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RESUMO

GOMES, Luiz Claudio Silva. Sintese de Fosfatos de Célcio Dopados com ions
Ferro a Partir da Casca de Ovo da Galinha. Rio de Janeiro, 2017. Dissertacéo
de Mestrado. (Mestrado em Ciéncias Aplicadas ao Sistema Musculo
Esquelético) — Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad,
Ministério da Saude, 2017.

Com o aumento da expectativa de vida da populagdo mundial e a
expressiva incidéncia de les6es do sistema musculo esquelético, tanto o setor
publico como o privado buscam melhorias em seus produtos e processos de
forma a contribuir com a saude da populacdo. Em relacdo as lesdes
associadas a perdas Osseas, ha diversas indicacbes para utilizacdo de
substitutos 0sseos onde, reconhecidamente o enxerto do préprio paciente
(autdlogo) é considerado padrédo ouro. No entanto, em funcédo de sua limitada
area doadora, dos riscos associados a sua obtencdo, dos custos adicionais
para o sistema de saude e do desconforto do paciente, a utilizacdo de
substitutos 0sseos sintéticos é considerada uma alternativa. O presente
trabalho visa a producédo de um substituto 6sseo ceramico sintético utilizando a
casca do ovo da galinha do consumo doméstico como fonte de ions célcio
introduzindo em sua estrutura diferentes concentracdes (5%, 10%, 15% e 20%
em mol) de ions ferro, com o intuito de produzir um composto inorganico com
propriedade bioativa. Apds a sequéncia de reacfes quimicas, processamento
do composto e ensaios fisico-quimicos, verificou-se a obtencédo de diferentes
fases através das andlises de difracdo de raios x com destaque para um
ortofosfato duplo de calcio e ferro [CagFe(PO,)7]. A cultura de células MG63
sobre corpos de prova e o ensaio de viabilidade celular para cada grupo
dopado analisado, revelou elevada compatibilidade das células com os
compostos estudados, bem como 6timo perfil de adesao sobre a casca de ovo
da galinha. Além disso, as imagens em microscopia eletrbnica de varredura
das células em contato com os compostos, mostraram que a superficie do
material favoreceu a adesé&o celular. Portanto, os resultados demonstraram que
a producdo do composto € viavel, obtendo-se a fase desejada para o fosfato
duplo de célcio e ferro para as reacbes de sintese com 10% e 15%mol do
cation trivalente, mas para a sintese envolvendo 20% em mol, ocorreu
formacdo adicional da fase fosfato de ferro. Ressalta-se, no entanto, a presenta
da fase hematita para todas as reagfes mencionadas anteriormente e em
relacdo ao aspecto bioldgico, 0s compostos produzidos apresentaram
comportamento atoxico e ndo inerte, sugerindo-os como possiveis candidatos a
substitutos 0sseos.

Palavras-chave: Fosfato de calcio duplo. fons ferro. Casca do ovo da galinha.
Substitutos 0sseos. Dopagem.
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ABSTRACT

GOMES, Luiz Claudio Silva. Synthesis of Iron Doped Calcium Phosphates from
Chicken Eggshell. Rio de Janeiro, 2017. Master Thesis. (Master's Degree in
Science Applied to the Musculoskeletal System) — National Institute of
Traumatology and Orthopedics, Jamil Haddad, Ministry of Health, 2017.

With the increase in life expectancy of the world population and the
significant incidence of lesions on musculoskeletal system, both public and
private sectors seek improvements in their products and processes in order to
contribute to population welfare. In relation to those lesions associated with
bone loss, there are several indications for the use of bone substitutes where,
admittedly, the patient's own (autologous) graft is considered a gold standard.
However, because of its limited donor area, risks associated with obtaining it,
additional costs for the health system and the patient's discomfort, the use of
synthetic bone substitutes is considered an alternative. The present work aims
the production of a synthetic ceramic bone substitute using the eggshell from
domestic consumption as a source of calcium ions introducing different
concentrations (5%, 10%, 15% and 20 mol%) of iron ions, with the intention of
producing a bioactive inorganic compound. After the sequence of chemical
reactions, compound processing and physico-chemical tests, different phases
were obtained by X-ray diffraction analysis with emphasis on a double calcium
iron phosphate [CagFe(PO4)7]. MG63 cells were cultured on test specimens and
the cell viability assays were performed for each doped group analyzed,
verifying high cell compatibility with the studied compounds, as well as a good
adhesion profile on the chicken’s eggshell. In order to evaluate the cytotoxicity
profile, scanning electron microscopy images of cells in contact with the
compounds, showed that material surface favored cell adhesion. Thus, the
results demonstrated that the production of the compound is viable, obtaining
the desired phase for double calcium iron phosphate [CagFe(POQ,);] for the
synthesis with 10% and 15%mol of trivalent cation, but for the reaction with
20%mol there was an additional phase, the iron phosphate. However, for the
reactions with 10%, 15% and 20%mol, it was observed the formation of
hematite (Fe,O3) as well. With regard to biological aspect, all the compounds
showed atoxic and non-inert behavior during in vitro assays suggesting them as
candidates for bone substitutes.

Keywords: Double calcium phosphates, Iron ions, Chicken eggshell, Bone

substitutes, dopping.
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1 INTRODUCAO

1.1 Os materiais em perspectiva histérica

Durante a evolugcdo do homem na Terra, a busca pela sobrevivéncia e pelo
alimento foi condicdo primordial para a manutencdo da espécie. A vida nédmade,
necesséria para busca de abrigo, fez com que percebessem que a caca era uma
forma de alimentacdo e de protecdo contra o frio, onde a fonte de energia era
basicamente de proteina animal. Para esta atividade foi necessario o
desenvolvimento de instrumentos de caca a partir de 0ssos de animais e até pedras.
Algumas destas pedras, por ocasido das fogueiras, tanto para aquecimento do
corpo, quanto para preparo dos alimentos, amoleciam e posteriormente,
endureciam. Até mesmo outras pedras, menos resistentes na forma de pd,
ganhavam consisténcia endurecida quando em contato com a agua. Desta forma, o
homem primitivo iniciou seus primeiros contatos com 0s materiais de origem natural

(NAVARRO, 2006).

1.2 As eras da humanidade e os materiais

A relacdo do homem com os materiais é tdo importante que as diferentes eras
da antiguidade receberam nomes com base nos materiais mais significativos de
cada época, como a Ildade da Pedra até a Era dos Metais, passando pela Era
Moderna e chegando a chamada Era do Silicio, que marca os dias atuais (OLSON,
2001). De maneira resumida, o periodo da Idade da Pedra € marcado pelo
aparecimento de diferentes tipos de utensilios produzidos pelo homem da época,

como ferramentas para caga, até o inicio da era dos metais. Ao longo desta fase, 0s
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Australoptecus foram os que desenvolveram as técnicas primitivas de manejo das
pedras seguida pelo Homo erectus na producdo de machados amolados,
substituidos posteriormente por madeira e 0ssos de animais (NAVARRO, 2006).
Ainda neste periodo, conhecido como paleolitico (2 milhdes A.C. - 10.000 A.C.), o
homem de neandertal e o cro-magnon foram os responsaveis por artefatos mais
sofisticados para a época, tais como: instrumentos para raspar, instrumentos de
pontas e laminas cortantes feitas a partir de lascas de pedras. Entretanto, no periodo
conhecido como Neolitico (10.000 A.C. — 6.000 A.C.), foi possivel verificar no
desenvolvimento da agricultura o surgimento da técnica de polimento da pedra,
sendo, portanto, caracterizado como periodo da pedra polida (NAVARRO, 2006).

Os achados arqueologicos no Egito antigo apresentaram provas irrefutaveis
da relagdo do povo antigo com materiais utilizados como substituintes de partes do
corpo, quando uma mumia foi descoberta durante escavacdes realizadas por
equipes do Instituto Alemédo de Arqueologia. Acredita-se que esta mumia tenha
vivido entre as 212 e 222 dinastias (1025-740 A.C.) e apresentava uma amputacéo
do hélux direito. Na regido, havia uma prétese de madeira com o intuito de manter a
funcionalidade e estética do membro, sendo considerado um dos mais antigos
registros encontrados, relacionando a utilizacdo daquilo que nos dias atuais,
classifica-se como biomateriais para medicina ortopédica regenerativa (Figura 1)
(BRIER et al., 2015).

Ainda na era do Neolitico, houve uma fase conhecida como Periodo da Argila.
Esta fase da historia recebe este nome em funcédo do sedentarismo observado pelo
homem primitivo, pois a agricultura nasce como forma de subsisténcia e o
desenvolvimento de vasos ceramicos para O transporte e armazenamento dos

alimentos, marcaram este periodo. Outra caracteristica importante, dada esta fase
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mais sedentéaria, foi a construcdo de habitacdes utilizando argila e residuo de
vegetais para reforco estrutural, ja que promoviam aglutinagdo, auxiliavam na
secagem e distribuiam melhor as trincas que se formavam ao longo do processo de
endurecimento (STEVANOVIC, 1997). ApOs este longo periodo da existéncia
humana, inicia-se a era dos metais.

Textos especializados em arqueologia apontam divergéncias entre
pesquisadores quanto ao inicio da chamada era dos metais e de certa forma da
metalurgia. No entanto, o periodo que compreendeu de 4.550 a 4.000 anos A.C., foi
dividido em Idades do Cobre, do Bronze e do Ferro (OLSEN e SHIPMAN, 1988). E
interessante refletir sobre todas as teorias relativas ao inicio e fim destas fases, pois
percebe-se que as técnicas em desenvolvimento de materiais ja ocorriam, ainda que
de forma rudimentar. Essa evolucao tecnolédgica perdura até o fim da Idade do Ferro,
quando se inicia a ldade do Aco, ultimo periodo Islamico, chamada Era Moderna

(SHERBY e WADSWORTH, 2001).

