveis, orientando de forma funcional a
regeneracao de tecidos e érgaos defeituosos (Lanza; Langer; Vacanti, 2007).

Estudos da engenharia de tecido d&sseo destacam que o
desenvolvimento de scaffolds bioativos, visando a regeneracdo 0ssea, € um
tépico bem procurado, haja vista que o 0sso é o segundo tecido mais
transplantado no mundo (Chen; Mohn; Stark, 2011; Mirkhalaf et al., 2023).

Sendo assim, para a aplicacdo em regeneracdo 6ssea, deseja-se obter
scaffolds que observem as caracteristicas apresentadas, conforme descritas no
Quadro 2.

Pode-se verificar no Quadro 2 que uma das caracteristicas mais
importantes dos scaffolds é a porosidade, que visa equilibrar as suas
caracteristicas, a fim de garantir que o resultado seja o aceitavel e viavel.

O Quadro 3 dispde sobre os processos bioldgicos visando a variacéo
dos poros dos scaffolds.

Desta forma, além das vantagens de fornecer suporte mecanico, os
scaffolds costumam ter propriedades de conducdo Ossea, podendo ainda,
ocasionalmente, ter propriedades osteoindutivas ou osteogénicas (Matsunaka;
Frantz, 2021).

O Instituto de Pesquisa em Células-Tronco (IPCT) destaca a
necessidade da medicina em direcdo a regeneracdo de tecidos e 0Orgaos,
atualmente predominantemente realizada por meio de transplantes. No entanto,
essa abordagem depende da disponibilidade de doadores compativeis, 0 que
pode ser uma tarefa desafiadora. E fundamental notar que a distribuicdo

uniforme de células nos scaffolds € crucial para garantir uma formacao
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homogénea do tecido a ser regenerado. Os scaffolds, comumente utilizados na
engenharia tecidual, sdo biomateriais porosos que se integram a células de
tecidos vivos, sendo implantados em diversos tecidos do organismo para
substituir funcdes e estimular a regeneracéao tecidual. Olhando para o futuro da
engenharia tecidual 6sseos e cartilaginosos, destaca-se a importancia dos
scaffolds injetaveis (Zhao et al., 2022), uma abordagem que poderia revolucionar
0 reparo 6sseo e superar os desafios associados a dependéncia de doadores
compativeis.

Por outro lado, um dos desafios mais significativos na engenharia de
tecido O0sseo ainda é a fabricacdo de scaffolds com propriedades mecanicas,
estruturais e quimicas, com superficies topograficas e biolégicas que sejam
adequados para regenerar defeitos 6sseos corticais grandes e que possam

funcionar sob cargas relevantes.



Quadro 2 — Caracteristicas indispensaveis dos scaffolds

Caracteristicas
dos scaffolds

Recursos desejaveis

Biocompatibilidade

Capacidade de degradacao em produtos nao-toxicos.
Componentes nao inflamatoérios evitando rejeicdo imunolédgica do organismo.

Degradacao controlada do scaffolds que pode complementar o crescimento do tecido, mantendo
suporte suficiente.

Biodegradabilidade

Degradavel por processos enzimaticos e biologicos do hospedeiro.
Permitir que as células hospedeiras invasoras produzam sua prépria matriz extracelular.

Bioatividade

Materiais dos scaffolds devem interagir e se ligar ao tecido do hospedeiro.
Propriedades osteocondutoras e osteoindutivas.

Inclusdo de sinais biologicos e fatores de crescimento para estimular o crescimento, fixacdo e
diferenciacéo celular.

Arquitetura do
scaffolds

Poros interconectados permitindo difusdo e migracao celular.

Microporosidade para apresentar uma grande area de superficie para interacdes células x scaffolds.
Macroporosidade para permitir a migracao celular e vascularizacéo.

Tamanho de poro adaptado para abranger o tecido e células alvo.

Porosidade suficiente para ajudar o crescimento celular sem prejudicar as propriedades mecanicas.
Canais vasculares embutidos para melhorar a angiogénese in vivo.

Propriedades
mecanicas

Resisténcia a compressao, elasticidade e fadiga comparavel ao tecido do hospedeiro, permitindo que
a mecanorregulacédo celular ocorra e a integridade estrutural permaneca in vivo.

Facilitar o manuseio do scaffold no ambiente clinico para tratar defeitos 6sseos de pacientes.

Fonte: Adaptado de Matsunaka e Frantz (2021) e Turnbull et al. (2018).

56
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Quadro 3 - Processos biologicos visando a variagdo de poros dos scaffolds

Dimensao dos poros (um) Funcéo bioldgica
<1 Interacdo com a proteina,
responsavel pela bioatividade
1-20 Adeséo da célula e orientacao do
crescimento celular
100-1000 Crescimento celular e 6sseo
>100 Forma e funcionalizacdo do implante

Fonte: Adaptado de Matsunaka e Frantz (2021).

Portanto, para uma regeneracdo Ossea bem-sucedida, vasos
sanguineos maduros sd0 necessarios para promover a funcdo da estrutura

artificial essencialmente inativa (Gerhardt; Boccaccini, 2010).

2.6 BIOMATERIAIS PARA A REGENERACAO OSSEA

Entre os diversos materiais biologicos utilizados para reparar ou
reconstruir partes e/ou funcdes do corpo, pode-se encontrar certos tipos de
fosfato de célcio, metais, ceramicas, polimeros, plasticos, materiais compositos,
vidros e vitroceramicas. Cada um deles possui caracteristicas proprias, 0 que 0s
torna adequados para determinadas partes do corpo (Salinas; Vallet-Reqgi,
2007).

Durante décadas, os biomateriais tém sido usados para substituir a
perda 6ssea. O vidro bioativo, criado inicialmente pelo professor Hench nos anos
iniciais da década de 1970, representa um biomaterial composto por silicato,
incluindo SiO2, Na20, CaO e P20s (Chen et al., 2022). Quando implantado no
organismo, interage com os fluidos biolégicos circundantes, desencadeando
processos bioquimicos e interacdes que podem levar a mineralizacdo na
superficie do material e a formacg&o de uma camada de hidroxiapatita. A forgca de
ligacdo na interface do HA pode atingir de trés a quatro vezes a resisténcia do
tecido 6sseo, promovendo assim a integracao 0ssea (Fu et al., 2010). Devido a
variedade de defeitos ésseos originados por osteoporose, traumas e infec¢des

na pratica clinica, por vezes torna-se desafiador obter um preenchimento
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satisfatorio utilizando particulas e estruturas de suporte a base de vidro bioativo
(Zhao et al., 2022).

Além disso, um grande desafio é desenvolver biomateriais que possam
ser usados para regenerar tecidos 6sseos individuais, visando a recuperacéo de
doencas, como por exemplo “a osteoporose”, reduzindo o risco de fraturas
(Navarro et al., 2008; Oliveira et al., 2010).

O processo de formacdo é6ssea natural € afetado pelo processo de
cicatrizagdo biomecénica. Além do mais, 0os 0ssos séo tecidos funcionais que
fornecem suporte estrutural e protegem 6Orgdos vitais, armazenando minerais
gue ajudam o movimento multidirecional e suportam a carga do nosso corpo. As
fraturas, nas quais a continuidade do tecido 6sseo € destruida por trauma, ou
seja, impacto de alta intensidade e tensdo, sdo tratadas com o auxilio de
implantes ésseos (Gautam; Kumar; Kumar, 2022).

A cicatrizacdo 0ssea mostra a capacidade de se autorreparar; portanto,
muitos tipos de pequenas fraturas cicatrizam involuntariamente, sem deixar
cicatrizes. Quando os 0ssos no local da fratura se movem ligeiramente, ocorre a
chamada consolidagdo éssea (Gautam; Kumar; Kumar, 2022).

As funcBes Osseas sdo mantidas ao longo do ciclo de vida pela
reabsorcdo do 0sso, danificado e substituindo-o por um novo, sem que ocorra
alteracdo em sua massa, visando atender as necessidades basicas de
tratamento de defeitos O0sseos. Desta forma, na engenharia tecidual
compreendidas (estrutura, células semeadas e fatores de crescimento),
representados pela Figura 4, séo utilizadas para atender as necessidades
bésicas de tratamento de defeitos 6sseos.

O processo da regeneragdo 6ssea se traduz como um processo dificil,
profundo e complexo, definido e descrito como uma combina¢do de mecanismos
celulares, incluindo dois processos essenciais, quais sejam osteogénese e
neovascularizacdo. Sendo assim, para que ocorra uma regeneragcao 6ssea com
sucesso, € indispensavel uma angiogénese propicia com fornecimento

apropriado e pertinente de sangue no interior do scaffolds (Chen et al., 2020).
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Figura 4 - Fundamentos da Engenharia de Tecido Osseo

Células-tronco
(Mesenquimal,
Scaffold embrionaria e Fatores de
(Metalicos, nao progenitora) crescimento

metalicos e (BMP, VEGF,
compositos) PDGF)

Engenharia de
tecido osseo

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

Na angiogénese, o desenvolvimento de vasos sanguineos maduros €
essencial, pois permite a diferenciacdo adequada entre artérias e veias. Outra
forma de acelerar a osteogénese e a angiogénese é adicionando biomoléculas
ativas, como fatores de crescimento, a estrutura de suporte (Chen; Mohn; Stark,
2011).

A osteoporose é uma doencga Ossea progressiva, multifatorial e de
evolucdo silenciosa, caracterizada por perda Ossea e deterioracdo da
microarquitetura 6ssea, cujo desfecho clinico mais importante € a ocorréncia de
fraturas por baixo impacto e que afeta mais de 200 milh&es de pessoas em todo
o mundo (Berriche et al., 2017). Essas fraturas tém grande impacto na saude
publica, pois costuma estar associada a morbidade, mortalidade, perda de
funcao e elevados custos econémicos (Kanis, 2002).

A osteoporose é a causa subjacente da degeneragdo vertebral,
caracterizada pela reducéo na deposicao de calcio no osso vertebral e evidente
perda 6ssea. Essa condi¢cdo resulta na destruicdo da microestrutura 6ssea e na
diminuicdo do médulo de elasticidade, ou seja, a osteoporose esta afetando a
capacidade do osso vertebral de se deformar e recuperar sua forma original, o
que pode ser um indicativo da fragilidade 6ssea associada a essa condi¢do. A
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perda de modulo de elasticidade pode contribuir para a deterioragdo da
microestrutura éssea e aumentar o risco de fraturas (Zhao et al., 2022).

Por isso, é tida como “doenga silenciosa”, haja vista que cresce e
aumenta sem aparentar sintomas. Além do mais, as fraturas tendem a acontecer
mais repetidamente nos o0ssos da coluna, costela, punho e quadril, ndo se
descartando que aconteca em outros 0ssos do corpo (Cummings; Melton, 2002).

Para repor e reparar perdas 6sseas ocasionadas por uma seérie de
fatores, dentre eles a osteoporose, cirurgides usavam auto enxertos, ou seja,
material retirado do proprio individuo e, por isto, considerado ideal. Todavia
apresentam e oferecem certas desvantagens e limitacdes como, por exemplo, a
ocorréncia de enfermidades no sitio doador, bem como reduzida parte do
material sujeito a doacdo, muitas vezes considerado escasso (Oliveira et al.,
2010).

O substituto 6sseo mais duradouro no que tange a regeneracao 0ssea é
o chamado autotransplante, que consiste na substituicdo e remocdo de um
tecido do préprio individuo e ser transferido para a area afetada. Este tipo de
autotransplante tende a facilitar a ndo propagacao de doencas infeciosas, bem
como evita reacdes imunoldgicas (Clarke; Khosla, 2010; Ralston, 2021).

Na atualidade, existem varios biomateriais a disposicdo que podem ser
usados em substituicdo aos tecidos 6ésseos. Nao obstante, a engenharia tecidual
e a medicina regenerativa tem por objetivo estabelecer a cura e regeneracao dos
tecidos de forma mais rapida e menos agressiva do que as usadas
tradicionalmente. Desta forma, se faz necessario buscar materiais mais
parecidos e capazes de criar e produzir hidroxiapatita sintética, idéntica ao
integrante mineral do 0sso, a fim de possibilitar uma regeneracao 6ssea eficiente
e adequada, visando a diminuicdo dos riscos de rejeicdo e processos
inflamatorios (Fihri et al., 2017).

2.6.1 Medicamentos para a regeneracao 0ssea utilizados no tratamento da

osteoporose

Foi a partir da década de 60 que os bifosfonatos (BPs) foram usados
para tratar varias doencas 0sseas metabodlicas. No entanto, o uso propagado e
difundido de bifosfonatos no tratamento da osteoporose comecou em 1993,
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quando a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) utilizou a tecnologia de medi¢ao
da densidade 6ssea por absorciometria de raios X de dupla energia (DEXA), no
intuito de se estabelecer e definir o diagnostico de osteoporose (Caires et al.,
2017; Luz et al., 2017).