Figura 1. Descoberta arqueoldgica de mumia com protese de dedo feita em madeira.
(Modificado de Brier et al., 2015).
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1.3 Biomateriais

Existem diferentes tipos de biomateriais divididos quanto a sua natureza
quimica e propriedades relativas a resposta bioldégica. Quanto a natureza quimica os
materiais podem ser classificados em: metais, polimeros, ceramicos e os compdsitos
(PIRES et al.,, 2015). Embora haja diferentes classificacbes para biomateriais,
genericamente podem ser considerados como dispositivos que entram em contato
com sistemas bioldgicos para aplicacdes diagnosticas, vacinais, cirdrgicas ou
terapéuticas, podendo ser constituidos de compostos de origem sintética ou natural
(RODRIGUES, 2013). No que tange a resposta bioldgica, os materiais séo
classificados como bioinertes, bioativos, reabsorviveis (HOLZAPFEL et al., 2013).
Bioinertes, sdo aqueles que ao estarem em contato com o tecido biolégico, causam
pouca ou nenhuma resposta tecidual com predominancia de tecido fibrético. Os
bioativos exercem papel estimulador de ligacdo ao tecido hospedeiro com pouca ou
nenhuma presenca de tecido fibrético na interface material-tecido-hospedeiro. Por
fim, os materiais reabsorviveis sdo aqueles que sdo degradados e substituidos por
tecido hospedeiro, mantendo o volume e a estabilidade mecéanica ao longo do

regeneracao tecidual 6ssea (CRUZ, 2006).

Para que os diferentes tipos de biomateriais possam ser efetivos em suas
aplicacOes, é fundamental que tenham o perfil de seguranca bem estabelecido. Este
perfil pode ser definido por um conjunto de ensaios denominados de ensaios de
biocompatibilidade, considerados pré-requisitos para a realizacdo de testes
complementares, como 0s ensaios pré-clinicos e clinicos, até que se obtenha a

aprovacao governamental para uso em humanos (SERGEEVA et al., 2014).
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1.3.1 Biomateriais metalicos

Diversas ligas metélicas tém sido desenvolvidas no sentido de melhor atender
as indicacBes na area da saude. Propriedades especificas destas ligas, além da
biocompatibilidade, a baixa taxa de corrosdo, modulo de elasticidade, compresséo,
flexdo, entre outras, podem definir suas aplicacbes em varios segmentos da
medicina. Como exemplo desta classe de biomateriais, destacam-se as ligas de
Cobalto-Cromo-Molibdénio (Co-Cr-Mo) e ligas de Titanio-Aluminio-Vanadio (Ti-6Al-
4V) destinadas a producdo de dispositivos ortopédicos implantaveis como as

proteses de quadril e joelho, entre outros (LEWIS, 2013) (Figura 2, A-D).

Figura 2. Tipos de implantes metalicos utilizados em cirurgias ortopédicas. Prétese de
quadril (A), proteses de joelho (B), implantes para correcéo de fratura de ossos longos (C) e
implantes para corre¢cdo de fratura de ossos da face (Adaptado de www.cirurgiado
quadril.com.br).

Dentre as ligas metdlicas utilizadas em diferentes ramos da medicina
regenerativa, as ligas Ti6Al4V, 316L para o aco inoxidavel e a Co-Cr-Mo para as
ligas de cromo-cobalto sdo consideradas as mais representativas para uso clinico
(Tabela 1) (LYNDON et al., 2014). Muitas outras formula¢cdes de ligas encontram-se
em etapas experimentais para verificacdo do conjunto de propriedades que possam

atender as exigéncias clinicas (MANSUR et al.,2012).
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A sintese e o processamento da liga metalica do biomaterial, sdo requesitos
fundamentais para o sucesso terapéutico quando da utilizacdo destes. Desta forma,
a baixa adesividade e proliferacdo celular na superficie de implantes metalicos para
cirurgia ortopédica, poderiam levar a uma possivel soltura do implante,
comprometendo o resultado da cirurgia (ELIAS et al., 2012).

Nos ultimos anos muitos grupos de pesquisa no mundo tém se dedicado ao
estudo das ligas de magnésio, como uma proposta de promover a fixacdo da fratura,
permitindo que a liga metélica seja biodegradada ao longo do tempo (ZHAO, et al.,
2017; RADHA, SREEKANTH, 2017). A compreensdo dos parametros estruturais,
celulares e toxicoldgico é vital para que, em um futuro proximo, essas ligas metalicas
estejam disponiveis para uso clinico.

Tabela 1. Ligas metdalicas usadas em proteses ortopédicas (Adaptado de LYNDON
et al., 2014).

COMPOSICAO APLICACAO

Ligas em titanio

Puro
Ti6Al4V
Ti6AI7NDb Artroplastias, implantes dentarios, fixacdo
Til5Mo de fraturas, etc.
Til2Mo6Zr2Fe
Til5Mo5Zr3Al
Ligas em aco

316
Rex 734 Fixacdo de fraturas, implantes para
22-13-5'™M coluna, etc.
Biodur™

Ligas em Co-Cr
Co-Cr-Mo Artroplastias de joelho, quadril, discos

intervertebrais.
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1.3.2 Biomateriais poliméricos

Os polimeros compreendem uma classe com alta representatividade nas mais
diferentes &reas do setor econémico e na medicina, podendo apresentar diversas
propriedades e aplicagbes. Os polimeros séo classificados em dois grandes grupos,
naturais e sintéticos, contudo ha diversas outras maneiras de classificacdo dos
polimeros que levam em conta as suas propriedades quimicas especificas. Sendo
assim, é possivel elenca-los quanto ao niumero de monémeros, tipo de copolimero,
tipo de cadeia, método de sintese, a sua organizacado da cadeia polimérica e sua

fusibilidade (PIRES et al., 2015) (Tabela 2).

Tabela 2. Polimeros utilizados em ortopedia. (Modificado de LYNDON et al., 2014)

COMPOSICAO DOS POLIMEROS APLICACAO
(polimetilmetacrilato) Cimento 6sseo em medicina e odontologia
Polietileno de ultra alto peso molecular Componentes das substituicdes articulares

Copolimero do acido polilatico e poliglicélico | Suturas biodegradaveis, fixacao de fraturas

1.3.3 Biomateriais compdsitos

Conceitualmente os compdésitos reinem duas ou mais classes de materiais
com estrutura e propriedade distintas em uma formulacdo, separados por uma
interface a fim de promoverem combinag¢des de propriedades para um determinado
desempenho (MANSUR et al., 2012). Existem diversos tipos de compdsitos
destinados as mais diversas indicagbes na area médica. Dentre eles, o titanio

recoberto com um compdsito de hidroxiapatita (composto ceramico) - grafeno que
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pode ser utilizado em implantes ortopédicos, entre outras possiveis aplica¢des (LIU

et al., 2014) (Figura 3).

Figura 3. Microscopia eletrénica de varredura de compadsito de hidroxiapatita-grafeno
recobrindo substrato metalico em titanio. Presenca do grafeno (A e B) e recobrimento da
hidroxiapatita como o compdsito (B) (As cabecas de seta indicam a presenca do grafeno)
(substrato em titanio) (Adaptado de Liu et al., 2014).

Um grande exemplo de compdésito natural € o préprio 0sso, pois em sua
constituicdo ha um componente ceramico, uma apatita deficiente em célcio e um
componente polimérico, uma matriz organica constituida principalmente de colageno
tipo |, diversificando suas propriedades mecéanicas e biolégicas (CAMPANA et al.,

2014).
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1.3.4 Biomateriais ceramicos

O biomaterial ceramico € formado por compostos quimicos inorganicos, que
em ultima analise sdo formados por elementos quimicos da familia dos metais e
ametais, prevalecendo essencialmente as ligacdes do tipo i6nica e, ou covalente.
Possuem estrutura e propriedades diversas dentre seus compostos, apresentando-
se como bons isolantes térmicos e elétricos, com alto ponto de fusdo, elevada
estabilidade quimica, além de apresentarem elevada dureza e fragilidade ao choque

(SMITH e HASHEMI, 2006).

A investigacdo desses compostos ceramicos no tecido 6ésseo data de meados
do século XVI, quando identificou-se o fosfato de célcio nos 0ssos, seguido pela
elucidacdo da composicdo quimica dos componentes do tecido mineralizado. Da
mesma maneira, em 1906, foi apresentada a primeira substituicdo idnica em fosfatos
de calcio conhecida hoje em dia como carbonato-apatita (revisado por ELIAZ e

METOKI, 2017).

A utilizacdo de compostos sintéticos, como o sulfato de célcio hemi-hidratado
(CasO, . ¥2 H,0), conhecido também como gesso de paris, ultrapassa 100 anos,
guando os primeiros resultados em cirurgia ortopédica chegaram a conhecimento
publico (THOMAS et al., 2005). A aplicacdo do sulfato de célcio em cirurgia
ortopédica abre um enorme leque de indicacbes, ja que apresenta propriedade
osteocondutora e ampla possibilidade de associacdo com outros substitutos e com

antibioticos (VAN LIESHOUT e ALT, 2016).