Os bisfosfonatos também podem ter um efeito positivo na prevencgao
primaria da osteoporose pés-menopausa (Almeida et al., 2020; Busuioc et al.,
2016).

Os bisfosfonatos séo considerados terapia de primeira linha para a
prevencdo de fraturas osteoporaticas (Izquierdo; Oliveira; Weber, 2011). Esses
medicamentos sao estruturas semelhantes sintéticos de pirofosfatos
inorganicos, obtidos pela substituicdo do atomo de oxigénio por carbono (PCP),
0 que os torna resistentes a biodegradacéo, e pela adicdo de duas cadeias
externas (R1 e R2), responsaveis pela geracdo e poténcia 6ssea (Fernandes;
Leite; Lancas, 2005; Caires et al., 2017). As cadeias R1 e R2 dos bifosfonatos
sdo grupos laterais que determinam as caracteristicas especificas de cada
bifosfonato, como poténcia antirreabsortiva, espessura dos cristais 0sseos e
mecanismo de acgéo farmacoldgica (Oliveira et al., 2021).

Essa estrutura quimica tem a propriedade de formar compostos com
cations bivalentes e apresenta grande afinidade por cristais de hidroxiapatita
na superficie Ossea, principalmente em locais de remodelagdo ativa. No
ambiente &cido da reabsorcdo, os bisfosfonatos séo liberados do osso e
captados pelos osteoclastos, causando os efeitos da farnesil pirofosfato
sintase, que é importante para a integridade de seu citoesqueleto e funcéo
celular. Isso resulta em perda de reabsorcdo de osteoclastos e apoptose
potencial (Caires et al., 2017).

Os BPs podem ser indicados a todos 0s pacientes com osteoporose em
algum momento de sua doenca. Em todos os demais pacientes, os BPs orais
serdo a droga de escolha, se ndo houver problemas que contraindiquem essa
via, principalmente se a idade for inferior a 75 anos (Yu; Zhan, 2020).

Se for aconselhavel evitar a via oral ou o paciente for mais velho, é
preferivel iniciar o tratamento com um agente antirreabsortivo injetavel, caso em
que também pode ser usado o acido zoledrbnico, com eficacia antifratura

semelhante a sua alternativa, denosumabe (Macias; Martinez, 2022).
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Dentre os medicamentos bisfosfonatos, destaca-se o alendronato de
sodio, o risedronato de soédio e o acido zoledrbnico, tendo em vista sua
importancia e eficacia como medicamentos indicados para o uso na regeneracao
0ssea, principalmente o tratamento da osteoporose. Assim sendo, de forma
bastante sucinta, descreve-se a seguir algumas particularidades desses
medicamentos.

O alendronato de sodio e o risedronato de sédio sdo medicamentos
usados para prevenir fraturas em pacientes portadores de osteoporose. Ambos
pertencem a classe dos bifosfonatos, que sdo drogas que ajudam a fortalecer os
0ssos e reduzir a perda Ossea. Estudos populacionais foram realizados,
confirmando o apoio e a eficacia do uso desses bifosfonatos (Cummings et al.,
2020; Li; Zhu; Liang, 2013; Ochiuz et al., 2016; Vaculikova et al., 2014). Um
estudo clinico mostrou que o uso de alendronato de sédio aumentou a densidade
mineral 6ssea (DMO) em relacdo ao risedronato de sddio em todos 0S 0Ss0S
avaliados apos 24 meses. No entanto, outro estudo ndo encontrou diferencas
estatisticamente significativas entre o uso de alendronato de sddio e risedronato
de sbédio na prevencdo primaria de fraturas em pacientes com osteoporose
(Macias; Martinez, 2022).

Um estudo em ratas com osteoporose causada por dexametasona
mostrou que tanto o alendronato de sddio quanto o risedronato de sédio podem
ajudar na reparacéao de fraturas tibiais (Reid et al., 2008).

Os bifosfonatos sao analogos do pirofosfato, com forte afinidade pelos
0sso0s. O risedronato de sodio € um bifosfonato de piridinil, que induz remisséo
em pacientes com doenca de Paget (crescimento 6sseo anormal, 0SS0s
grandes, espessos e quebradicos). Ele é usado em condi¢cdes 6sseas como a
doenca Ossea de Paget e osteoporose, inibindo a reabsorcdo dssea. O
mecanismo exato de sua acao anti-reabsor¢édo envolve a incorporacdo na matriz
Ossea e absorc¢do pelos osteoclastos durante a reabsorcao (Walash et al., 2008).

O uso geralmente recomendado para o tratamento da osteoporose € um
comprimido de alendronato de sodio de 70 mg semanalmente; para o risedronato
de sédio, 0 uso € um comprimido de 150 mg ao més.

O &cido zoledrbnico se caracteriza por ser um bisfosfonato com maior
poténcia anti-reabsortiva para o tratamento da osteoporose, sendo aprovado o

seu uso em 2007. De la para ca, tem sido um medicamento bastante usado para
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a regeneracgdo 0ssea. O &cido zoledrénico € administrado por via intravenosa e
a dose e a frequéncia com que € recebido sdo determinados pelo médico. Em
pacientes com cancer que foram disseminados para os ferimentos, o acido
zoledronico é utilizado para prevenir complicacfes de metastase 6ssea, como
dor dssea, fraturas de térax e outras complicac6es (Radominski et al., 2017).

Assim, opcOes de tratamento farmacolégico (uso dos BFsS) e nao
farmacoldgico foram amplamente desenvolvidas nas ultimas duas décadas, a
fim de aumentar a densidade mineral 6ssea (DMO), bem como para reduzir o
risco de fraturas em pacientes com osteoporose, sendo que o tratamento nao
farmacoldgico geralmente € baseado em exercicios fisicos e reabilitacéo,
planejada especificamente para pacientes com osteoporose que podem
preservar ou melhorar a DMO (Wang et al., 2022).

Por outro lado, desponta como metodologia de tratamento de 0sso
fraturado pela osteoporose, a técnica de injetar diretamente no osso scaffolds
com medicamento, por meio de um procedimento cirargico especifico. Primeiro,
€ necessario criar uma abertura no 0sso para permitir a inje¢cdo do medicamento.
Em seguida, o medicamento € injetado sem interrup¢éo usando uma seringa ou
outro dispositivo de injecdo. O uso de scaffolds pode ajudar a direcionar o
medicamento para o local desejado e melhorar a eficacia do tratamento. No
entanto, é importante lembrar que esse procedimento é invasivo, porém menos
do que uma cirurgia convencional; a escolha da técnica mais adequada
dependera das caracteristicas do paciente e do tipo de tratamento necessario
(Hejbgl et al., 2017).

2.7 ENTREGA DE MEDICAMENTOS - DRUG DELIVERY

Os medicamentos sdo frequentemente utilizados na prevencao cura ou
alivio de doencgas, servindo também como agentes auxiliares para corrigir ou
reparar as consequéncias de seu uso (ROSA et al., 2023).

Sendo assim, o0s analgésicos, antibidticos, anti-inflamatorios,
guimioterapicos e relaxantes musculares fazem parte de uma grande variedade
de medicamentos, visando suas mais diversas finalidades e usos (Diaz-

Rodriguez; Sanchez; Landim, 2018).
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Portanto, é importante e necesséario destacar a observacdo de trés
parametros essencialmente indispensaveis, ou seja: a dose a ser administrada,
o tempo entre as doses e o tempo total de uso, pois qualguer modificacao ou
variagdo em um desses ou nos trés parametros, pode trazer graves danos ao
paciente. Sendo assim, ndo importa o sistema de aplicacdo, necessario se faz
gue o medicamento ingresse no sangue antes de atingir o tecido ou 6rgao alvo
(Arcos; Greenspan; Vallet-Regi, 2003).

Além do mais, a aplicacdo do sistema de medicamentos é estendida a
diversas éareas, tais como biomédica e farmacéutica, usados na administracdo
de farmacos, vacinas, reposicdo hormonal suplementacdo nutricional,
contracepcéo, dentre outros. Por outro lado, ainda existem estudos visando a
aplicacdo em outras areas (Gomes et al., 2018). A Figura 5 apresenta um gréafico
esquematico da concentracdo do medicamento versus tempo, para as formas

mais comuns de administracdo do medicamento.

Figura 5 - Grafico esquematico da concentracdo do medicamento versus tempo

para as formas mais comuns de administragdo do medicamento
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Fonte: Adaptado de Teixeira, De Moraes e De Oliveira (2022).

A entrega controlada de medicamentos é uma ferramenta importante
para 0 aprimoramento das terapias atuais, sendo um campo que estd em

constante evolucéo, por isso é objeto de pesquisas na area de biomedicina.
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Assim, um sistema de entrega de drogas (DDS) é uma formulagédo ou
dispositivo que permite que uma substancia terapéutica alcance o local do tecido
alvo de maneira controlada, mantendo a concentracdo dentro da janela de
tratamento.

Por outro lado, uma questdo importante € a entrega ideal de moléculas
terapéuticas ao local de acédo de uma forma farmaceuticamente aceitavel. Neste
sentido, o sistema ideal de transporte ou veiculo deve ser seguro, eficaz e
fornecer tratamento de maneira direcionada e duradoura, sem comprometer a

integridade fisiol6gica (Gupta; Majumdar; Krishnamurthy, 2021).

2.7.1 Entrega controlada de farmacos

O desenvolvimento de dispositivos para entrega de drogas controlada,
inclui a combinacdo de um material com uma droga terapéutica especifica, para
permitir que seja adequadamente liberado no corpo ou no local de tratamento
(Lopes et al., 2005).

As drogas/medicamentos de entrega controlada sdo projetadas para
liberar ingredientes ativos no corpo por um longo tempo de maneira previsivel.
Os principais mecanismos para controlar a entrega do farmaco incluem
complexacdo, incorporagdo de matriz e sistemas de armazenamento e
revestimento. Portanto, os sistemas de armazenamento de revestimento s&o
mais comumente usados para formas farmacéuticas (Heng, 2018).

A tecnologia de entrega controlada de medicamentos representa uma
das fronteiras da ciéncia, envolvendo diferentes campos multidisciplinares, e
pode promover 0 avanco da salde humana. Lida com a entrega de principios
ativos independentemente de fatores externos e cinética perfeita (Vallet-Regi;
Balas; Arcos, 2007; Vallet-Regi, 2010). Em comparacdo com 0s sistemas de
entrega de medicamentos tradicionais, 0s sistemas de entrega geralmente
descritos como drug delivery systems tém muitas vantagens. A literatura fornece
muitas evidéncias nos seguintes aspectos (Heng, 2018; Luraghi; Peri; Moroni,
2021; Paul; Sharma, 2003):

o maior efeito terapéutico, com entrega gradual e controlada do farmaco;

o reduzir significativamente a toxicidade e estender o tempo de circulacao;
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o a diferente natureza e composicao do portador, ao contrario do que se
esperava, néo traz as vantagens da instabilidade e do mecanismo de
decomposicdo do farmaco (inativagdo biol6gica prematura);

o a administracao € segura (sem reacao inflamatéria local) e conveniente
(menor dose);

o para alvos especificos, ndo ha imobilizacdo 6bvia de substancias
biologicamente ativas;

o ambas as substancias hidrofilicas e lipofilicas podem ser adicionadas.

A formulagdo e disponibilidade de novos materiais precisam ser
avancadas para alcancar o maior sucesso comercial de produtos de entrega
controlada. Os sistemas de entrega de drogas implantaveis podem fornecer
tratamento a longo prazo, especialmente para o0 gerenciamento de doencas
cronicas ou terapia hormonal. Apesar da busca constante por inovacao e
aprimoramento, existem muitos sistemas de entrega controlada disponiveis hoje,
gue podem ser usados para fornecer a maioria dos medicamentos essenciais
gue requerem essa funcéo (Heng, 2018).

Uma forma de transportar e entregar medicamentos € por meio de
hidrogéis. As atrativas propriedades fisicas dos hidrogéis, especialmente sua
porosidade, tém grandes vantagens em aplicacdes de entrega de drogas. Nesse
sentido, constitui um portador de medicamentos promissor, moderno e
inteligente, que visa atender requisitos especificos, direcionando e controlando
a entrega de medicamentos (Narayanaswamy; Torchilin, 2019). Deste modo, 0
hidrogel melhora significativamente o efeito terapéutico da entrega de
medicamentos e tem sido amplamente utilizado na pratica clinica (Hoare;
Kohane, 2008).