Avancos tecnoldgicos na producdo das bioceramicas se intensificaram na

década de 1970 com a Alumina (a-Al,O3 ) e por volta dos anos 90 outras
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bioceramicas também ganharam evidéncia tais como o diéxido de titanio (TiO,) a
ZircOnia (ZrO,), os fosfatos de calcio e as vitroceramicas (KAWACHI et al., 2000).
Dentre os biomateriais ceramicos utilizados como substitutos 6sseos, destacam-se a

hidroxiapatita e o tricalcio fosfato.

1.3.5 Enxertos 6sseos

As falhas O&sseas representam um grande desafio para a medicina
regenerativa, pois sdo inumeros os fatores que levam a este tipo de problema, como
fraturas causadas por acidentes automobilisticos, nas lesdes por armas de fogo,
lesBes tumorais, revisdes de artroplastias, entre outros (ZABEU e MERCADANTE,
2008).

Nos casos onde ocorram grandes perdas ésseas, ndo se espera que O
processo natural de regeneracao tecidual 6ssea seja efetivo, pois inUmeros sdo os
fatores envolvidos. De maneira genérica, vale citar a necessidade de material
osteoindutivo no local da lesdo, a estabilidade mecénica do local da fratura e
adequada vascularizacéo do leito 6sseo (MEEDER e EGGERS, 1994).

Considerando as primeiras abordagens com material autégeno da medicina
moderna, vale citar que Seydel, em 1889, tratou uma lesdo O6ssea de 20 cm
utilizando fragmentos da tibia de outro paciente. Além deste caso, outro importante
marco histérico na traumatologia, foi o trabalho de Dobrotworski em 1910 que tratou
lesbes no cranio com fragmentos da costela de um paciente (MEEDER e EGGERS,
1994). Outro avancgo no que diz respeito a utilizacdo de enxertos 0sseos remete ao
trabalho de Albee em 1912, quando iniciou o armazenamento de enxertos 6sseos

utilizando técnicas rudimentares para conservacao pela fervura das pecas 6sseas e
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uso de solucdes anti-sépticas. Essas técnicas evoluiram consideravelmente até que
em 1951 o banco de tecidos da Marinha Americana utilizou um enxerto alogénico
para uma cirurgia ortopédica (DUARTE e SHAEFFER, 2000). Estas técnicas
continuam em pleno curso nos dias atuais, distinguidas conforme classificacao geral

dos enxertos 0sseos (tabela 3).

Tabela 3: enxertos 6sseos quanto a origem (FRIEDLAENDER, et al., 2006).

TIPO DE ENXERTO ORIGEM

Autoenxerto De uma regie"l_o ,anatc")mica para outra
no mesmo individuo.
Transferéncia entre individuos

Aloenxerto geneticamente diferentes, mas da
mesma especie.

Xenoenxerto Transferéncia a partir de uma t’es.pécie
para um membro de outra espécie.

Isoenxerto Transft_eré:ncia entre dois gémeos
homozigoticos.

Para que o preenchimento da falha 6ssea seja eficiente, seja pela utilizacdo
de um substituto natural ou sintético, este devera apresentar um conjunto de
caracteristicas especificas que o classifica em uma ou mais das seguintes
propriedades bioldgicas: osteogénico, osteocondutor, osteoindutor. Somente um tipo
de substituto 6sseo possui intrinsecamente todas estas propriedades, o enxerto
0sseo autélogo (ORYAN et al., 2014). Enxertos osteogénicos sao aqueles que
promovem crescimento 6sseo pela transferéncia de osteoblastos viaveis em sua
estrutura; os osteocondutores atuam como arcaboucos permitindo suporte estrutural,
adeséao, diferenciacdo, proliferacado celular e mineralizacdo do tecido; os materiais
osteoindutores promovem, por meio de estimulo proteico, a diferenciacdo de células

indiferenciadas em células 6sseas (PONTUAL e MAGINI, 2004). Ja os enxertos
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autologos sdo os de 0sso esponjoso autdlogo, aspirado de medula 6ssea, 0SSO
cortical autélogo e osso autdlogo vascularizado (ARNER e SANTROCK, 2014).
Dentre os tipos de enxertos 6sseos descritos na tabela 3, os autoenxertos e
os aloenxertos apresentam propriedades muito importantes que devem ser
analisadas para a tomada de decisdo quando da necessidade de uso clinico (tabela

4),

Tabela 4: Comparacdo das propriedades gerais dos enxertos 6sseos
(FRIEDLAENDER, et al., 2006)

TIPO DE PROPRIEDA DE OSTEO- OSTEO- PROPRIEDADE
ENXERTO MECANICA CONDUCAO INDUCAO OSTEOGENICA
Autoenxerto
Esponjoso +/- +++ +++ 4+
Cortical +++ ++ ++ +
Aloenxerto
Esponjoso +/- ++ +
Congelado ++ +
Congelado seco
Cortical
Congelado et + +/-
Congelado seco + + +-
Desmineralizado + ++
Alogénico
Esponjoso + ++

Face aos riscos e custos associados na utilizagdo de materiais alégenos, bem
como desconforto e potenciais complicagcbes associadas a obtencdo de material
autdlogo, a utilizacdo de material sintético apresenta-se como alternativa

(FRIEDLAENDER, et al., 2006).
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1.4 Substitutos 6sseos ceramicos sintéticos

A possibilidade de utilizacdo de substitutos 6sseos sintéticos, especialmente a
classe dos ortofosfatos de célcio, contribui para a elaboragdo de protocolos clinicos
nas mais diversas indicacdes em falhas désseas. No entanto, vale destacar as
principais caracteristicas de dois grandes representantes desta classe: a

hidroxiapatita (HAP) e o tricalcio fosfato.

1.4.1 Hidroxiapatita

Entre as bioceramicas, a HAP, ocupa posicdo de destaque por sua larga
aplicacdo como substituto 6sseo no campo da medicina regenerativa e da
odontologia. A HAP é um fosfato de calcio que tem composi¢ao e estrutura similares
a fase mineral de ossos e dentes (Figura 4), apresentando excelente
biocompatibilidade com tecidos duros e alto perfil osteocondutor, apesar de possuir
baixa taxa de degradacao e baixo potencial de osteoinducdo (DOROZHKIN, 2015).

Atualmente observa-se um maior nimero de estudos comparativos entre
enxertos 0sseos e compostos sintéticos. Segundo Robins et al, (2017) ndo houve
diferenca estatistica entre grupos tratados com hidroxiapatita nanocristalina e

enxerto autélogo na avaliacao da fusdo lombar entre grupos tratados
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Figura 4. Hidroxiapatita. (A) Microscopia eletronica de varredura de aglomerado de
hidroxiapatita sinterizada a 1100°C (Adaptado de AZEVEDO et al., 2015). (B) Distribuicdo
dos atomos ao longo dos eixos a,b,c da célula unitéria. (Arquivo préprio. Software Mercury
verséo 3.6).

A HAP estequiométrica é formada pelos elementos quimicos célcio (Ca),
fésforo (P), oxigénio (O) e hidrogénio (H), arranjados conforme mostra sua formula,
Cayo(PO4)s(OH),. O fésforo e o oxigénio formam o grupo Fosfato (PO4)* e grupo
Hidroxila (OH)  é constituido pela ligacdo entre o oxigénio e o hidrogénio (HAIDER, et
al. 2017). Esses grupos juntamente com o calcio distribuem-se espacialmente
segundo um arranjo hexagonal compacto, constituindo regifes viaveis para a
ocorréncia de substituicdes, podendo alterar propriedades especificas do material
(CAZALBOU, et al., 2004).

A razao entre calcio e fésforo (Ca/P) € um indicativo de solubilidade do
material. Sendo assim, quanto maior a relacdo Ca/P, menor sera sua solubilidade
(GUASTALDI e APARECIDA, 2010). Esta solubilidade é um importante fator, pois
relaciona-se diretamente com a degradacao do material e desta maneira, com sua
bioatividade. Em termos de mecanismo de acao, a atividade in situ dos fosfatos de
calcio ocorre pela liberacdo de ions Ca®*, PO,*, HPO,* no ambiente, promovendo
saturacdo do fluido corpéreo presente e ocasionando precipitacdo de uma apatita

carbonatada com incorporacdo de ions Mg?*, Na" e COs%, além de proteinas e
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outros compostos inorganicos na estrutura do precipitado (MANTRIPRAGADA et al.,
2013). Tanto a HAP quanto o composto B-TCP apresentam um conjunto de
caracteristicas, que os enquadram como substitutos 6sseos sintéticos com marcante

bioatividade® (AOKI, 1991) (Tabela 5).

Tabela 5. Razdo Ca/P dos Fosfatos de Caélcio (Retirado de: AOKI,1991)

Fosfato tetracélcico Ca,O(POy), 2,0
Hidroxiapatita Cay(PO4)s OH, 1,67
Fosfato de calcio Amorfo Ca3(PO,),. nH,O 1,5
Fosfato Tricalcico Caz(PO4), 15
Fosfato Octacalcico CagH»(P0O4)s.5H,0 1,33
Mono-hidrogeno fosfato de calcio CaHPO,4.2H,0 1,0
Mono-hidrogeno fosfato de calcio CaHPO, 1,0
Pirofosfato de célcio Ca,P,0, 1,0
Pirofosfato de célcio di-hidratado Ca,P,0,.2H,0 1,0
Fosfato Heptacalcico Cay(PsO1s)2 0,7
Di-idrogenofosfatotetracalcico CasH,Ps050 0,67
Fosfatomonocélcico mono-hidratado Ca(H2P0O4)2.H,0 0,5
Metafosfato de calcio Ca(POs), 0,5

1.4.2 Fosfato Tricalcico

O Fosfato tricélcico (B-TCP) apresenta-se como um outro importante membro
da familia dos fosfatos de célcio, com microestrutura romboédrica, permitindo que
ocorram substituicbes em sua estrutura por diversos complexos e metais, como 0
chumbo (Pb*?), cadmio (Cd*?), cobre (Cu*?), zinco (Zn*?), estréncio (Sr*?), cobalto
(Co*), ferro (Fe*®), fltor (F), cloro (CI), além dos grupos carbonatos (COs*) e

vanadatos (VO,*) (GUASTALDI e APARECIDA, 2010), sendo muito utilizado em

! Bioatividade: propriedade instrinseca aos biomateriais que se ligam ou aderem a tecidos vivos.