Os Sistemas de Entrega Controlada (SLC) de farmacos visam direcionar
o medicamento ao local especifico no organismo, garantindo uma entrega
gradual e mantendo sua concentragdo numa faixa terapéutica desejada no
plasma. Em contraste com os métodos tradicionais de administracdo de
farmacos, que podem ser limitados em eficacia e propensos a concentracdes
toxicas elevadas, os SLC oferecem a vantagem de proporcionar um tratamento

mais consistente, reduzindo a necessidade de doses frequentes para manter a
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eficacia terapéutica. Isso contribui para otimizar o tratamento, promovendo maior
seguranca e eficacia ao longo do tempo (Pereira; Oliveira; Denadai, 2022).

A entrega de farmacos em scaffolds € um processo essencial em
aplicac6es biomédicas, onde o scaffold atua como uma matriz que gradualmente
libera medicamentos para o ambiente circundante. Esse fendmeno é crucial em
contextos como engenharia tecidual, regeneracdo 0ssea, terapia de feridas e
outras aplicac6es médicas.

A entrega de farmacos em scaffolds € uma estratégia poderosa para
fornecer terapia localizada, minimizar efeitos adversos sistémicos e promover
uma regeneracao especifica do tecido (Dorati et al., 2017). Essa abordagem tem
amplas aplicacbes em medicina regenerativa, odontologia, ortopedia, entre
outros campos da saude. O processo de entrega de farmacos em scaffolds
envolve varios aspectos, destacando-se:

- A incorporacdo do farmaco: o farmaco € incorporado no scaffold
durante sua fabricacdo ou apds a formacéao da estrutura. Isso pode ser feito por
impregnacao, revestimento ou outras técnicas (Fernandes; Correia, 2015);

- O controle de dosagem: a quantidade de farmaco liberada ao longo do
tempo é critica para assegurar a eficacia terapéutica sem causar efeitos
colaterais indesejados;

- A cinética de entrega: a entrega do farmaco pode seguir diferentes
perfis cinéticos, como entrega controlada, entrega lenta ou entrega pulsatil. Isso

€ projetado para otimizar a eficacia do tratamento (Bizerra; Silva, 2016).

A equacdo do modelo de ordem zero € linear;, em se tratando de
medicamentos, a cinética descreve uma entrega na qual a taxa nao é afetada
pela concentracdo do medicamento utilizado (Lopes et al., 2005). Portanto, essa
particularidade do modelo de ordem zero é fundamental para a compreensao da
cinética de entrega de alguns medicamentos. Ao contrario de outros modelos,
nos quais a taxa de entrega €& proporcional a concentracdo restante do
medicamento, no modelo de ordem zero, a taxa de entrega € constante ao longo
do tempo. A equacgdo a seguir representa o modelo matematico associado a essa
cinética:

fi=Ky-t (Equacéo 1)
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onde ft é a quantidade de medicamento liberada em um tempo t e Ko representa

a constante de entrega do modelo de ordem zero (Lopes et al., 2005).

A cinética de pseudo-primeira ordem é valiosa quando se trata de
dissolucéo de sélidos em liquidos, pela facilidade da andlise e interpretacao dos
dados experimentais. Nesse modelo, a taxa de dissolucdo € proporcional a
guantidade de solido ndo dissolvido, resultando em uma entrega que aumenta
exponencialmente com o tempo. A forma do modelo de pseudo-primeira ordem

pode ser expressa como:

x=X-(1-ek) (Equacéo 2)

onde x € a quantidade de medicamento liberado, X é a quantidade de
medicamento no equilibrio e k é a constante de taxa de adsor¢cdo de pseudo-
primeira ordem (Yuh, 2004).

Da mesma forma, a cinética de pseudo-segunda ordem descreve uma
entrega um pouco mais complexa, na qual a taxa de dissolucéo é influenciada
pela concentracdo do solido ndo dissolvido. Esse modelo pode ser util em
situacdes em que a dissolucédo é limitada pela difusdo do medicamento para a
superficie do scaffold. Embora mais complexa, a cinética de pseudo-segunda
ordem pode fornecer informacdes importantes sobre 0s mecanismos
subjacentes a dissolucdo dos farmacos. A expressdo para a dissolucdo de
pseudo-segunda ordem pode ser demonstrada por:

_ cEKyt
1+K2'Ce't

(Equacéo 3)

Ct
onde ct é a constante para dissolucdo de pseudo-segunda ordem, Kz é a
constante do modelo e ce € a concentracao de medicamento no equilibrio (Zheng
et al., 2019).

Os modelos de cinética de entrega de medicamentos séo ferramentas

interessantes para a compreensdo do comportamento de sistemas de entrega,
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desde formulagbes simples até dispositivos avancados de entrega controlada.
Os modelos de regresséo nao linear como Higuchi (Higuchi, 1963) e Korsmeyer-
Peppas (Wu et al., 2019) sdo os dois modelos matematicos mais aplicados para
interpretar perfis de entrega nao linear. Higuchi foi o primeiro a propor um modelo
matematico empregado para descrever a entrega de medicamentos; esse

modelo é expresso pela equacéo 4:

ft = Ky -tz (Equagéo 4)
onde fi € a quantidade de medicamento liberado em um tempo t e Ky é a
constante do modelo de Higuchi (Higuchi, 1963).

ApoOs a descoberta de Higuchi, Korsmeyer et al. (1983) propuseram um
modelo que foi utilizado de forma eficiente para analisar a cinética de entrega de
medicamentos e lipossomos (Haghiralsadat et al., 2018; Peppas; Narasimhan,

2014). O modelo ficou conhecido como Korsmeyer-Peppas e € descrito por:

;:’—t =K-t" (Equacéo 5)

onde M¢/M. representa a relagdo massica do farmaco liberado, K é a constante
do modelo e n € 0 expoente de entrega.

Peppas-Sahlin (Peppas; Narasimhan, 2014) também propuseram um
método para a curva de entrega de farmacos baseado em uma equacédo
exponencial, que é descrita da seguinte forma:

M

==Ky t" + K, t2™ (Equacéo 6)
0

onde M¢/Mo € a fracdo de medicamento liberado, Kd e Kr sdo constantes do
modelo e m é o coeficiente do sistema. O primeiro termo, K, .t™ diz respeito a
difusdo de Fick (Colpo et al., 2018). Em geral, modelos de entrega de farmacos
possuem o0 termo n, que € a0 mesmo tempo uma constante dos modelos que o
utilizam, mas também uma caracteristica de difusado Fickiana, que depende da

geometria do material.
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2.7.2 Bioceramica e nanoceramica para entrega de drogas

A insercdo de bioceramicas nas deformidades ésseas proporciona uma
resposta estrutural e funcional para os 0ssos do paciente; portanto, as ceramicas
bioativas possuem muitas caracteristicas e podem ser integradas em materiais
ideais, visando enxertos 0sseos e scaffolds. Além disso, os defeitos podem ser
causados por fraturas osteoporoticas, remoc¢ao de tumor, ou qualquer outra
doenca que cause danos 0sseos. Sendo assim, a aplicacdo de ceramicas
biocompativeis, como sistemas de entrega de farmacos, € uma excelente
alternativa, pois oferecem possibilidade de superacdo e tratamento dos
problemas causados por lesdes (Pires; Bierhalz; Moraes, 2015).

A bioceramica, notavel por sua alta biocompatibilidade, tem sido eficaz
no tratamento de defeitos 0sseos e tecidos moles. O uso de fosfatos de calcio e
vidros bioativos destaca-se pelos efeitos bioldgicos positivos pos-implantacao,
tornando-os opg¢Oes promissoras para administracdo de medicamentos. A
inclusdo de farmacos em bioceramicas trata ndo apenas defeitos 6sseos, mas
também a doenca responsavel pela lesdo tecidual. Estudos concentram-se em
terapias como regeneracdo 0ssea em defeitos criticos, tratamento de infeccbes
Osseas, consolidacdo de fraturas osteoporéticas e tratamento de tumores
0sseos, abordando diversas causas para defeitos 6sseos (Arcos; Vallet-Reqgi,
2013).

No campo dos implantes, devido a circulacdo sanguinea instavel nesta
area, o uso de bioceramicas para reparar ou repor defeitos 6sseos requer
sempre 0 uso preventivo de antibiéticos e anti-inflamatérios (Busuioc et al.,
2016). Além disso, outros tipos de drogas - como fatores de crescimento, drogas
anticancer, analgésicos, peptideos e outras proteinas - também podem ser
associados as bioceramicas. Sao utilizados para acelerar a regeneracdo 6ssea
ou auxiliar no combate a patologias pré-existentes (Kawachi et al., 2000; Hench,
1991).

O meétodo mais comum de incorporacdo de farmacos na matriz
mesoporosa das bioceramicas € o método de imersao, no qual a matriz ceramica
em po ou compacta € imersa em uma solucdo de farmaco de concentracdo

conhecida. Nessa fase, varios fatores precisam ser avaliados, como o pH da
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solucéo, a temperatura, a natureza do solvente, a solubilidade e a polaridade do
farmaco. O teste de entrega da substancia da matriz porosa é realizado em
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) (Vallet-Regi, 2010) ou fluido
corporal simulado (SBF) (Liu et al., 2019; Wetzel; Brauer, 2019). Usa a técnica
espectroscopica mais adequada, geralmente espectrometria na regido do UV-
Vis, para determinar a concentracdo do farmaco liberada em funcéo do tempo
(Arcos; Greenspan; Vallet-Regi, 2003).

Sistemas de entrega de drogas usando fosfato de célcio tém sido
estudados em doencgas 6sseas. Vale ressaltar que cada sistema possui algumas
peculiaridades, que dependem das propriedades fisicas e quimicas dos
materiais bioldgicos e das intera¢cdes (Diaz-Rodriguez; Sanchez; Landin, 2018;
Zhou; Huang; Chen, 2020). Os métodos mais conhecidos de carregamento de
drogas por meio de bioceramicas de fosfato de célcio s&o: alto véacuo,
impregnacdao e formacéao de gel (Heng, 2018; Luraghi; Peri; Moroni, 2021; Paul;
Sharma, 2003). A impregnacdo ocorre pela interacao fisica ou quimica entre o
material e o farmaco. O medicamento é imerso na solucao e o material biolégico
€ adicionado (Carvalho et al., 2015). No alto vacuo, coloca-se drogas e materiais
bioldgicos na solucéo e aplica-se alto vacuo até que o solvente seja removido
(Yin et al., 2009). Na formacédo do gel, o medicamento é adicionado antes de o
gel ser formado, que é processado a uma temperatura abaixo da degradacao do
medicamento (Vallet-Regi; Balas; Arcos, 2007).

A fim de prevenir ou restaurar alguma perda 0ssea em pacientes, a
pesquisa sobre terapia de sistema de administracdo de drogas tem sido
continuamente fortalecida nos ultimos anos. O sistema deve conter uma
qguantidade suficiente de substancias ativas e ter um efeito de entrega lenta, de

forma a atingir o efeito desejado no tratamento (Neamtu et al., 2017).

2.7.3 Porosidade das bioceramicas para entrega de drogas

A engenharia tecidual éssea requer uma arquitetura adequada para a
estrutura porosa. A presenca de porosidade em dimensdes apropriadas,
juntamente com interconexdes eficientes entre esses poros, cria um ambiente
propicio para facilitar a infiltracdo celular, migracédo, vascularizagao, fluxo de

nutrientes e oxigénio, além de permitir a remoc¢édo de materiais residuais, ao
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mesmo tempo em que é capaz de suportar tensdes de carga externas
(Limmahakhun et al., 2017). A distribuicdo dos poros e a geometria da estrutura
influenciam fortemente a capacidade das células de penetrar, proliferar e
diferenciar, bem como a taxa de degradacéo da estrutura (Abbasi et al., 2020).

Os Materiais Mesoporosos de Silica aplicados na administracdo de
medicamentos, sdo estruturas porosas organizadas feitas de SiO2, conhecidas
por terem muitos poros, distribuicdo de tamanho de poros estreita e grande area
superficial. A sintese desses materiais ocorre pela automontagem de compdésitos
silica-surfactante, nos quais as espécies inorganicas (precursores de silica) se
condensam simultaneamente, resultando na formacao de compasitos ordenados
em escala mesoscopica (Arcos; Vallet-Regi, 2013).

Nas ultimas décadas, as bioceramicas de fosfato de célcio e o vidro a
base de silica tém sido utilizadas como solu¢Bes de sucesso para o tratamento
de defeitos d6sseos e por isso sdo consideradas as mais promissoras e
interessantes dos ultimos 40 anos, tendo em vista os efeitos bioldgicos positivos
depois de implantadas. Ambos podem ser preparados por diferentes rotas
sintéticas, como método de alta temperatura, método de precipitacdo controlada
e método sol-gel. A forma final do material pode ser em po, granulos, pecas
densas, revestimentos e scaffolds porosos, proporcionando assim um amplo
leque de opcbes para cada caso clinico especifico (Teixeira; De Moraes; De
Oliveira, 2022).

A porosidade de vitroceramicos, depende do mecanismo de cristalizacdo
e das condi¢des de tratamento térmico, dentre outros aspectos, assume papel
importante para a inoculagdo do medicamento. Neste sistema vitroceramico a
cristalizacao é do tipo superficial, isto €, os cristais crescem em forma de colunas
a partir da superficie em direcédo ao centro, circundados pela fase vitrea residual
e que pode ser dissolvida por meio de uma lavagem com acido fluoridrico, uma
estrutura altamente porosa pode ser produzida, conforme observado por
Montedo et al. (2021).

A Figura 6 mostra a microestrutura do vitroceramico do sistema LZSA
apos tratamento térmico a 900 °C por 30 min, destacando a morfologia colunar

formada na cristalizagéo.
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Figura 6 - Microestrutura do vitroceramico do sistema LZSA ap0és tratamento

térmico a 900 °C por 30 min

Fonte: Montedo et al. (2021).

Conforme mostrado na Figura 6, a porosidade é formada no entorno dos
cristais colunares oriundos da cristalizacdo vitrea, em contrapartida, a
cristalizacao da zirconia impede essas microestruturas porosas de aparecerem
fazendo uma espécie de bloqueio que obstrui os poros. Sabendo que a
cristalizacdo da zirconia é prejudicial para a formacéo dos scaffolds e que ela
comeca a partir de 750 °C, a escolha das temperaturas de cristalizacdo manteve-
se abaixo dessa linha de base.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Frita vitroceramica

O vitroceramico do sistema LZSA (Li2O-ZrO2-SiO2-Al203) utilizado nesse
trabalho foi desenvolvido por Montedo (2005). Na obtencdo desse material, 0
processo empregado envolveu basicamente a fuséo do vidro e, posteriormente,
seu resfriamento em 4gua para a obtencdo de uma frita. A frita precursora de
composicdo molar aproximada 14,6Li20-8,6ZrO2:67,3Si02-9,5A1203  foi
preparada a partir de quantidades apropriadas de carbonato de litio (Li2COs3),
silicato de zircénio (ZrSiOa4), quartzo (SiO2) e espoduménio (LiAl(Si20s)) como
matérias-primas. A composi¢cdo quimica final da frita do sistema LZSA foi
determinada por Fluorescéncia de raios X (Philips, PW 2400, Philips, Holanda)
e espectroscopia de absorcdo atdbmica (Unican, 969, Reino Unido), conforme

pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao quimica da frita do sistema LZSA.

SiO2 Al203z  ZrOz2  Li20 Fe203 MgO CaOoO

Massa% 59,7 14,2 15,6 6,5 0,1 0,2 0,3
mol% 67,3 9,5 8,6 14,6

Na20 K20 BaO  P20s Zn0O TiO2 P.F.

Massa% 0,8 0,2 0,5 0,3 1,1 0,2 0,2

P.F.: Perda ao Fogo. Fonte: Autora, 2024.

3.1.2 Reagentes para tratamento quimico

O acido fluoridrico (Sigma-Aldrich, 48%) e o acido cloridrico (Hexis, 37%)
foram empregados para o tratamento quimico do vitroceramico. Ambos foram
diluidos em agua destilada para atingirem concentracao de 6% em volume. Para
lavagem do material apdés a imersdao em acido, foram empregados agua

destilada, hidréxido de aménio (Synth, 24% de pureza, 6% em volume) e uma
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solucdo supersaturada de carbonato de calcio; o CaCOs em po6 (Synth, 99%) foi
misturado com agua destilada até se obter uma solucdo superconcentrada,

filtrado e agitado para homogeneizacao da solucéo.

3.1.3 Fluido corporal simulado (SBF)

O SBF (Fluido Corporal Simulado) € uma solucdo com concentracao
ibnica semelhante ao do plasma sanguineo, que deve ser mantida sob as
mesmas condicdes fisiolégicas do corpo humano (pH de 7,4 e temperatura de
36,5 °C). A solucéo de SBF foi preparada conforme a norma ISO/FDIS 23317
(2007). A solucédo é preparada misturando-se concentracfes apropriadas de
alguns reagentes que, misturados, formam esse fluido semelhante ao
encontrado no corpo humano. Usou-se 8,035 g de Cloreto de Sddio (NacCl)
(Exodo, 99,5%), 0,355 g de Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) (Dinamica, 99,5%),
0,225 g de Cloreto de Potassio (KCI) (Vetec, 99,5%), 0,231 g de Fosfato
Dipotassico Trihidratado (K2HPO4.3 H20) (Vetec, 99,0%), 0,311 g de Cloreto de
Magnésio Hexahidratado (MgClz. 6 H20) (Synth, 98%), 0,292 g de Cloreto de
Célcio (CaCl2) (Vetec, 95%), 0,072 g de Sulfato de Soédio (Na2SOa4) (Synth,
99,0%), 39 g de uma solucéo de Acido Cloridrico (HCI) (Synth, 99 %) 1 M e, por
fim, 118 g de solucdo TRIS (marca Neon, pureza 99,0%, que sera descrita a
seguir. O preparo da solucao é relativamente complexo, todos os reagentes
devem ser adicionados seguindo a ordem descrita, a uma temperatura
aproximada de 36,5 + 1,5 °C; seguindo todos 0s passos, ao fim a solugéo precisa

ter um pH de aproximadamente 7,4.

3.1.4 Solucao tampéo Tris-HCI

Tris (tris(hidroximetillaminometano) e HCI (acido cloridrico) é uma
solucdo utilizada em laboratérios para manter o pH de uma solugédo em um valor
especifico, resistindo a mudancas significativas de pH quando adicionados
acidos ou bases. Neste caso, a solucdo de TRIS-HCI foi utilizada para manter o
pH da solugéo constante enquanto ocorre a dissolugéo dos ions de Al, Si, Li e
Zn do vitroceramico. Essa solucao foi preparada de acordo com a ISO 10993-1
(2018). Primeiramente, em um baldo volumétrico, foi dissolvido 13,25 g de
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tris(hidroximetil)laminometano em 500 mL de agua deionizada; apds, foi ajustado
o pH utilizando-se acido cloridrico 1 M até atingir pH de 7,4, mantendo-se sempre
a temperatura em torno de 37 °C. Por fim, foi completado com agua deionizada
até 1000 mL.

3.1.5 Linhagem celular

A escolha da linhagem celular adequada é fundamental para o sucesso
dos experimentos e para a obtencdo de resultados confiaveis. Nesse trabalho,
foi utilizado fibroblasto (NIH3T3) murino.

3.1.6 Medicamentos

Foram utilizados, para a realizacdo desse trabalho, os medicamentos:
alendronato de sodio (CsH12NaNO7P2-3H20, Delta), acido zoledronico
(CsH10N207P2-H20, Merck) e o risedronato de sodio (C7H11NO7P2, Althaia).

3.2 OBTENCAO DE SCAFFOLDS

A primeira parte desse trabalho objetivou empregar um vitroceramico do
sistema LZSA como scaffolds, por meio de tratamento térmico e quimico
adequado para a formacao dessa estrutura porosa. Tal estudo foi realizado no
Laboratério de Ceramica Técnica (CerTec), localizado no Parque Cientifico e

Tecnoldgico - I.parque, da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC.

3.2.1 Andalise térmica

A frita  precursora de composicdo molar  aproximada
14,6Li20-8,6Zr02-67,3Si02-9,5A1203 foi submetida ao ensaio de andlise térmica
diferencial, para se determinar a temperatura de tratamento térmico. A
porosidade do material vitreo também precisa ser adequada, ja que o farmaco
foi introduzido nestes poros. Todavia, a porosidade depende das condi¢des de
tratamento térmico para a cristalizagcdo, que podem ser obtidas a partir da analise

térmica diferencial. Para isso, o comportamento térmico da frita (vidro) foi
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avaliado usando-se andlise térmica diferencial (DTA) em um equipamento de
analise simultanea (ATD/TG, Setaram Setsys Evolution, alumina como material
de referéncia e cadinho de platina, ar sintético como gas de arraste com vazao

de 50 mL/min, taxa de aquecimento de 20 °C/min).

3.2.2 Tratamento térmico

A frita precursora do vitroceramico foi homogeneizada, utilizando-se
almofariz e pistilo, com separacdo das particulas no intervalo de trabalho de
peneiras passante na malha 10 mesh (2 mm) e retido na malha 35 mesh (<0,5
mm). Apds homogeneizacao, foi feita a moagem por impacto para reducao de
tamanho das particulas. A moagem por impacto foi realizada com moinho de
jarro digital microprocessado (Cienlab CE-500/D), com uso de bolas de alumina.
A reducdo de tamanho é feita pela acdo do impacto e da friccdo das bolas ao
girar o moinho. Para essa condicdo, a velocidade de rotacdo do moinho foi de
130 rpm, descarregando a cada 1 h, até atingir a granulometria passante em
malha de 212 ym e retido em malha de 38 um. O material (p6) obtido foi
umidificado (10% de agua deionizada), granulado (peneira malha 35 mesh) e
compactado em matriz cilindrica metélica por meio de prensa hidraulica de
laboratério (Gabrielli). A seguir, os corpos de prova foram secados em estufa
(Cienlab CE-220/100) a temperatura de 100 + 5 °C por, no minimo, 24 h.

Considerando estudos anteriores (Milak, 2014; Montedo et al., 2021) e a
analise térmica diferencial, tempos e temperaturas do tratamento térmico foram
escolhidos, conforme mostra o planejamento experimental da Tabela 2.

As amostras de cada condicdo experimental da Tabela 2 foram
colocadas em um forno mufla (FORTELAB- Série 1600) com taxa de
aguecimento de 10 °C/min. ApGs o tratamento, as amostras foram trituradas com
almofariz e pistilo, entre as malhas de 500 e 212 mm. Uma balanga com
resolucado de 0,1 g (Shimadzu ATX224) foi empregada para a pesagem das
amostras. Devido a porosidade formada e visando obter maiores area superficial
e volume de poro, optou-se trabalhar na melhor condicéo de tratamento térmico,
isto é, 725 °C por 3 h.
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Tabela 2 - Planejamento do tratamento térmico da frita LZSA empregada

Cdédigo T (°C) t (h)

Vidro - -
700-2 700 2
700-4 700 4
725-2 725 2
725-4 725 4
750-2 750 2
750-4 750 4
725-3 725 3

Fonte: Autora, 2024.

Esta condicdo favorece a formacédo majoritaria das fases cristalinas da
solucéo solida de espoduménio-f3 (Li20-Al203-4-10Si02), evitando-se a formacao
da fase cristalina silicato de zirconio, a temperaturas entre 750-900 °C, o que
poderia fechar parcialmente os poros superficiais das particulas. O resfriamento
ocorreu inercialmente. Apds o tratamento, as vitroceramicas foram trituradas
com almofariz e pistilo para obtencao de pos entre 500 e 212 mm. A Figura 7

detalha o arranjo experimental utilizado no tratamento térmico.

Figura 7 - Procedimento experimental do tratamento térmico

Compactacgdo do Tratamento térmico
Moagem a seco material em nas temperaturas e
do vidro em prensa hidrdulica tempos

1° PASSO moinho gira jarro 3° PASSO (150Pa) 5° PASSQ correspondentes

r—-—————n r—— -3 r-—-——-——-—-°7 r—-— ———=—°3 Fr—— - —— =7 F——————1°

- i

-
L T [ O [ N Y SO |

Trituragdo com 20 PASSO Adigdo de dgua 4° PASSO Secagem em estufa 6° PASSO

almofariz e deionizada no a 100 °C por no
pistilo p6 como ligante minimo 24 h
(10%)

Fonte: Autora, 2024.
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3.2.3 Tratamento quimico

Para ser utilizado como scaffold, o material precisa ser poroso, de forma
que seja possivel a introducdo de medicamentos, para assim atuar como drug
delivery. Desta forma, o vitroceramico precisa ter elevadas area de superficie e
porosidade, que poderia ser obtida por meio de tratamento quimico, com
determinadas concentracdes de acido forte diluido e tempo de ataque quimico
adequado.

Para a formacao das estruturas porosas nas diferentes condi¢des, foi
utilizado um tratamento quimico nos vitroceramicos com solucdes de acido
fluoridrico, que possui a capacidade de atacar (corroer) o vidro residual do
vitroceramico e, consequentemente, formar a porosidade necessaria (Agnello et
al., 2022; Shubhava et al., 2022). Diferentes concentracdes e tempos foram
analisados para se determinar a melhor condi¢céo.

O &cido fluoridrico é capaz de reagir com a alumina presente em alguns
vidros e formar um composto insoltvel, conhecido como fluoreto de alumina que
preenche os poros formados (lliescu et al., 2005). Para contornar essa situacao,
o acido cloridrico foi adicionado em uma proporcao de 1:10 na solucao de acido
fluoridrico, assim como uma lavagem do material com carbonato de célcio e
hidréxido de amonio foi empregado; todas as op¢des foram avaliadas com o
objetivo de se escolher a melhor entre elas. A Tabela 3 mostra as diferentes
condi¢cBes de tratamento quimico realizadas.