33



cirurgia cranio-maxilo-facial e ortopedia, em funcéo de sua similaridade com a fase
mineral dos ossos (TAVARES et al., 2013). O TCP, possui formas alotrpicas?
distintas para o composto tais como a a, o, 3. No entanto, ndo ha interesse
tecnologico para o’-TCP em funcdo de sua instabilidade quimica durante a sintese
(FRASNELLI e SGLAVO, 2016). Sua excelente biocompatibilidade bem como seu
perfil de bioatividade, estdo relacionados as propriedades fisico-quimicas,
particularmente em relagéo a afinidade quimica do composto com a fase mineral do
tecido 6sseo que consiste de uma HAP calcio-deficiente, incluindo na sua
composicdo uma variedade de cations e anions como COs*, Mg?*, F, Sr*, CI,
HPO,* (LeGEROS, 1993).

Em relacdo ao perfil fisico-quimico do B-TCP, é importante destacar que as
trocas ioGnicas entre grupamentos catidnicos e anidnicos do composto com 0 meio
fisiologico sao favorecidas, ja que apresenta um perfil de solubilidade maior que o da
HAP, o que pode influenciar no processo de reabsor¢do no microambiente. Desta
forma, se neste composto houvesse perfil de solubilidade inadequado, as trocas
ibnicas ficariam dificultadas (RENAUDIN, et al., 2017). Considerando otimizar a
resposta biolégica, o planejamento da sintese, bem como o entendimento de
questbes fundamentais sobre a estrutura do composto e topografia tornam-se

necessarios (Figura 5) (DAVISON et al., 2014).

2 Alotropia: Caracteristica de um material que possui mais de uma estrutura cristalina, sendo
dependente da temperatura e pressao.
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Figura 5. Microscopia Eletrénica de Varredura do B-TCP. Topografia de um corpo de
prova cilindrico apos o processo de sinterizacdo (Retirado de DAVISON et al., 2014).

1.5 Substituicdes ibnicas

Considerando os substitutos 0sseos sintéticos, a familia dos fosfatos de calcio
apresenta uma importante caracteristica, a propriedade osteocondutora, pois
permite a migracdo, adesado e proliferacdo de células formadoras de tecido 6sseo
sobre um arcabouc¢o. No entanto, busca-se otimizar esta propriedade desenvolvendo
um substituto 6sseo sintético com propriedade osteoindutora pela inclusdo de
substituintes na rede cristalina dos substitutos 6ésseos (BOSE et al., 2013). Logo, a
técnica de substituicdo ibnica incluindo elementos quimicos como Si, Zn, Li, Mg, Mn
e Sr em sitios especificos ou grupos na rede cristalina do TCP, pode afetar as
propriedades fisico-quimicas do composto, bem como a atividade biolégica mediada

pelos diferentes tipos de céations (BOSE e VAHABZADEH, 2017). Desta forma, estes
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materiais poderiam assumir diferentes comportamentos, tais como bioinertes,
bioativos e reabsorviveis (PIRES et al., 2015).

Os fosfatos de célcio produzidos em laboratério, sdo classificados como
substitutos 6sseos osteocondutores sintéticos (GUTIERRES et al., 2005). Neste
sentido, os sintéticos como os fosfatos de calcio, ganharam grande amplitude de
utilizacdo em funcdo de apresentarem Otima biocompatibilidade e permitirem a
adesao e proliferacdo de células 6sseas. Como eles ndo apresentam propriedades
osteoindutoras, muitos grupos de pesquisa ha area de biomateriais vém
concentrando esfor¢cos para promover mudancgas estruturais nos fosfatos de célcio
para que possuam, além da atividade osteocondutora, propriedade osteoindutora
(ZILM et al., 2016).

Apenas o grupo dos enxertos autélogos possuem as caracteristicas biologicas
ideais para um substituto 6sseo. Todavia, apresentam também desvantagens para o
doador, pois como se trata de um novo processo cirirgico pode potencializar
eventuais complicagées como risco de infec¢gdes, dor cronica local, limitado volume
a ser extraido da zona doadora, entre outras comorbidades geradas pela retirada do

enxerto (BAUMHAUER et al., 2014).

1.5.1 Metais monovalentes

A inclusdo de cations monovalentes (M*) como sédio (Na*), potassio (K*),
prata (Ag") e litio (Li") na estrutura cristalina dos fosfatos de calcio promove
alteracbes nas propriedades do composto, desta forma quando realiza-se a
substituicdo de calcio na estruturas dos fosfatos pela prata, pretende-se obter a

propriedade antibacteriana e no caso do litio, proporcionar a osteogénese (BOSE et
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al., 2013). Na atividade osteogénica, o litio atua na inibicdo da GSK3, um regulador
da via de sinalizagdo WNT, que por sua vez estd diretamente relacionada com a

atividade proliferativa da célula 6ssea (CHEN et al., 2007).

1.5.2 Metais bivalentes

Metais bivalentes (M**) tais como zinco (Zn?"), magnésio (Mg?"), estrdncio
(Sr**), cobre (Cu?") e cobalto (Co?"), desempenham papel na regeneracéo tecidual
Ossea face a direta relagdo com a osteogénese e angiogénese. Dentre estes cations
citados, vale destacar a participacdo do zinco, magnésio e estréncio (BOSE et al.,
2013). O zinco € um metal que atua no microambiente celular inibindo a atividade
osteoclastica e concomitantemente estimula a atividade osteoblastica através da

coativacao de metalopropteinases (FIELDING et al., 2012).

O magnésio é um elemento essencial e muito abundante no organismo
humano. Tem sido descrito em estudos in vitro, que doses de magnésio estavam
diretamente relacionadas a manutencéo da funcdo vascular via inducdo da sintese
de 6xido nitrico em células endoteliais, semelhante ao mecanismo de inducdo da
angiogénese pelo fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (BASRALI et al.,
2015; ZOU et al., 2011).

O estrbncio, por sua vez, corresponde a 0,035% do conteddo de ions calcio
presentes no esqueleto, melhorando o processo de regeneracdo Ossea por dois
mecanismos de acdo. Acredita-se que a primeira via seja pela ativacdo dos
receptores de calcio (CaSR) nos osteoblastos, 0 que simultaneamente eleva a
producdo de osteoprotegerina (OPG) com consequente reducdo dos niveis de

expressdo do ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL)
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(QUERIDO et al, 2016). O segundo mecanismo de acdo trata da
osteoblastogénese, mediada pelo estimulo da producéo do fator estimulador nuclear
Tc (NFATCc) e pela sinalizacdo da via Wnt, reduzindo a expresséo da esclerostina e
ativando o receptor do fator de crescimento de fibroblastos (FGFR) nos osteoblastos
Além disso, ocorre a ativagdo de vias de sinalizacdo que controlam os sinais
proliferativos como da fosforilacdo de PI3K, ERK1/2 e P38 que agem sobre na

manutencdo da homeostasia 6ssea (SAIDAK e MARIE, 2012).

1.5.3 Metais trivalentes

Ha certa caréncia em trabalhos na literatura relacionando a atividade de
substituintes trivalentes na estrutura cristalina de compostos ceramicos com suas
respectivas atividades biolégicas in vitro ou in vivo. Entretanto, vale ressaltar que os
ions traco presentes no tecido 6sseo estdo sob corrente investigacéo relacionando
tanto seus aspectos fisico-quimicos, como os biolégicos (SNEHA e SUNDARAM,
2015). Entre os metais trivalentes (M*"), destacam-se alguns elementos como o boro
(B®*") atuando sobre a osteogénese e angiogénese através da regulacdo de fatores
protéicos como o TGF-B e VEGF e ativacao do fator de transcricdo RUNX2 da via
osteogénica (SALAZAR, 2015). O manganés (Mn?"**) participa com implicacdes na
via de sinalizacdo do paratormdnio (PTH), fator regulador chave para ions calcio no
metabolismo e com o efeito do MNnSOD em neutralizar as espécies reativas de
oxigénio (ROS), jA que estas espécies tém participacdo na osteoclastogénese

(WAUQUIER et al., 2009).
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1.5.4 Atividade biol6gica dos ions ferro

O ferro (Fe*?*3), pertencente & familia dos metais de transicdo da tabela
periddica (grupo VIII), € o metal mais utilizado dentre todos os metais. Desde a
fabricacdo do aco até as mais complexas rea¢fes do organismo. Sua importancia
biolégica é pela participacdo em diversas funcdes dentre as quais destacam-se:
transporte de oxigénio no sangue de mamiferos (hemoglobina), no armazenamento
de oxigénio nos musculos (mioglobina), transporte de elétrons em plantas e animais
(citocromos e ferrodoxinas) e armazenamento e absorcdo de ferro (ferritina e
transferrina) (LEE, 1999). Além destas acdes na biologia dos seres vivos, 0s ions
ferro tém sido investigados diretamente como proposta terapéutica face a
propriedade magnética intrinseca de seus Oxidos formados, como na terapia do
cancer, promovendo hipertermia do tecido envolvido sob aplicagdo de um campo
magneético (HE et al., 2017). Especificamente no segmento ortopédico, observa-se
uma evolucao nas publicacdes cientificas utilizando fosfatos de célcio dopados com
ions ferro ndo somente relacionados aos aspectos fisicos e quimicos, como o seu
impacto na resisténcia mecéanica e nos aspectos cristalograficos e também na

formacdao de tecido 6sseo (KABIR et al., 2012).