As concentracfes de acidos escolhidas foram de 4, 5 e 6% volume,
variando-se o tempo em 40, 50 e 60 s. As solucdes de acidos também variaram,
sendo apenas HF ou uma solugédo de HF e HCI na proporcéo de 10:1, como
sugere a literatura (Agnello et al., 2022; lliescu et al., 2005). Cada amostra ficou
mergulhada em 20 mL da solucdo de acido pelo tempo correspondente; as
solucdes foram entdo despejadas em uma peneira plastica com filtro de papel e
lavadas. A lavagem ocorreu de trés maneiras distintas para cada amostra:
apenas agua deionizada, agua deionizada e CaCOs, agua deionizada e NH4OH.
Primeiramente, todas as amostras foram lavadas com agua e, em seguida,
submersas durante 2 min na solugao correspondente, CaCOs ou NH4OH, para
garantir que todo o acido tenha saido. Apos, foram secas na estufa a 90 °C por
no minimo 24 h. A Figura 8 apresenta as etapas do tratamento quimico realizado.



Tabela 3 — Condicdes de tratamento quimico do vitroceramico LZSA

Concentracao

Tempo de

Identificacao do acido (%) tratamento (s) Acido Lavagem
HF/4/40/H20 4 40 HF Agua deionizada
HF/4/60/H20 4 60 HF Agua deionizada
HF/5/50/H20 5 50 HF Agua deionizada
HF/6/60/H20 6 60 HF Agua deionizada
HF/6/40/H20 6 40 HF Agua deionizada
HF/6/40/H20/CaCOs 6 40 HF Agua deionizada e CaCOs
HF/6/40/H20/NH4OH 6 40 HF Agua deionizada e NH4OH
HF/HCI/6/40/H20/CaCO3 6 40 HF/HCI  Agua deionizada e CaCO3
HF/HCI/6/40/H20/NH4OH 6 40 HF/HCI Agua deionizada e NH4OH

Fonte: Autora, 2024.

80
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Figura 8 - Metodologia do tratamento quimico

20 mL de dcido com Despejar em
0 a respectiva peneira pldstica Secagem em estufa

1°PASSQO  concentracdo 39 PASSO com papel filtro 5° PASSO a 100 °C por 24 h

N
O T

Colocar 20 PASSO Imergir amostra 4° PASSO Lavagem conforme 6° PASSO

amostra em um pelo tempo Tabela X
béquer correspondente

Fonte: Autora, 2024.

3.2.4 Caracterizacao dos scaffolds de vitroceramica LZSA: Porosidade e

formacdo da microestrutura

Deseja-se obter scaffolds a partir do vitroceramico tratado termicamente
e, depois, tratado quimicamente, que tenham microestrutura em forma de
colunas e com porosidade adequada para que fornecam suporte mecanico para

posterior inoculacdo do medicamento.

3.2.4.1 Andlise estrutural

A estrutura cristalina das amostras em p6 foi caracterizada utilizando-se
um difratbmetro de raios X (DRX, Philips, X'pert MPD) equipado com uma fonte
de Cu-Ka poténcia de 40 kV e 30 mA. A técnica de Difracdo de Raios X (DRX) &
uma técnica aplicada para na qual os atomos cristalinos fazem com que um feixe
de raios X incidentes difratem em muitas direcdes especificas. Ela produz
informacdes detalhadas sobre a estrutura cristalogréafica de suas amostras, que
podem ser usadas para identificar as fases presentes. As amostras foram
analisadas na forma de pé usando-se um tamanho de passo de 0,02 passo,
tempo de passo de 4 s e 20 na faixa de medigc&o de 3 a 80°. O banco de dados
ICSD (Inorganic Crystal Structure Database) foi utilizado para a identificagéo das
fases cristalinas resultantes. A quantificacdo das fases cristalinas e do teor

amorfo foram determinados pelo método de Rietveld com uso de padrdo externo
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(10% em massa de Fluorita Vetec, 99,9% pureza). O refinamento Rietveld foi
realizado utilizando-se o software X’Pert HighScore Plus® (Philips). Foram
realizados DRX do vidro, do vitroceramico com ataque quimico (scaffolds) e do

vitroceramico sem atagque quimico.

3.2.4.2 Andlise de area superficial especifica e isoterma de adsorcéo

O BET € uma andlise que determina a area superficial especifica de um
material, medindo a area superficial aparente, mas também a area dos poros
abertos (poros que que tem ligacdo com a superficie externa). Ja o BJH é uma
analise que determina o tamanho dos poros abertos, volume e distribuicdo de
poros. Para se escolher a melhor condicdo de tratamento térmico e de
tratamento quimico, a area superficial especifica e o tamanho dos poros das
amostras foram determinados por BET (Brunauer-Emmet-Teller) e BJH (Barrett-
Joyner-Halenda), sabendo-se que o material precisa ter a maior porosidade e
area superficial possivel. Foram avaliadas todas as condi¢fes de tratamento
térmico da Tabela 5, juntamente com o vidro LZSA. O mesmo teste foi feito para
a melhor condicao de ataque quimico (Tabela 3).

A isoterma de adsorcao é uma ferramenta importante para caracterizar
a porosidade de um material, pois sua forma revela muitos detalhes sobre as
suas caracteristicas intrinsecas. Ao analisar a isoterma de adsorcao de um gas
adsorvato, pode-se determinar a porosidade do material poroso. A quantidade
de gas adsorvido é diretamente proporcional ao volume dos poros, uma vez que
a adsorcdo ocorre nos poros do material. Portanto, a partir da isoterma de
adsorcao, é possivel estimar o tamanho dos poros, a distribuicdo de tamanho
dos poros e a quantidade total de poros no material. A amostra com as melhores
condi¢cBes encontradas pelos testes de BET e BJH foi avaliada quanto a usa
isoterma de adsorc¢éo, a fim de se obter a sua classificagdo em macro, meso ou

micro poro, de acordo com a IUPAC.

3.2.4.3 Andlise morfolégica

As caracterizacdes morfologicas das amostras foram analisadas por meio

de um microscoépio eletronico de varredura (MEV) Zeiss EVO MAL10.
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3.2.4.4 Potencial Zeta

Para verificar a estabilidade das amostras em meio liquido, foi realizado
estudo de potencial zeta utilizando-se a técnica de velocimetria laser Doppler a
temperatura de 25 °C. Para verificar a estabilidade das amostras em meio
liquido, foi realizado estudo de potencial zeta utilizando-se a técnica de
velocimetria laser Doppler a temperatura de 25 °C. O aparelho utilizado € da
marca Anton Paar, modelo, Litesizer DLS 500. As medidas foram realizadas
diluindo-se 0,25 g do scaffold em 250 mL de agua destilada, usando HCI e KOH
(10-1 M) para alterar o pH de 2 a 10, as medidas de PH foram feitas utilizando

Phmetro de Bancada Kasvi, modelo K 38.

3.3 COMPREENSAO DO MECANISMO DE DEPOSICAO DE
HIDROXIAPATITA

3.3.1 Imersé&o em fluido corporal simulado (SBF)

A partir dos resultados obtidos, a metodologia sera realizada com as
amostras tratadas termicamente a 725 °C durante 3 h; apds o tratamento, as
amostras foram trituradas com almofariz e pistilo, entre malha 500 e 212 mm. O
tratamento quimico foi realizado com 6% volume de acido fluoridrico durante 40
s de ataque, seguindo a metodologia inicial descrita anteriormente, a fim de se
obter maior relacdo de area superficial especifica e porosidade. Apos, foram
secas em estufa a 100 °C por no minimo 24 h. Em seguida, foram encaminhadas
para caracterizagao.

A amostra selecionada foi submetida ao ensaio em SBF (fluido corpéreo
simulado) para simular as reacdes de troca ibnica entre a superficie do implante
e 0 meio em que esta inserido. Quanto maior a bioatividade, menor € o tempo
para que ocorra a interacdo e adesao entre o implante e o tecido 6sseo, maior a
forca de adesédo entre eles, a espessura da zona de adesdo e as forcas
mecanicas, e melhor é o desempenho do biomaterial. O teste de bioatividade in
vitro dos scaffolds foi realizado de acordo com a norma ISO/FDIS 23317:2007.22
por exposicdo a SBF. Os scaffolds permaneceram imersos em 10 mL de SBF
em frascos de polipropileno estéreis mantidos a 37 °C por 1,3, 7e 24 he 3, 7,
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14, 21 e 28 dias. A solucdo SBF foi substituida a cada 48 h. A relagdo de
quantidade de solucao por material foi realizada utilizando-se a Equacao 7, de
acordo com a norma ISO/FDIS 23317:2007.22:

Vs = — (Equacéo 7)

sendo vs o volume de SBF em m3 e Sa a area superficial aparente em m?
(ISO/FDIS 23317, 2007).

3.3.2 Andlise morfoldgica

A deposicao de camadas de compostos minerais baseados em P e Ca
na superficie do material dos scaffolds selecionados foi analisada por
microscopia eletronica de varredura (MEV, EVO MA 10, Zeiss), juntamente com

analise de raios X de dispersao de energia (EDS, XFlash 6/10, Bruker).

3.3.3 Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Apbs a exposicao, as amostras foram analisadas por infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR, modelo Tensor II, Bruker) para determinacéo dos
grupos funcionais na superficie. Na andlise de FTIR, o modo de refletancia total
atenuada com cristal de diamante foi utilizado na superficie dos scaffolds apds o
periodo de imersdo em SBF.

3.3.4 Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente
Acoplado ICP-OES (Al, Zr, Si)

A dissolucédo de ions Al, Zr e Si, pode influenciar a biocompatibilidade
dos biomateriais com o tecido 6sseo. Quando implantados, os biomateriais
permanecem em contato com fluidos corporais que, se expostos a quantidades
altas de ions podem ocasionar inflamagdes e efeitos toxicos. A anadlise para

determinar a concentragdo dos elementos Al, Zr, Si presentes na amostra, foi
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feita por ICP-OES (SMEWW - Método 3120 B). O teste foi realizado em duplicata

para os demais ions.

3.4 AVALIACAO DA CINETICA DE DISSOLUCAO DE LITIO

3.4.1 Tris-HCI (tris(hidroximetil)aminometano) com acido cloridrico

O teste de dissolucéo foi realizado em amostra de scaffold de LZSA. A
solugéo de TRIS-HCI (pH 7,4 a 37 °C) foi entdo preparada de acordo com a
norma ISO 10993-14.23.

Os granulos de LZSA foram imersos nos periodos de 1, 7,14, 21, 28, 35,
42 e 49 dias na solucdo preparada para quantificar a entrega dos ions de litio;
as amostras foram imersas e mantidas a 37 °C. Isso foi feito para demais ions
(Si, Zr, Al) nos tempos de 7 e 28 dias. Apds 0s tempos programados, a
concentracdo de ions nas solucbes de TRIS-HCI foi medida por emissédo de
plasma indutivamente acoplado (ICP-OES, Thermo Scientific - iICAP 6000-
método 3120 B).

A relacdo de solucdo de TRIS por massa de material foi realizada
utilizando-se a formula descrita na literatura (Baino; Yamaguchi, 2020; Kirste et
al., 2017; Wetzel; Brauer, 2019) foi utilizado 1,5 mg/mL, j& que nessa
concentragcdo a medicéo do teor de ions liberados é mais facil de ser detectada.

3.4.2 Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP-OES)

A técnica de ICP-OES envolve a excitacdo de um plasma de alta
temperatura em uma amostra. O plasma é criado por meio do acoplamento
indutivo de energia de alta frequéncia em uma mistura de gas inerte, geralmente
argonio, que ioniza a amostra. As particulas carregadas produzidas pelo plasma
excitam os atomos na amostra, fazendo com que eles emitam radiacdo
eletromagnética em comprimentos de onda especificos. Essa radiagdo € entdo
detectada e analisada para determinar a concentracéo dos elementos presentes
na amostra. O metodo utilizado foi ICP-OES (Thermo Scientific - ICAP 6000) pelo
método 3120B.
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3.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE E PROLIFERACAO CELULAR

A avaliacéo da citotoxicidade e proliferacédo celular € um aspecto crucial
no desenvolvimento e na aplicacio de biomateriais. Antes que um material possa
ser considerado seguro e eficaz para uso em aplicagfes clinicas, é essencial
determinar como ele interage com as células e os tecidos do organismo. Essa
avaliacao permite identificar possiveis efeitos adversos e garantir a seguranca e
a compatibilidade do material com o ambiente biolégico. Com o objetivo de se
avaliar a citotoxicidade e a migracéo e proliferacéo celulares do scaffold de LZSA
com o organismo humano, foram realizados ensaios in vitro de viabilidade celular
(MTT) e hemocompatibilidade, para verificar se o material pode causar hemolise.
O ensaio de Scratch foi realizado para o estudo da migracao e proliferacéo
celulares, por meio da geracdo de uma ferida artificial em uma monocamada de
células, e o0 ensaio de proteina como ferramenta importante para avaliar a
biocompatibilidade de biomateriais e compreender a interacdo entre esses

materiais e 0 organismo humano.

3.5.1 Ensaio de viabilidade celular (MTT)

Para avaliar a viabilidade celular, o ensaio de MTT foi realizado. O teste
MTT € um teste colorimétrico muito usado para avaliar a viabilidade celular. Esse
tipo de ensaio se baseia na medida do dano induzido por composto em estudo
no metabolismo celular, que ocorre usualmente por meio da avaliagcdo da
atividade de desidrogenase mitocondrial presente apenas em células
metabolicamente viaveis. A viabilidade mitocondrial e, consequentemente, a
viabilidade celular foram quantificadas pela redu¢cdo do MTT (um sal de
coloracdo amarela e soluvel em agua) a formazan (sal de coloracdo roxo e
insolivel em 4gua). Dessa forma, a reducdo do MTT a formazan é diretamente
proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular. Granulos de vidro,
vitroceramico e do scaffold LZSA foram avaliados de acordo com sua
bioatividade.

A viabilidade celular dos diferentes compostos foi avaliada em linhagem
celular de fibroblasto murino (NIHsT3). As células foram cultivadas em meio

Dulbecco's Eagle Modificado (DMEM), suplementadas com 10% de soro fetal
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bovino, Penicilina (100 unidades/mL), Estreptomicina (100 mg/mL) e 4 mM/L de
Glutamina a 37 °C, em garrafas de cultura celular de 25 mL e mantidas em uma
estufa a 37 °C, com 5% de CO2. Todos os reagentes foram obtidos da Sigma
Aldrich. Para propésitos experimentais, as células foram tripsinizadas e
ajustadas para a concentragdo de 10* células/poco e plaqueadas em uma placa
de cultura de fundo plano de 96 pocos. Apds o tempo de incubacéo (24 h), as
células foram tratadas com meio DMEM contendo diferentes concentracfes dos
compostos.

Para este estudo, foram utilizadas as seguintes concentragdes: 10, 20 e
40 pg/mL dos compostos. As células tratadas com os diferentes compostos
foram novamente incubadas por 24 h em estufa, a 37 °C, com 5% de CO2. Apés
o tempo de incubacéo (24 h), o sobrenadante celular foi retirado e 100 pyL do
Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio) (MTT) (Sigma, MO,
EUA) foram adicionados para avaliar a viabilidade celular (KUMAR et al., 2018).
O sobrenadante celular ap6s o periodo de incubacao dos tratamentos e 100 L
da solucdo de MTT (0,5 mg/mL) foram adicionadas em cada poc¢o. Na sequéncia,
a placa foi novamente incubada por trés horas em estufa a 37 °C e 5% de COz2
para permitir a reacédo de formacéo do formazan. Apdés o periodo de incubacao,
0 meio contendo a solucédo de MTT foi removido e os cristais de formazan foram
dissolvidos em 100 uL de alcool isopropilico. A absorbancia foi medida em 570
nm, utilizando-se um leitor de microplacas Infinite 200 TECAN (Kumar;
Nagarajan; Uchil, 2018). Os resultados foram apresentados como porcentagem

de sobrevivéncia.

3.5.2 Teste de hemocompatibilidade

A hemocompatibilidade é um fator critico em muitos biomateriais
implantéveis, pois pode afetar a interagdo entre o material e o sangue circulante,
levando a uma série de problemas, incluindo a rejeicdo do material. Por isso, a
avaliacdo da hemocompatibilidade é essencial para garantir a seguranca e
eficacia desses materiais. O ensaio de hemocompatibilidade € uma técnica
utilizada para avaliar a capacidade de um material de interagir com 0 sangue
sem causar danos aos componentes sanguineos. Esse tipo de ensaio pode ser

realizado in vitro ou in vivo e inclui uma série de testes especificos para avaliar
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diferentes aspectos da interagdo material-sangue. A Hemocompatibilidade é um
importante parametro de qualidade dos glébulos vermelhos compactados, que €
usado para avaliar a integridade celular das unidades sanguineas armazenadas
(Weber et al., 2018). Todos os experimentos foram realizados em conformidade
com o Comitt de FEtica em Pesquisa (CEP) (CEP - CAAE
12984919.7.0000.0119) da Universidade do Extremo Sul Catarinense, que 0s
aprovou antes do inicio dos procedimentos experimentais, conforme autorizacao
n°® 3344689. Os eritrocitos humanos foram cedidos por trés voluntarios
saudaveis. O sangue total, 3 mL, foi centrifugado por 10 min a 1500 rpm para
remover o sobrenadante, entdo foram feitas trés lavagens com solucéo salina
(0,9% NaCl) e centrifugado por trés vezes para remover outras ceélulas e
vestigios de plasma. Apos a terceira lavagem, o sobrenadante foi descartado e
os eritrocitos foram diluidos com 1,5 mL de solugéo salina (0,9% NacCl).

ApOs a obtencédo dos eritrgcitos, a atividade hemolitica foi avaliada por
espectrofotometria. Os compostos selecionados para este ensaio foram
incubados em diferentes concentragcbes (0,5, 1 e 2 mg/mL das amostras) e
incubados com 50 pL de eritrécitos humanos ressuspendidos em 950 uL de
solucéo salina. O tempo de incubacéo foi de 1 h, com uma temperatura de 37
°C, sob agitacdo continua de 100 rpm. Depois do periodo de incubacao (1 h), a
solucéo foi centrifugada por 5 min (10000 rpm) a temperatura ambiente. Na
sequéncia, 100 yL de sobrenadante da amostra foram transferidos para uma
placa de 96 pocos. A porcentagem de hemocompatibilidade foi avaliada por
espectrofotometria. Além disso, a absorbéancia foi medida em 540 nm, utilizando-
se um leitor de microplacas Infanite 200 TECAN. O controle positivo (dgua
destilada) e o controle negativo (solucdo salina) também foram realizadas (Li et
al.,, 2020). Os resultados foram expressos com a porcentagem de

hemocompatibilidade, obtidos a partir da Equacéo 8:

- Dt-D
Taxa de hemocompatibilidade % = L
Dpc—Dnc

x 100 (Equacéo 8)

onde Dt é a absorbancia da amostra teste, Dnc é a absorbancia do controle
negativo e Dpc é a absorbancia do controle positivo.
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Os ensaios foram realizados em triplicata. O teste de
hemocompatibilidade foi realizado com granulos de LZSA na granulometria

passante na malha de 212 mm e retido da malha de 500 mm.

3.5.3 Dano a proteina

O ensaio de proteina em vidros bioativos é um procedimento utilizado
para avaliar a biocompatibilidade de vidros e vitroceramicas para aplicacbes
biomédicas. Esse ensaio pode ser utilizado para acompanhar e concordar com
processos de obtencdo de materiais, além de ser um dos primeiros ensaios in
vitro de biocompatibilidade. O ensaio de proteina é utilizado para avaliar a
capacidade de um material de interacdo com proteinas. O ensaio da proteina é
realizado por meio da analise do material em uma soluc¢édo contendo proteinas,
seguida da quantificacdo da quantidade de proteina adsorvida na superficie do
material.

A quantificagdo de proteinas foi conduzida pelo método modificado de
Lowry et al. (1951), com albumina bovina sendo utilizada como padrdo. O
principio subjacente a este método baseia-se na reducdo do reagente Folin-
Ciocalteau na presenca do catalisador cobre (ll) ao reagir com as proteinas
presentes na amostra. Para tal, as amostras foram homogeneizadas na
proporcdo 1:10 em tampéao fosfato de sédio 20 mM + KCI 140 mM, pH 7,4,
seguido por centrifugacédo a 3500 rpm por 10 min a 4 °C.

A curva padrdo foi gerada utilizando-se albumina bovina a uma
concentragdo de 1 mg/mL, 1 mL do reativo C, composto pela mistura dos
reagentes A, (solucdo alcalina, composta por carbonato de sédio (Na,COs3)
dissolvido em uma solucdo de hidréxido de sodio (NaOH)), Bl (solucao de
sulfato de cobre (CuSO,)) e B2 (solucédo de tartarato de sédio e potassio) em
uma proporcao (100:1:1) e agua. Quanto as amostras, 10 pL, 1 mL de reativo C
e 190 uL de &gua foram utilizados. ApGs inser¢cdo de todos os reagentes, a
mistura foi homogeneizada por meio de vértex e incubada por 10 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, 100 uL do reagente Folin-Ciocalteau 1 N
foi adicionado no escuro a todas as amostras e a curva padréo, seguido por
agitacdo no vortex e incubacgdo adicional de 20 min no escuro a temperatura

ambiente.
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Apés a incubacdo, uma parte do volume foi transferida para uma placa
de 96 pocos para leitura no espectrofotdmetro SpectraMax a 650 nm. Os valores
obtidos séo expressos em mg (Lowry et al., 1951).

O conteudo de sulfidrilas foi quantificado pelo método adaptado de
Aksenov e Markesbery (2001), cujo principio fundamenta-se na redug¢do do
reagente de cor DTNB por tidis, gerando o anion 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB2-).
Para realizar essa determinagéo, apds a homogeneizacgao, 245 yL de tampao
PBS com EDTA 1 M e 5 pL de DTNB foram dosados no branco reagente,
diretamente em uma placa de Elisa.

No caso das amostras, 22 uL da amostra, 223 uL de tampao PBS com
EDTA 1 M e 5 uL de DTNB foram dosados para a avaliacdo do conteudo de
sulfidrilas. Ap6s a dosagem do DTNB, a placa foi deixada a temperatura
ambiente, protegida da luz. Decorridos 15 min, a leitura foi realizada em um
espectrofotdmetro a 412 nm. Os resultados obtidos sdo expressos em nano mols

de TNB por mg de proteina.

3.6 AVALIACAO DO PERFIL DE ADSORCAO/DEPOSICAO E ENTREGA DOS
FARMACOS NOS SCAFFOLDS OBTIDOS

3.6.1 Inoculagdo com corante azul de metileno

A introducdo de medicamentos em biomateriais porosos constitui um
processo multifacetado, variando conforme as propriedades especificas do
medicamento e do biomaterial em consideracao. Inicialmente, foram avaliados
dois mecanismos distintos com o objetivo de determinar a eficacia na obtencéo
da melhor relacdo de medicamento nos poros: imersdo e ultrassom. Uma
solucdo saturada do corante azul de metileno foi empregada como agente
modelador para a selecdo da técnica mais eficiente na insercdo dos
medicamentos nos scaffolds. Analise visual em microscopio optico, analise de
espectroscopia por transformada de Fourier (FTIR) e Termogravimetria (TG)

foram realizadas para a identificacdo do corante absorvido nos poros do scaffold.

3.6.1.1 Técnica do ultrassom
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O ultrassom tem sido explorado como uma ferramenta para facilitar a
introducé@o de medicamentos nos scaffolds. A técnica consiste em aplicar ondas
sonoras de alta frequéncia em uma solucdo contendo o medicamento e 0
biomaterial poroso. As ondas sonoras geram cavitagao, que cria micro vortices
e fluxos de liquido que ajudam a impulsionar a solu¢ao para dentro dos poros do
biomaterial. O potencial de absorcéo e penetracédo do azul de metileno utilizando-
se ultrassom foi avaliado, usando a solubilidade em agua do corante de 43,21
g/L (Salimi; Roosta, 2019). Assim, uma solugéo saturada foi preparada usando
1 g do corante para 23,15 mL de &gua deionizada e 1 g de scaffold. Para se
avaliar se a penetracdo do corante ocorreu da forma esperada, imagens do
scaffold imerso no azul de metileno foram obtidas por meio da utilizacdo de um

microscépio otico (Bioptika-B10).

3.6.1.2 Técnica da imersao

A imersdo com agitagdo é uma técnica simples e comum utilizada para
inserir medicamentos em scaffolds. Essa técnica consiste em imergir o scaffold
em uma solucdo contendo o medicamento e agitar a solucdo para garantir a
distribuicdo uniforme do farmaco dentro dos poros do material poroso. A eficacia
desse método depende da capacidade do medicamento de penetrar
espontaneamente dos poros, apenas com o auxilio da agitacdo. Essa € uma
técnica simples, porém pode apresentar algumas limitacdées, como, por exemplo,
o medicamento pode ndo penetrar uniformemente dentro dos poros, dificultando
a entrega do farmaco. Para analisar a capacidade do scaffold de LZSA de
absorver o medicamento, uma imerséo teste foi feita com o corante azul de
metileno.