1.6 Casca do ovo da galinha

A producéo industrial de ovos em 2008 atingiu patamares de 62 milhdes de
toneladas, com isso a producdo de cascas de ovos como residuo solido alcancou
6,82 milhGes de toneladas (OLIVEIRA et al., 2013). Esta importante fonte natural de
calcio permite muitas possibilidades de uso, inclusive na producdo de enxertos

0sseos para uso em cirurgias ortopédicas (KUMAR et al, 2012).
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Macroscopicamente, o ovo esté dividido em trés regides: a gema, clara ou albumen

e a casca (Figura 6).
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Figura 6. Componentes estruturais da casca do ovo. Adaptado de USDA (2000).

A composicao da casca do ovo da galinha (COG), aproximadamente 11% do
peso total do ovo, apresenta 94% de carbonato de célcio, 1% de fosfato de calcio,
1% de carbonato de magnésio, o0 que permite um amplo leque de aplicacbes desde
a agricultura até o setor da saude (WU et al. 2013). Além dos componentes
inorganicos presentes na COG, ha aproximadamente 4% de material organico, como

o colageno, polissacarideos sulfatados, entre outros (TSAI et al., 2006).

1.6.1 Componentes estruturais da casca do ovo da galinha

A COG possui uma regidao mais externa conhecida como regido cuticular, uma
intermediaria denominada de palisado e, na porcdo mais interna, a mamilar (KANG
et al., 2010). A regido cuticular é insolavel em agua, possui extensdo em torno de 10

a 30 um e esta acima de uma regido porosa. E composta por uma regido mais
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interna mineralizada (hidoxiapatita carbonatada) e outra mais externa composta por
matriz organica. Naturalmente, todo este conjunto tem como fung&o, a protecédo
contra invasores externos como parasitas, insetos, bactérias, etc (DENNIS et al.,
1996). Avancando para seu interior, encontra-se uma segunda regido conhecida
como matriz da casca, essa € uma regido mineralizada composta basicamente de
calcita, forma mais estavel de carbonato de calcio. Esta subdividida em outros dois
segmentos: regido conhecida como palisado formada pelos cristais de calcita
organizados em colunas verticais e a camada mamilar atuando como uma reserva
de ions calcio (ARIAS et al., 1993). Por fim, o nivel mais interno da COG apresenta-
se organizada tridimensionalmente em tripla camada, sendo composta
principalmente de colageno tipo X e que também funciona como uma barreira a

mineralizacdo (SOLEDAD FERNANDEZ et al., 2001) (Figura 7).

lgr&

o b . LI ‘. m-r
Figura 7. Microscopia eletrénica de varredura da casca do ovo. Regido cuticular (Cu);

regido da palisado (Pal); mamilar (M) e membrana da casca (SM) (Modificado de Dennis et
al., 1996).
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1.7 Tecido 6sseo como alvo terapéutico

O tecido 6sseo é composto de 70% de uma matriz inorganica (fosfato de
calcio) e 30% de material organico, enquadrando-o na condicdo de um material
compoésito. O planejamento racional de substitutos 6sseos sintéticos deve relacionar
a indicacdo terapéutica, aspectos fisico-quimicos do biomaterial, considerando
naturalmente todas as caracteristicas do tecido hospedeiro, inclusive os niveis
organizacionais de cada regido do tecido 0sseo durante seu desenvolvimento
(LIBONATI e VERGANI, 2016) (Figura 8). Adicionalmente, devem possuir um perfil
de reabsortividade adequado, permitindo que o composto sintético implantado
degrade-se ao mesmo tempo em que € substituido pelo tecido natural hospedeiro

(BOSE et al., 2013).

10 mm 100 pm 1um 800 nm 1nm

Figura 8. Niveis estruturais do tecido 6sseo. (A) Osso humano em macro escala,
considerando suas regides cortical e trabecular. (B) Micro estrutura Harvesiana, formada por
lamelas circunferenciais. (C) Regido de aprisionamento dos ostedcitos. (D) Aglomerados de
fibras de colageno. (E) Fibras mineralizadas de colageno. (F) Tropocolageno circundado por
nanocristais de hidroxiapatita carbonatada (Modificado de LIBONATI e VERGANI, 2016).

A homeostase do tecido 0sseo, assim como sua resposta ao trauma e as
manipulagcdes cirdrgicas depende das células 0sseas e os trés tipos celulares do
tecido 0sseo sdo o0s osteoblastos, os ostedcitos e o0s osteoclastos (KARSENTY,
2017). As ceélulas indiferenciadas possuem morfologia irregular, com nucleo unico,

poucas organelas e se mantém quiescentes e indiferenciadas até que sejam
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estimuladas a proliferar e diferenciar em osteoblastos, como ocorre ao longo do
processo de reparo de uma fratura. Os osteoblastos residem na regido perivascular
e nas membranas que revestem o 0sso externamente chamadas de peridsteo e nas
membranas internas conhecidas por enddsteo (BORGES; DE OLIVEIRA CALVET,
2015). Os osteoblastos sédo células derivadas da linhagem mesenquimal que
apresentam potencial de diferenciagdo osteoprogenitor mediado pelos fatores de
transcricdo Runx-2, DLx5 e Osx. Estes fatores atuando como agentes de regulacéo
positiva de outros genes fundamentais para o processo de diferenciagdo, como
CollAl, ALP, BSP, BGLAP, OCN (BAILEY et al., 2017; KARSENTY, 2017). Os
osteoblastos correspondem a aproximadamente 4% a 6% das células presentes na
estrutura 6ssea e, quando ativos, apresentam forma poliédrica ou ovalada.
Configuram-se como células com atividade sintetizadora de proteinas possuindo
processos citoplasméaticos que se estendem pela matriz ostedide em direcao aos
ostedcitos, mantendo contato e comunicacdo com estes (FLORENCIO-SILVA et al.,
2015).

Os osteoclastos estdo entre as maiores células do corpo humano, sendo
multinucleadas e com morfologia altamente irregular. Originalmente derivam de
linhagem hematopoiética sob influéncia de varios fatores como Fator Estimulador de
Colbnia de Macrofagos (M-CSF) secretado por células osteoprogenitoras e
osteoblastos, bem como o RANK-L secretado por osteoblastos que formam o
complexo RANK-RANK-L/Osteoprotegerina (OPG), favorecendo a
osteoclastogénese, e em Uultima analise o remodelamento 60sseo (FLORENCIO-
SILVA et al., 2015). Esta interagdo promove a expressao subsequente de outros
fatores osteoclastogénicos como o NFATcl e DC-STAMP. Contudo a interagdo com

fatores de transcricdio como PU.1, cFOs, MITF e NFAT atuam regulando a
43



expressdo de genes especificos para osteoclastos como TRAP e Catepsina
fundamentais para a atividade osteoclastica (KOBAYASHI et al., 2009).

Os ostedcitos correspondem a aproximadamente 90% das células do
esqueleto maduro. Estdo envolvidos por uma matriz mineralizada e combinados com
as ceélulas endosteais, atuando na homeostase do célcio sérico, além de
apresentarem um nucleo Unico, com numero de organelas correspondente ao grau
de atividade celular (WEI et al., 2015). Apresentam prolongamentos citoplasmaticos
longos que partem de seu corpo celular para contato com outras células da matriz
0ssea, que se estendem por mais de 90% da area total da matriz do osso maduro.
Com isso, faz com que estas células tenham contato com toda a matriz
mineralizada, participando no mecanismo de troca mineral entre o fluido 6sseo e o
sangue (AARDEN, et al.,1994). A compreensdo dos fatores que regulam a
homeostasia do tecido 6sseo € fator determinante para o aperfeicoamento e
desenvolvimento de tratamentos de doencas relacionadas ao sistema

musculoesquelético.

1.8 O setor econdmico da saude e os biomateriais

O aumento da expectativa de vida da populagcdo mundial tem sido observada
e estudos mostram que até 2030 haverd um incremento na ordem de 65% e 85%
para mulheres e homens, respectivamente, culminando em faixas etarias acima dos
85 anos (KONTIS et al., 2017). O Brasil atingirA o patamar de 210 milhdes de
habitantes em 2020 e neste sentido, a taxa de envelhecimento continuara
avancando e o pais alcancara 76,5 idosos para cada 100 jovens aproximadamente

(IBGE, 2017). Em termos absolutos, serdo 30,7 milhdes de pessoas com mais de 60
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anos (BODSTEIN, et al., 2014). Com esta tendéncia, tanto a industria na area da
saude quanto as universidades, caminham no sentido de pesquisar, desenvolver e
produzir dispositivos médicos, que possam atender as demandas, como peles
artificiais, substitutos 6sseos e cartilaginosos (TAMPA e HANGAN, 2014).