A absorcdo de azul de metileno pode ocorrer em diferentes tipos de
materiais porosos, como ceramicas, polimeros e membranas. Esses materiais
tém uma estrutura que permite a penetracado das moléculas de azul de metileno
em Seus poros ou espacos internos. Quando o azul de metileno € colocado em
contato com um material poroso, as moléculas de corante se difundem para o
interior dos poros do material, preenchendo os espacos vazios. Sendo assim, é
possivel avaliar a quantidade de azul de metileno que penetrou no scaffold. O

processo envolve a imersao do material em uma solucéo diluida de corante por
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um periodo de tempo determinado. Em seguida, o scaffold é retirado da solugéo
de corante e lavado com agua deionizada para remover 0 excesso de corante
que ficou na superficie externa do material.

Para analisar se um possivel medicamento € capaz de penetrar nos
poros do scaffold de LZSA, uma solucéo de azul de metileno foi preparada; sabe-
se que a solubilidade maxima do corante em agua € 43,21 g/L (Salimi; Roosta,
2019), entdo uma solucéo saturada foi preparada usando 1 g do corante para
23,15 mL de agua deionizada. A solucéo foi entdo misturada com 1 g de LZSA,
na proporcdo de 1:1. A solucdo foi agitada em agitador magnético (Fisatom
752A) durante o periodo de 1 dia, para que todo o material pudesse entrar em
contato com o corante. Apés, o scaffold foi retirado da solucéo, filtrado e lavado
com 4gua deionizada até a 4gua sair completamente transparente e nao haver
resquicios do corante. Apos a filtragem, o LZSA foi seco na estufa por um
periodo de 24 h a 100 °C. Apds secagem o material foi submetido a analise

microscopica.

3.6.1.3 Espectroscopia por Transformada de Fourier (FTIR)

Para analisar a absorcdo do azul de metileno, foi realizado o ensaio de
FTIR (Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier)
(BRUKER/TENSOR Il) em uma faixa de 400 a 4000 cm, para se identificar o
grupo funcional especifico do corante e, assim, avaliar a sua presenca ou nao.
O ensaio foi feito com trés amostras: vidro, vitroceramico e scaffold, sendo
esperado que no scaffold a quantidade presente de azul seja significativamente

maior.

3.6.1.4 Perda de massa por Termogravimetria (TG)

A termogravimetria (TG) € uma técnica analitica usada para estudar as
mudancas de massa de uma substancia em funcdo da temperatura. As perdas
de massa correspondentes a entrega de azul de metileno sédo identificadas como
picos ou degraus na curva termogravimétrica. Por meio da TG, € possivel se
determinar a temperatura em que ocorre a perda de massa atribuida a entrega

de azul de metileno. Essa informacéo pode ser usada para avaliar a quantidade
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de corante presente na amostra, ja que se conhece a curva caracteristica dos
materiais sem o azul de metileno. O ensaio foi feito com os trés materiais, vidro,
vitroceramico e scaffold, utilizando-se taxa de aquecimento de 5 °C/min até 600
°C, em cadinho de alumina e ar sintético (NETZSCH, STA 449 F3).

3.6.2 Imersdo em medicamentos

ApoGs verificar a eficacia da imersdo em solucdo de corante, os
medicamentos destinados ao tratamento 6sseo foram introduzidos nos scaffolds
de LZSA por meio dessa técnica. Com base na solubilidade maxima de cada
medicamento, preparou-se uma solucdo especifica para cada condicao,
utilizando a mesma quantidade de material de scaffold, fixada em 1 g. As
solubilidades dos medicamentos em &gua séo respectivamente: 16,9 mg/mL
para o Alendronato de sédio (Abourehab et al., 2022; Cummings et al., 2020)
3,27 mg/mL para o Acido zoledrénico e 10,4 mg/mL para o Risedronato de sédio
(Bruning et al., 2011; Vaculikova et al., 2014).

3.6.2.1 Espectroscopia por Transformada de Fourier (FTIR)

Para investigar a absor¢cao dos medicamentos pelo scaffold em estudo,
conduziu-se o ensaio de FTIR (Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier) utilizando o equipamento BRUKER/TENSOR I,
abrangendo a faixa de 400 a 4000 cm™. O objetivo foi identificar os grupos
funcionais especificos de cada medicamento e, assim, avaliar sua presenc¢a no
material. O ensaio foi realizado em trés amostras de scaffold distintas, cada uma

contendo alendronato de sédio, risedronato de s6dio ou acido zoledrbénico.

3.6.2.2 Perda de massa por Termogravimetria (TG)

Por meio da Anélise Termogravimétrica (TG), € possivel determinar a
temperatura na qual ocorre a perda de massa associada aos medicamentos.
Essa informacdo pode ser empregada para avaliar a quantidade presente na
amostra, visto que a curva caracteristica dos materiais sem os medicamentos é

conhecida. O ensaio foi conduzido em um analisador simultaneo ATD/TG
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(NETZSCH, STA 449 F3), utilizando-se scaffolds com alendronato de sddio,
risedronato de sodio ou &cido zoledrdnico. A taxa de aguecimento foi de 5 °C/min
até atingir 600 °C, utilizando-se um cadinho de alumina e atmosfera de ar

sintético.

3.6.2.3 Ensaio de viabilidade celular (MTT)

A avaliacdo da viabilidade celular foi conduzida por meio do ensaio de
MTT, no qual as células da linhagem celular imortalizada de fibroblastos NiH3T3
foram expostas a tratamentos com scaffold associados a medicamentos
(risedronato de soédio, acido zoledrénico e alendronato de soédio) em
concentragdes de 10, 20 e 40 ug/mL, utilizando a mesma metodologia do ensaio

sem a adicao de medicamentos descrita no item 3.5.1.

3.6.2.4 Avaliacdo da migracdo celular em uma “ferida" criada artificialmente
(SCRATCH)

A técnica de ensaio de scratch é empregada na caracterizacdo de
biomateriais, visando a avaliacdo de sua adesao e resisténcia ao desgaste. Este
procedimento consiste em riscar a superficie do material utilizando uma caneta
afiada ou penetrador, com a subsequente medicao da profundidade e largura do
arranhdo resultante. A finalidade desse teste € ndo apenas analisar a taxa de
migracao celular na superficie do material, mas também avaliar a viabilidade das
células apds exposicao ao mesmo. Dessa maneira, 0 ensaio simula condicées
semelhantes a um ferimento, proporcionando uma medida representativa do
processo de cicatrizacao.

Para esse estudo foram utilizadas células de fibroblastos murinos L929
(1x1068 células/mL) foram semeadas em cada poco de uma placa de 24 pocos e
incubadas a 37 °C com 5% de CO2, mantidas em DMEM suplementado com 10%
de SFB, 100 ug/L de estreptomicina e 100 Ul/mL de penicilina, a 37 °C em uma
atmosfera de 5% de COa.

Apos a confluéncia celular, o meio de cultura foi removido e um arranhao
continuo foi feito na superficie média de cada pogo com uma ponta de 200 pL.

Em seguida, os pogos foram lavados com PBS para remover detritos celulares.
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As células restantes foram incubadas com DMEM contendo o tratamento (1, 10
ou 100 ug/mL). A anélise foi realizada medindo-se a area arranhada em mm? no
tempo 0 (imediatamente apds o trauma mecanico) e 24 h apds a incubacdo com
o tratamento, por microscopia optica (Olympus CKX 41), utilizando-se o software
ImageJ1.46r. Os resultados sdo0 expressos como porcentagem da &rea de

cobertura a 24 h em relacéo ao tempo O (Yue et al., 2010).

3.6.2.5 Ensaio de entrega de medicamentos (UV-VIS)

A andlise da entrega controlada de farmacos foi conduzida utilizando-se
a técnica de espectroscopia UV- Visivel (Lopes et al.,, 2005). Neste estudo,
empregou-se tal metodologia para a quantificacéo da entrega de Alendronato de
sodio, Risedronato de sodio e Acido zoledrénico, incorporados em scaffolds. A
entrega dos farmacos foi conduzida mediante a utilizacdo de uma membrana de
didlise (Spectra/Por® 6) com um tamanho de poro de 1000 Da. Amostras (1 g)
foram pesadas e inseridas no interior da membrana, juntamente com fosfato
dissédico a pH de 7,4 (5 mL). As extremidades da membrana foram seladas e
colocadas em um béquer contendo 100 mL de meio receptor (solucéo de fosfato
dissédico, pH = 7,4). O meio receptor foi mantido a 37 °C em um banho-maria.
Em intervalos de 0, 15, 30, 60, 75, 90 e 105 min, aliquotas foram retiradas da
solucdo presente no interior da membrana para andlise por espectrofotometria
UV (262 nm). Um grafico de absorbéncia versus tempo de incubacéo foi
construido utilizando-se o software GraphPad Prism 8. A partir desse grafico, foi
determinado o tempo correspondente a entrega de 50% do farmaco

A cinética de entrega dos medicamentos no dispositivo projetado
(scaffold) também foi investigada usando diferentes modelos cinéticos existentes
na literatura, como o modelo de ordem zero (O’Shannessy; Winzor, 1996),
pseudo-primeira ordem (Yuh, 2004; Zheng et al., 2019), pseudo-segunda ordem
(Afolabi; Popoola; Bello, 2020; Ho, 2006; Kumar; Khaddour; Gupta, 2010),
logaritmo (Ferreira; Trinca; Ferreira, 2014), além dos modelos de entrega de
medicamentos de Peppas-Sahlin (Peppas; Narasimhan, 2014), Higuchi (Lopes
et al., 2005) e Korsmeyer-Peppas (Wu et al., 2019).
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3.6.2.5.1 Entrega e Determinacdo Quantitativa de Risedronato de sodio

A quantificacdo do medicamento Risedronato de sédio foi conduzida por
meio de espectrofotometria UV-Vis (Lopes et al., 2005). Para isso, 5 mg de cada
composto (scaffold + risedronato de sédio) foram pesadas e incorporadas em
uma membrana de dialise (Spectra/Por®), sendo posteriormente diluidos em 1
mL de Fosfato Dissédico (pH = 7,4). Em seguida, essa membrana foi imersa em
4 mL do meio receptor e mantida a 37 °C em banho-maria. A entrega do farmaco
presente nos scaffolds foi monitorada em intervalos de 1, 15, 30, 60, 180, 360 e
540 min para o scaffold + risedronato de sédio. Apds cada intervalo, uma aliquota
da solucéo do recipiente contendo a membrana foi retirada para a quantificacao
dos farmacos. As amostras foram analisadas por espectrometria UV-Vis a
comprimentos de onda de 262 nm para o risedronato de sodio, utilizando um
espectrofotometro (EspectraMax Plus 384). Foi construida uma curva de
calibracdo com o medicamento puro para a subsequente determinacdo da

quantidade (%) de entrega do mesmo a partir dos scaffolds.

3.6.2.5.2 Entrega e Determinacdo Quantitativa de Acido zoledrdnico

A quantificagdo do medicamento &cido zoledrénico foi conduzida por
meio de espectrofotometria UV-Vis (Lopes et al., 2005). Para isso, 5 mg do
composto (scaffold + acido zoledrénico) foram pesadas e incorporadas em uma
membrana de dialise (Spectra/Por®), sendo posteriormente diluidos em 1 mL de
fosfato dissddico (pH = 7,4). Em seguida, essa membrana foi imersa em 4 mL
do meio receptor e mantida a 37 °C em banho-maria. A entrega dos farmacos
presentes nos scaffolds foi monitorada em intervalos de 1, 15, 30, 60 e 180 min.
Apds cada intervalo, uma aliquota da solucdo do recipiente contendo a
membrana foi retirada para a quantificacdo do farmaco. As amostras foram
analisadas por espectrometria UV-Vis a comprimentos de onda de 225 nm para
0 acido zoledronico, utilizando um espectrofotdmetro (EspectraMax Plus 384).
Foi construida uma curva de calibracdo com o medicamento puro para a
subsequente determinacdo da quantidade (%) de entrega do mesmo a partir dos

scaffolds.
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3.6.2.5.3 Entrega e Determinacdo Quantitativa de Alendronato de sodio

A quantificacdo do medicamento alendronato de sodio foi conduzida por
métodos indiretos, uma vez que o farmaco ndo apresenta absorbancia na regido
ultravioleta e visivel. Utilizou-se um método baseado na reacdo da amina
primaria da molécula de alendronato de sédio com o reagente ninidrina (2,2-
diidroxihidrindeno-1,3-diona), resultando na formacédo de um produto colorido
identificado como purpura de Ruhemann, cuja absorbancia é observada em 568
nm.

Para realizar a andlise, 5 mg do composto scaffold + alendronato de
sédio foram pesados e incorporados em uma membrana de dialise
(Spectra/Por®), sendo diluidos em 1 mL de fosfato dissodico (pH = 7,4). Em
seguida, essa membrana foi imersa em 4 mL do meio receptor e mantida a 37
°C em banho-maria. A entrega do alendronato de sodio presente no scaffold foi
monitorada em intervalos de 1, 15, 30 e 60 min. Apos cada intervalo, a solucao
do recipiente contendo a membrana foi retirada para a quantificacdo do
alendronato de sadio.