O mercado nacional de produtos para salude ocupa a nona posi¢cdo mundial
em relagdo ao subsistema de base mecanica, de eletronica e de materiais para o
complexo econbmico industrial da saude (MALDONADO, et al, 2013),
movimentando U$19,7 bilhdes em 2014 (crescimento de 249% entre 2007 e 2014) e
cerca de 20% deste montante foi gasto com dispositivos médicos implantaveis (DMI)
(ANS, 2016). Ademais, os dados da balanca comercial brasileira de 2015
apresentam a realidade em que o0 pais se encontra neste importante setor da
economia, com retracao nas importacdes entre os periodos de 2014 e 2015 (-14,5%)
e queda nas exportacdes. Estes dados ainda refletem uma situagcdo muito
desconfortavel face um pais continental como o Brasil e pelo numero de
universidades e industrias presentes neste segmento (Tabela 6) (ABIMO, 2013).
Alterar este cenario de déficit exige uma longa jornada diante do horizonte
desvantajoso de transicdo demografica até 2030, até que o Estado possa garantir
melhor acesso as tecnologias de salde, como as préteses ortopédicas, bem como o

atendimento universal de qualidade do SUS (FERMAM, 2015).
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Tabela 6. Balangca comercial brasileira - drea da saude (adaptado de ABIMO) Valores
arredondados para milhdes.
EXPORTACAO BRASILEIRA POR SEGMENTO - NCMS ABIMO EM US$ FOB

Segmento jan-out 2013 jan-out 2014 jan-out 2015 var. % 14\13 var.% 15/14
Consumo 297 307 273 3,2 11,1
Equip.Médico 62 56 64 10,9 14,1
Implantes 110 111 119 0,3 7,2
Laboratoério 31 74 80 141,8 7,5
odontologia 96 97 57 1,1 10,8
Radiologia 21 23 25 7,8 9,5
Total geral 617 666. 645 7,9 -3,2

IMPORTACAO BRASILEIRA POR SEGMENTO - NCMS ABIMO EM USS FOB
Segmento Jan-Out 2013 Jan-Out 2014  Jan-Out 2015 var. % 14\13 var.% 15/14

Consumo 1.049 1.031 985 -1,7 -4,5
Equip.Médico 833 876 670 51 -23,5
Implantes 608 626 506 3 -19,2
Laboratério 915 867 724 -5,2 - 16,5
odontologia 111 99 91 -11 -8,4
Radiologia 593 555 485 -6,5 -12,6
Total geral 4.111 4.055 3.460 -1,4 -14,7

Siglas: jan=janeiro, out = outubro, var = variacdo, Equip = equipamento. NCMS= Nomenclatura
comum Mercosul. FOB= Free on Boad.

Apesar dos importantes avancos no Brasil no campo econbémico e nas
politicas publicas de salude, estima-se que em 2004 cerca de R$ 575 milhdes
tenham sido gastos com cirurgias ortopédicas e deste montante, R$ 145 milhdes
foram destinados ao pagamento de préteses ortopédicas (SOARES, 2005). Dados
como estes apontam cada vez mais para relevancia deste setor para a economia do
pais, ja que estes valores sdo impactados pelos altos custos da materia-prima, com
titnio, bem como o seu processamento até o produto final (FARIA et al., 2012).

No Brasil, o parque industrial do setor de base mecanica, eletrbnica e de
materiais esta concentrado majoritariamente na regido sudeste (55,2%) (Figura 9).
No entanto, o mercado ainda passa por transformacdes no campo tributario, técnico
e regulatorio de forma a viabilizar, no futuro, uma relagcdo mais harmoénica com
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diferentes setores da sociedade brasileira e consequentemente contribuir com a

pesquisa e desenvolvimento de novos biomateriais e equipamentos medicos
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Figura 9: Distribuicdo regional complexo industrial da saude. (Modificado de: ABIMO,
2014).

De acordo com os dados apresentados até o momento, considera-se
fundamental que a relagdo entre a universidade e o setor industrial evolua de tal
forma que novos biomateriais possam surgir para beneficio da populagéo brasileira e
de toda a América do Sul. Esta realidade gera um grande desafio para ciéncias
guimicas e bioldgicas, bem como para muitos setores governamentais.

Portanto, faz-se necessario usar o poder transformador da ciéncia para o
desenvolvimento de novos biomateriais que possam contribuir com o arsenal

terapéutico do tratamento das lesbes ortopédicas associadas a perdas 6sseas.
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2 JUSTIFICATIVA

No campo de pesquisa dos substitutos 0sseos ceramicos sintéticos, em
especial a HAP e o B-TCP, h& vasto relato cientifico. Estes materiais ceramicos
biodegradaveis ou reabsorviveis, sdo empregados quando se deseja que o0 enxerto
seja totalmente reabsorvido e substituido por tecido 6sseo normal. A inclusdo de
ions ferro na estrutura cristalina do composto, visa promover efeito indutor do
fenétipo osteogénico, sem perder a caracteristica de osteoconducédo. Dentre as
dificuldades encontradas na elaboracdo de biomateriais que servirdo como
substituto 6sseo estdo: a manutencao da resisténcia mecanica, controle das taxas
de solubilizacdo e crescimento do tecido 6sseo, e estabilidade na interface entre o
biomaterial e o tecido hospedeiro.

Sendo assim, o desenvolvimento de um substituto ésseo com perfil fisico-
guimico que atenda as exigéncias fisiologicas, como perfil de solubilizacéo in situ e
biocompatibilidade, poderia levar a futuras pesquisas clinicas, além de incentivar
politicas publicas de acesso da populacédo a tecnologias destinadas ao tratamento

de perdas 6sseas com baixo custo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

O objetivo central deste projeto é sintetizar um substituto de tecido 6sseo, um
ortofosfato de célcio dopado com fons ferro (Fe**) a partir de uma fonte natural de

ions calcio, a casca do ovo da galinha.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Sintetizar fosfatos de céalcio dopados com fons Ferro (Fe*"), nas
concentracfes de 5, 10, 15 e 20% mol do cation como fase majoritaria da
sintese;

3.2.2 Avaliar o nivel de complexidade da sintese pela analise de eventuais
fases indesejadas;

3.2.3 Verificar a capacidade de adesédo das células MG63 cultivadas em
presenca do fosfato de célcio dopado com Fe** e na casca de ovo da galinha;
3.2.4 Avaliar a viabilidade celular para a casca de ovo da galinha e para os

demais compostos dopados.
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4 MATERIAL E METODOS

Utilizando a COG da espécie Gallus Gallus domesticus (galinha de granja)
obtida do consumo doméstico, a metodologia deste trabalho foi segmentada em trés
fases. Na primeira, foram realizadas as etapas de preparo das COG e sintese
quimica dos compostos alvo: B-TCP e B-TCP cation substituido. Na segunda fase,
iniciaram-se as operagbes de processamento e caracterizacdo dos compostos
produzidos na fase anterior e, na terceira fase, foram feitos testes biol6gicos para
verificar alguns dos parametros de biocompatibilidade inerentes aos compostos
ceramicos, produzidos com diferentes concentracdes do cation Fe®* como descrito

no fluxograma resumindo (Figura 10).
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Figura 10. Desenho experimental do estudo. Da obtengdo da matéria-prima de origem
natural até a sintese dos compostos BTCP e BTCP cation substituido. C.O.G. : casca do ovo
da galinha ; TCP : tricalciofostato
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4.1 Reagentes quimicos

Para a realizacdo de todas as reagfes quimicas, foram preparadas diferentes
solucdes a partir dos reagentes grau para analise (P.A): acido nitrico (HNO3;, Merck
Millipore, Darmstadt, Alemanha), hidrogeno fosfato de aménio [(NH4),HPO3], Merck
Millipore], hidréxido de amonio (NH,OH, Merck Millipore) para a correcao do pH das
reacOes, carbonato de célcio (CaCOs;, Merck Millipore) e Cloreto férrico (FeCls,
Merck Millipore). Além destes reagentes, as solu¢des utilizadas em todas as reacdes
tiveram como diluente agua destilada (FreseniusKabi Ind. Bras.), alcool 70°(Via
Pharma Ind e Com.) e COG como fonte de ions calcio.

4.2 Fase |: preparo das COGs e sintese quimica
4.2.1 Preparo das COGs

As COGs, apos a coleta, foram lavadas em agua corrente para retirada de
contaminantes superficiais e, posteriormente, mantidas em solu¢do desincrustante a
20% (desincrustante natural Higimed®- Biomecanica Ind. Com.) por 2 h, a 60°C, para
facilitar a remocao de matéria organica residual. Apos este periodo, as GOGs foram
novamente lavadas em &gua corrente para retirada da solucdo desincrustante.
Posteriormente, iniciou-se a retirada manual da membrana interna.

Ao final deste processo, as COGs foram trituradas e lavadas novamente com
agua corrente e alcool 70°. Por fim, o material de partida foi encaminhado a estufa
para secagem a temperatura de 70°C por 3 horas e armazenado para uso posterior

(Figura 11).
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Figura 11. Casca de ovo da galinha triturada ap6s limpeza (arquivo pessoal).

Desse modo, para a obtencéo do fosfato e célcio a partir da casca do ovo da

galinha com diferentes substituintes cationicos, seguiu-se a metodologia a seguir.

4.2.2 Obtencéao do nitrato de calcio [Ca(NO3),].

O nitrato de calcio, composto intermediario para a producdo do substituto
0sseo proposto neste trabalho, foi obtido por duas vias: a primeira utilizando o
carbonato de célcio a partir da casca do ovo da galinha (GOMES et al. 2012). A

eqguacao quimica abaixo descreve a rota utilizada.
Equacéo 1: CaCO3; + 2HNO3; - Ca(NO3), + CO;, + H,0O

Para a producéo da solugéo estoque, partiu-se de 20 g de COG previamente
preparada (item 4.2.1). Esta massa foi levada a um bécher e, ap6s levemente ser
umedecida com agua destilada, iniciou-se o gotejamento lento de 500 mL de &cido

nitrico 1M, a 40°C sob agitacdo moderada em capela de exaustdo por 24h. Apés
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este periodo, foi observada uma solucdo amarelada com residuos remanescentes
de casca de ovo e membrana interna. A solucao foi filtrada de tal forma a reter todo
o residuo sélido remanescente da reacgdo, para que estes valores entrassem no
calculo da concentracao teorica da solugédo. Apés todos os devidos descontos das
massas nédo reagidas, chegou-se ao volume final de 471,2mL de solugao de nitrato
de célcio a partir da casca do ovo da galinha na concentracao de 0,36 molar (Figura

12).

Figura 12. Processo de obtencdo do nitrato de célcio a partir da casca do ovo da
galinha. Gotejamento lento de acido nitrico (1 molar) sob aquecimento e agitacdo moderada
(Arquivo pessoal).
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4.2.3 Sintese do fosfato de célcio a partir da COG.

Para esta operacéo, partiu-se das concentracdes tedricas contidas na solugcao
estoque de nitrato de calcio obtidas na etapa anterior, conforme apresentado no item
4.2.2. Em um baldo de fundo chato de 500mL com trés bocas, foram adicionados
30mL da solucéo de nitrato de célcio a partir da casca de ovo da galinha e sob forte
agitacao, o sistema foi aquecido a 40°. Ao atingir a temperatura planejada, iniciou-se
0 gotejamento lento (3 mL/min.) da fonte de fosfato [(NH4),HPO,4] com a solucédo de
hidréxido de amonio 3 M para o ajuste do pH em 7,0 (Figura 13). ApGs completar o
gotejamento, o0 sistema manteve-se nas condi¢cdes de agitacdo e temperatura por 60
min. A equacdo 2 apresenta a rota de sintese utilizada como referéncia para
alcancar um dos composto objeto do estudo, o TCP (CARRODEGUAS e AZA,

2011).

Equacéo 2:
10Ca(NO3); + 6(NH4)HPO, + 8NH,OH > Cag(HPO,4)(PO,4)s(OH) + 20NH4NO3
+6H,0

A
Cag(HPO4)(PO4)5(OH) - 3Cﬂ3(PO4)2(S) + nH>O (g)

Ao final da reacao foi observada a formacdo de um precipitado branco que
posteriormente foi lavado até pH 7,0 e levado ao envelhecimento® por 24 horas em
temperatura ambiente. Ao término do periodo de envelhecimento, o precipitado foi

filtrado e levado para um ciclo de secagem a 70°C/24h. Este processo de lavagem

* Envelhecimento: terminologia utilizada em analise gravimétrica relacionada a transformacdes

irreversiveis em precipitados sob condi¢des controladas, como crescimento de cristalitos.
54



foi realizado com o intuito de promover a solubilizacdo de eventuais compostos

formados ao longo da sintese.

LIQUIDOS INFLAMAVELS

LV

SUBSTANCIAS TOXICAS

————

Figura 13. Sintese dos fosfatos de célcio dopados com ions ferro. Reacg6es contendo
5%, 10%, 15% e 20% em mol de cations Fe*', a partir da COG. Reacdes realizadas em
capela de exaustdo, com temperatura, volume e agitagéo controlados (arquivo pessoal).

Ap6s o periodo de secagem em estufa, o “pé verde™ foi levado ao almofariz
para desaglomeragcdo na menor granulometria possivel e acondicionado em
dessecador para posterior processamento (conformagcdo mecéanica e sinterizacao),

caracterizagcado e ensaios biologicos.

4.2.4 Sintese do fosfato de célcio cation substituido

Conforme apresentado no fluxograma (Figura 10), foram produzidos quatro

grupos de compostos, para a realizacdo das dopagens. Cada grupo respeitou a

* P6 verde: terminologia utilizada para identificar o material solido antes de passar pelo tratamento
térmico. Neste caso especifico,sinterizagdo em forno mufla a 1000°C.
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razdo molar Ca®/P ‘e metal substituinte em 1,5. Estas diferentes relacdes em
percentual molar para cada metal foram calculadas de modo a manter a fase
cristalina do B-TCP. Utilizando o mesmo vaso de reagédo da etapa de producéo do
composto nao dopado, um segundo funil de separacgéo foi adaptado para a insercéo
dos reagentes doadores dos cations Fe**(FeCl; em diferentes percentuais em mol)
substituintes para as respectivas substituicbes no sitio célcio do composto

correspondente (Tabela 7).

Tabela 7. Distribuicdo em massa para os grupos do ferro.

Cations 5 %mol 10 %mol 15 %mol 20%mol
Fe?* 0,15g 0,29g 0,44g 0,59g

Ao finalizar o gotejamento, a suspensdo foi novamente levada ao
envelhecimento por mais 24h com posterior lavagem, filtracdo, secagem por 24
horas. Ap6s a secagem, os compostos foram armazenados e levados para o

tratamento térmico. A equacao 3 ilustra a etapa reacional (LAZORYAK et al., 1996).

Equacéao 3:

A

Cagx FeX(HPO4)(PO4)5(OH) - 3 Casy FeX(PO4)2(3) + nH,0 (g)

4.2.5 Processamento do material

Esta etapa compreende a conformagdo mecéanica dos corpos de prova e

sinterizacdo dos mesmos. Os corpos de prova foram produzidos na forma de
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pastilhas utilizado uma prensa hidraulica (Bovenau P10ST, S&o Paulo, Brasil),
carregando a matriz com 150 mg do po sintetizado sob 2 toneladas de for¢ca. Todas
as amostras (corpos de prova e p0s) produzidas foram conduzidas ao tratamento
térmico em forno mufla (Graphite Furnace Atomizer, Shimadzu — GFA.EX7, Kyoto -
Japéo) para a conversao do p6 (verde) na fase cristalina do fosfato de calcio
produzido. A temperatura de sinterizagéo foi padronizada em 1000°C com rampa de
5°C/minuto e patamar de 2 horas. Ao finalizar esta etapa, todas as amostras obtidas

foram conduzidas para ensaios de caracterizacdo das fases e analise quimica.

4.2.6 Conformacao mecéanica e tratamento térmico

Os pos secos em estufa foram levados a prensagem uniaxial (2 toneladas),
obtendo discos de 8 mm de didametro. Apés esta etapa os corpos de prova foram
levados a sinterizacdo para futura esterilizacdo e ensaio de adeséo celular (Figura
14).

2mm

Figura 14. Corpos de prova de fosfatos de célcio dopados obtidos a partir da
COG. Sinteses com diferentes percentuais em mol de ferro apds prensagem uniaxial.
Fe** 5%mol (A), Fe** 10%mol (B), Fe*'15%mol (C), Fe** 20%mol (D). Barra de escala
corresponde a 2mm.
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4.3 Caracterizacdao fisico-quimica

Complementando a etapa experimental, foram realizadas diferentes analises
para caracterizacdo das fases do carbonato de calcio a partir da casca do ovo e dos

fosfatos de calcio sintetizados.

4.3.1 Difragao de raios X

Os solidos sintetizados foram inicialmente submetidos a identificacdo das
fases presentes com a utilizacdo de um difratbmetro de raios X (Philips
modeloX Pert, Einhover, Holanda) - monocromador de Cobre (raios X tipo Ka) e
tubo operacional de 40 KV e 30 mA, no Laboratério de Difracdo de raios X do
Instituto Militar de Engenharia. A identificacdo das fases foi realizada pelo software
X'Pert High Score plus com base nas fichas cristalograficas padrdo JCPDS (Joint
Committee on Powder Difraction Standards).

O principio geral da difracdo de raios X concentra-se na captacédo de feixes
difratados de atomos em arranjos regulares no espaco da rede cristalina. O angulo
20 esta relacionado diretamente com o espaco interplanar e por intermédio da
equacdo fundamental de Bragg (lei de Bragg) € possivel identificar parametros
relevantes para a identificacdo de fases  cristalinas de  sélidos
(SURYANARAYANA,1998). A Figura 15 apresenta um difratograma de raios X do

composto B-TCP.
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Figura 15. Difratograma de raios X do -TCP (Adaptado de TORRES et al., 2015).

4.3.2 Espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de espectroscopia por infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), (Shimadzu, IR Prestige-21, Japdo) permite identificar os grupos quimicos
funcionais presentes nos compostos. Trata-se de uma técnica de grande utilizacao
em diversas areas da ciéncia como nas areas de sintese organica, inorganica e
biolégica, onde de maneira complementar a outros tipos de andlises como, a
difracéo de raios-X, permite confirmar o composto sintetizado. As moléculas, quando
submetidas a um campo eletromagnético, absorvem energia respondendo por um
mecanismo de excitacdo vibracional justificado pela variacdo periddica dos dipolos

elétricos dos compostos durante as vibracdes. Portanto, o resultado disso € um
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espectrograma apresentando bandas de absorcdo de energia especifica de cada

grupo funcional (TORRES et al., 2015) (Figura 16).
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Figura 16. Espectro de infravermelho por transformada de Fourier de B-TCP
magnesiana (Adaptado de TORRES et al. 2015).

4.3.3 Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e espectroscopia de reaios X

por dispersao de energia (EDS).