Para a quantificacdo, foram adicionados 0,5 mL de solucdo de
bicarbonato de sodio (0,05 M) e 2,5 mL de solucéo 0,2% de ninidrina em metanol.
Os tubos foram aquecidos em banho-maria a 90 £+ 5 °C por 20 min.
Posteriormente, as amostras foram analisadas por espectrometria UV-Vis em um
comprimento de onda de 568 nm, utilizando um espectrofotémetro (EspectraMax
Plus 384). Foi construida uma curva de calibracdo com o medicamento puro para
a determinacao subsequente da quantidade (%) de entrega do alendronato de
sodio do scaffold.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DOS SCAFFOLDS

Para a obtencéo dos scaffolds, utilizou-se como ponto de partida a frita
precursora, cuja analise quimica esta apresentada na Tabela 1, secao 3.1.1.

No sistema vitroceramico LZSA, a formacédo de cristais ocorre por meio
de um processo de cristalizagdo superficial (Montedo et al., 2021). Quando o
material esta na forma de po, o tratamento térmico pode ser conduzido de forma
gue permita o crescimento parcial dos cristais em direcdo ao centro dos granulos.
Isso pode ser conseguido se a cristalizacdo for parcial, isto é, se houver
quantidade significativa de fase vitrea residual. Como resultado, essa quantidade
residual de fase vitrea (ndo cristalizada) pode ser quimicamente atacada,
usando-se uma solucdo de acido fluoridrico, para aumentar a porosidade
superficial, além daquela resultante do processo de cristalizacédo. A profundidade
dos poros superficiais pode ser controlada de acordo com as condi¢cbes de
ataque quimico, como concentracdo da solucdo acida e tempo de exposicao.
Desta forma, pode-se obter uma microestrutura porosa, ou scaffolds. A
porosidade desempenha um papel importante e crucial para atingir esses
objetivos. E desejavel que os scaffolds possuam poros interconectados,
permitindo a difusdo e migracdo de células.

4.1.1 Andlise térmica

Afim de se conhecer a faixa de temperatura de cristalizacdo do vidro
LZSA, foi realizado o ensaio de analise térmica diferencial (ATD), cujo resultado
€ mostrado a Figura 9.

Essa analise revelou as transformacdes que ocorrem no vidro durante o
processo de aquecimento, sendo a variagdo de temperatura da amostra
registrada como um deslocamento da linha base. No contexto desse sistema, as
principais fases cristalinas sdo o metassilicato de litio (Li2SiO3), que cristaliza
entre 750 e 770 °C, solucédo sélida de espoduménio-B (Li2O-ZrO2-Al203-4-
10Si0z2), que cristaliza entre 770 e 870 °C, e silicato de zirconio (ZrSiOas), que se

forma entre 870 e 920 °C, aproximadamente (Montedo et al., 2021).
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Figura 9 - Resultado da analise térmica diferencial do vidro LZSA
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Fonte: Autora, 2024.

E importante ressaltar que o metassilicato de litio passa por uma
transformacao para dissilicato de litio (Li2Si2Os), reagindo com a alumina e
formando espoduménio-p até cerca de 870 °C.

Por outro lado, Nuremberg et al. (2017) empregaram a funcéo
assimétrica de Fraser-Suzuki (FS) durante o processo de deconvolugdo para
andlise cinética ndo isotérmica, a fim de estimar a faixa de cristalizacdo da
vitroceramica com composicdo 19Li20-8Zr02-9Al203-64Si02 (razdo molar). Eles
encontraram a faixa de temperatura de 750-900 °C para a cristalizacdo do
ZrSiOa.

Dessa forma, a temperatura de 700 °C revelou-se inadequada para a
predominancia da fase cristalina espoduménio-fss, mesmo quando empregados
diferentes ciclos de queima. Por outro lado, a 750 °C ja evidenciou a formacao
de silicato de zircénio, o que nao atende aos objetivos deste estudo. Essa fase
cristalina pode obstruir os poros superficiais, mesmo apos o tratamento quimico
dos pés de LZSA. Observou-se que, com o aumento do ciclo de tratamento

térmico, a formacado de silicato de zirconio tende a ser mais acentuada. Assim,
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optou-se pela temperatura de 725 °C, que se mostrou como a temperatura de
maior concentracao da fase espoduménio-ss.

Considerando-se os resultados obtidos na Analise Térmica Diferencial
(ATD) (Figura 9), foi elaborado um planejamento experimental para avaliar o
tratamento térmico da frita LZSA utilizada, conforme apresentado na Tabela 2.
O ciclo mais adequado para obter a quantidade desejada de poros, corroborada
pela analise microestrutural e pelos resultados da area superficial (BET) e
volume de poros (BJH), é evidenciado no ciclo de 180 min, conforme
demonstrado na Figura 6 e Tabela 5.

A Tabela 3 evidencia que as concentracdes de 2 e 4% em volume de
acido fluoridrico ndo sdo adequadas para a obtencdo de scaffolds com
porosidade apropriada, destinados a servir como suporte mecanico para a
inoculacao de um farmaco, mesmo mediante ajustes nos tempos de tratamento
quimico. Observou-se que a concentracdo mais eficaz na abertura dos poros
superficiais foi de 6% em volume de acido fluoridrico, com um tempo de
exposi¢cdo do material de 40 s na solugdo acida. Um periodo de 20 s ndo se
mostrou suficiente, enquanto 60 s foi considerado excessivo, apresentando
potenciais riscos quando aplicado a seres humanos, devido a absorcdo
significativa de flor. Para neutralizar a acdo do acido, foi realizada a lavagem
de cada amostra com agua deionizada, seguida por uma solugdo aquosa de
carbonato de célcio e, por fim, uma solucdo aquosa de hidroxido de sédio. As
analises microestruturais (Figura 12) indicam que o resultado mais promissor
para a obtencdo do scaffold, com poros adequados para a inoculacdo do
medicamento, foi obtido pela lavagem da amostra com solugdo aquosa de
carbonato de célcio.

4.1.2 Andlise estrutural

Ao realizar um tratamento quimico em vitroceramico, é possivel que
ocorram alteracbes na estrutura cristalina do material. Isso pode incluir a
formacdo de novas fases cristalinas, transformacdo de fases existentes,
modificacdo na orientacédo cristalina ou até mesmo dissolugéo parcial ou total da
fase amorfa presente e de parte da fase cristalina formada. Essas alteracdes na

estrutura cristalina podem ser observadas na analise de DRX. Ao se comparar
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os padrées de difracdo de raios X antes e depois do tratamento quimico, €
possivel identificar mudancas estruturais, indicando alteracdes na estrutura
cristalina do vitroceramico. A Figura 10 mostra o resultado de DRX do

vitroceramico LZSA sem o tratamento quimico e com tratamento quimico.

Figura 10 - DRX do vitroceramico LZSA sem o tratamento quimico e com

tratamento quimico.
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Fonte: Autora, 2024.

Com base nas informac@es provenientes do ICSD, foram discernidas as
seguintes fases cristalinas: espoduménio-f (LiAISi2Os), 6xido de zirconio (ZrOz),
metassilicato de litio (Li2SiOs), dissilicato de litio (Li2Si2Os) e quartzo (SiO2).
Esses resultados concordam com os relatados por Montedo et al. (2021). Na
Tabela 4, as fases sdo quantificadas por meio do método Rietveld.

Conforme apresentado na Tabela 4, tanto o LZSA n&o submetido a
tratamento quimico quanto o LZSA tratado quimicamente s&o

predominantemente constituidos pela fase cristalina de espoduménio-



102

(LiAISi20e). O tratamento quimico reduz significativamente a quantidade da fase

amorfa, pois acidos fortes dissolvem materiais vitreos (lliescu et al., 2005).

Tabela 4 - Quantificacdo pelo método de Rietveld do LZSA tratado e nao

tratado quimicamente (M%)

ICSD card LZSA r!éo tratado LZSA tratado

quimicamente guimicamente
ZrO2 18190 6,3 7,3
LiAISi2Os 14235 50,0 51,5
Li2SiO3 28192 3,6 4,5
Li2Si20s 67110 6,5 6,0
Si02-Q 100078 2,8 3,3
Amorfo 30,8 27,4
GOF 57 53

GOF: Goodness of Fit
Fonte: Autora, 2024.

Essa reducdo da fase vitrea é benéfica neste caso, pois a formacao de
fases cristalinas de litio (LiAISi2Os, Li2SiOs e Li2Si2Os) auxilia no controle da
entrega de ions de litio no meio (Jaeger, 2003) quando presentes na fase amorfa;
os ions ficam entdo mais disponiveis para sofrer troca i6nica. A presenca do litio
como ion bioativo pode aumentar a acao do material em nivel celular, acelerando
assim a deposicao de hidroxiapatita em vitroceramicas bioativas (Possolli et al.,
2021). No entanto, certas doses de litio podem ser toxicas para 0s seres
humanos, porém o litio fica menos disponivel quando mais fases cristalinas a
base de litio, como o espoduménio-B, forem formadas (Possolli et al., 2021;
Souza et al., 2018). A diminuicdo do teor de amorfo contribui igualmente para a
formacao de estruturas porosas na superficie do vitroceramico, uma vez que o
acido fluoridrico tem a capacidade de gerar microrrugosidades, por meio da
dissolugdo da porcdo vitrea remanescente no material vitroceramico (Vallet-
Regi; Balas; Arcos, 2007; Wang et al., 2015; Xia et al., 2022).
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4.1.3 Analise de area superficial especifica e isoterma de adsorcao

Os scaffolds destinados a aplicacbes em engenharia tecidual devem
apresentar ndo apenas propriedades de conducdo Ossea, mas também
caracteristicas osteoindutivas ou osteogénicas (Matsunaka; Frantz, 2021). Para
atingir tais requisitos, a porosidade emerge como um fator crucial. Idealmente,
almeja-se poros interconectados que permitam a difusdo e migracdo celular,
microporosidade para oferecer uma ampla area de superficie propicia as
interacdes entre células e scaffolds, e macroporosidade para facilitar a migracao
celular e vascularizacédo. O dimensionamento dos poros deve ser adaptado para
abranger o tecido e as células-alvo, garantindo uma porosidade suficiente para
promover o crescimento celular interno, sem comprometer as propriedades
mecénicas do scaffold. Além disso, a inclusdo de canais vasculares embutidos
visa aprimorar a angiogénese in vivo (Matsunaka; Frantz, 2021).

Na Tabela 5 sdo apresentados os resultados do ensaio da area de
superficie especifica (BET) das amostras de vitroceramico sem tratamento
quimico. Pode-se observar também o volume (VP) e o didmetro dos poros
(Dporos).

Tabela 5 - Andlise BET e BJH amostras sem tratamento quimico

Amostra T (°C) t (h) (':‘152/3) (cr\n/E’)/g) [()r;:?:)s
Vidro - - 0,172 0 -
700-2 700 2 0,090 0,001 ND
700-4 700 4 0,170 0,001 4,149
725-2 725 2 0,043 0,001 4,197
725-4 725 4 0,924 0,003 4,214
750-2 750 2 0715 0,001 4,288
750-4 750 4 0,072 0,000 4,284

725-3 725 3 0,820 0,002 4194
N.D - ndo determinado.

Fonte: Autora, (2024).
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A partir dos resultados da Tabela 5, foi possivel observar o aumento da
area superficial especifica de 0,172 m2/g (vidro) para 0,820 e 0,924 ma2/qg,
respectivamente referentes aos vitroceramicos obtidos a 725 °C por 3 e 4 h. Com
0 aumento da temperatura, a area superficial especifica diminuiu, provavelmente
devido a densificagdo do material (Montedo et al., 2009; Montedo; Floriano; Filho,
2011).

O diametro dos poros manteve-se em torno de 4 nm em todos os
tratamentos térmicos realizados. Durante o processo de resfriamento rapido de
um material vitreo, as moléculas ndo dispdem de tempo suficiente para se
organizar em uma estrutura cristalina. Consequentemente, os vidros apresentam
uma estrutura mais homogénea e tendem a exibir uma menor quantidade de
poros (Vakifahmetoglu; Semerci; Soraru, 2020). Dessa forma, a amostra 725-3,
submetida a um tratamento térmico de 725 °C por 3 h, destacou-se como a de
melhores resultados e caracteristicas, considerando a cristalizacdo do material.
Essa amostra foi escolhida para dar continuidade aos tratamentos quimicos,
visando a identificagcdo da melhor condicéo para a obtencao do scaffold.

A analise de BET e BJH foi conduzida na amostra com a condi¢cdo
selecionada. Os ensaios BET e BJH o