A andlise por MEV avaliou a morfologia superficial dos p6s e das pastilhas
submetidas ao tratamento térmico, enquanto que por EDS (Oxford Inc. Abingdon
Oxfordshire,UK) permitiu a andlise qualitativa de sua composi¢cdo elementar. As
analises foram realizadas no laboratdrio de microscopia da universidade Federal do
Rio de Janeiro. Para a realizacdo deste experimento, as amostras foram
devidamente depositadas sobre uma fita dupla face de carbono em um suporte de
aluminio onde, posteriormente foram observadas no MEV (modelo Quanta 250,

Thermo Fisher Scientific, Oregon, USA), operado em 30 kV com deteccdo de
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elétrons secundarios. Os espectros de raios X foram adquiridos por 3 minutos e as
energias dos raios-X especificos de cada atomo (picos Ka e Kb) mostradas em

espectros.

4.4 Ensaios bioldgicos

Em funcdo das diferentes substituicbes e suas respectivas concentragoes,
considerou-se fundamental a realizacdo de alguns dos ensaios padronizados pela
norma internacional que trata dos ensaios biolégicos para dispositivos médicos (ISO

10993-5, 2003).

4.4.1 Ensaios de citotoxicidade in vitro — direto e indireto

Para o ensaio indireto de citotoxicidade, 200 mg dos compostos sintetizados
foram acondicionados em microtubos de 1,5 mL e levados para esterilizacdo em
autoclave (121°C/1,5h). Em seguida, foi adicionado 1mL de meio DMEM (n&o
suplementado) em cada tubo durante o periodo de 72h em estufa a 37°C com 5% de
CO,, umidade de 95% (Panasonic, modelo MCO-19AIC-PA, Gunma, Japao) para a
extracdo de possiveis componentes sollveis que pudessem apresentar efeitos
toxicos as células. Com base nestas informacdes, € possivel inferir, quais
compostos evoluiriam para testes bioldgicos complementares.

Células de linhagem de osteossarcoma humano - MG63 em terceira
passagem foram utilizadas para o0 ensaio indireto, sendo expandidas
concomitantemente ao periodo de extracdo de componentes solUveis das amostras.

Foram semeadas 3x10° células por poco em placa de 96 pocos de fundo

chato em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino. Quando em
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confluéncia de 80%, as células foram incubadas com os meios de extragcdo em

estufa a 37°C/5% CO, por 24 horas nas seguintes condigdes:

Grupo 3. Controle negativo (células tratadas com meio DMEM)
Grupo 4. Ferro 5% mol

Grupo 5. Ferro 10%mol

Grupo 6. Ferro 15% mol

Grupo 7. Ferro 20% mol

Grupo 8. CaCO3 (COG)

Grupo 9. TCP

Apos o periodo de incubacéo, a viabilidade celular foi avaliada pelo método
de reducdo do MTT. Inicialmente 10 puL de uma solugéo de MTT> a 5mg/mL foram
adicionados aos 100 microlitros de meio de cultivo em cada poco e incubada por 2
horas a 37°C. Posteriormente, o meio foi descartado e foram adicionados 50 pL de
dimetil sulféxido (DMSO — P.A) por poco, seguindo para agitacdo por 5 minutos, com
posterior analise em comprimento de onda de 570 nanbémetros (Glomax-multiR
Promega Biotecnologia, Campo Belo, Sao Paulo - Brasil). Por fim os dados da leitura
foram tratados em software GraphPad Prisma 5.0.

Para o ensaio direto de citotoxicidade os pos sintetizados e conformados em
pastilhas (secéo 4.2.6) foram esterilizados em autoclave (121°C/2h). Posteriormente,
as células de linhagem MG63 foram cultivadas sobre as mesmas (1x10* células) por
periodo de 24 h em placa de 24 pocos. Somente no caso da COG optou-se em
utiliza-la diretamente (triturada), tendo esta passada por processos prévios de
limpeza e esterilizacdo, uma vez que a COG na forma de pd, ndo apresenta boa

agregacdo durante a compressdo. Vale destacar que a matéria-prima natural néo

® Ensaio MTT: O teste do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) € um teste
amplamente utilizado para determinagéo da viabilidade celular.
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poderia passar pelo tratamento térmico em funcdo da sua degradacdo a oxido de
calcio (CaO), ndo desejado para os experimentos planejados. Comparativamente,
planejou-se promover uma superficie desprovida da camada de glicoproteinas da
casca de ovo, com o intuito de comparar a adesao celular nos dois tipos de
tratamento. Desta forma, o material apds ter passado pelo processo de limpeza,
conforme metodologia deste trabalho (4.2.1), foi imerso em uma solucdo de
hipoclorito de sédio por 12 horas seguido de lavagem abundante em agua corrente.
Apés a realizacdo deste procedimento, o material seguiu para cultura celular nas
mesmas condi¢cdes anteriores, para observar o perfil de resposta celular as
superficies tratadas interna e externamente.

ApGs o periodo de incubacéo, os fragmentos de COG’s foram submetidos a
andlises por MEV. As células cultivadas nas superficies do material, foram fixadas
em glutaraldeido a 2,5% e posteriormente os corpos de prova foram submetidos a
desidratacédo seriada com etanol em diferentes concentragbes, sendo em seguida
cobertos com uma fina camada de ouro pelo método de “gold-sputtering” (Bal-tec,
modelo: SCD 005, Alemanha) para melhorar o sinal de elétrons secundarios e evitar

carregamento elétrico da pastilha.
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4.5 Analise estatistica

A comparacdo entre 0s grupos no ensaio indireto de citotoxicidade foi

avaliada pelo método de comparacao multipla de Dunn’s (GrapfPed Prism versédo

5.1), considerando o valor de p<0,05 como estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 Difracao de Raios X

Para a identificagdo das fases cristalinas, foi realizada a caracterizagcdo do
material utilizando o software Highscore Plus, aplicando a analise quantitativa pelo
método de Rietveld. Os resultados dos difratogramas foram analisados com base
nas fichas cristalograficas PDF (Powder Diffraction File) indexadas no programa
conforme ICDD (International Centre for Diffraction Data). Podemos observar as
fases do carbonato de célcio a partir da COG, TCP ndo dopado e dos poés
sintetizados a 5%, 10%, 15% e 20 % em mol de Fe*" (Figuras 17-22).

Foram identificados ao longo das andlises para a casca do ovo, picos
correspondentes as fases Calcita (CaCO; — PDF 00-005-0586), Dolomita
[CaMg(COs3), — PDF 00-014-0409] e Huntita [Mg3Ca(CO3), — PDF 00-036-0426] em
percentuais correspondentes a 64,4%, 17,8% e 17,8% respectivamente, de acordo

com a quantificagdo realizada por refinamento de Rietveld (Figura 17).
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Position [*2Theta] (Copper (Cu))

Figura 17. Difratograma de raios X de carbonatos de calcio a partir da casca do ovo da
galinha.
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A difracdo de raio X revelou que os picos correspondem a fase cristalografica ortorrdombica
do composto TCP, como fase majoritaria (91,3%) segundo a ficha PDF 00-009-0169 e como fase
secundaria obteve-se o pirofosfato de célcio (8,7%) PDF 00-009-0346, de acordo com analise

quantitativa (Figura 18).

Tricalcio fosfato

8000 T ca2p207

I. Cca3(Poa)2 A i

6000

4000

2000 L/\J\\J

20 30 40 50 60
Position [°2Theta] (Copper (Cu))

Figura 18. Difratograma de raios X do beta tricalcio fosfato obtido a partir da casca de
ovo da galinha. Amostra tratada a 1000 °C com patamar de 2 horas.

Quanto ao processo de dopagem, obteve-se uma reducdo em massa apos a
sinterizacdo na ordem de 14%. O difratograma correspondente a amostra com 5%
em mol de Fe*" apresentou duas fases distintas. Como fase majoritaria obtivemos o
composto tricalcio fosfato, indicando que ndo ocorreu efetivamente a substituicdo do
calcio por ions ferro na estrutura cristalina do composto e a fase hematita (Fe,O3)

(Figura 19).
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Figura 19. Difratograma de raios X da amostra dopada com 5% mol de ferro.
Composicao majoritaria correspondente ao tricalcio fosfato e setas indicando a presenta de
segunda fase (Fe,05).

Ao analisar a amostra correspondente a dopagem em 10% em mol de ferro,
verificou-se perda de 20% da massa apdés a sinterizagdo. Observa-se, entretanto, a
formacao do fosfato duplo de célcio e ferro [CagFe(PO,);] e dois picos (23,223° e
49,496° correspondentes a fase hematita (Fe,Os), conforme apresentado no

difratograma (Figura 20).
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Figura 20. Difratograma de raios X da amostra dopada com 10% mol de ferro. A fase
minoritaria corresponde a fase do fosfato de célcio dopado (1) e fase majoritaria ao 6xido de
ferro (hematita).

Podemos visualizar os resultados das fases obtidas durante a reacdo do
composto dopado com 15% em mol de ferro, verificando 22% de perda em massa
apos o tratamento térmico. As fases observadas séo o fosfato duplo de célcio e ferro

(fase minoritaria) e novamente a hematita como fase majoritaria (Figura 21).
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Figura 21. Difratograma de raios X da amostra dopada com 15% mol de Ferro.
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O primeiro ciclo de ensaios de caracterizagdo se encerra com a andlise de
difrac@o de raios X da amostra contendo 20% em mol de ions ferro. Destaca-se a
presenca de trés fases distintas, fosfato de ferro (FePO,), o fosfato de calcio e ferro
[CagFe(PO,)] e como fase majoritaria hematita (Fe,O3), com perda de massa ap0s a

sinterizacdo, em 24% (Figura 22).
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Figura 22. Difratograma de Raios X da amostra dopada com 20% mol de ferro.
Presenca de trés fases distintas sugere limite para a manutencdo de duas fases entre o
fosfato duplo de calcio e ferro e o 6xido correspondente.

5.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

A préoxima etapa de caracterizacdo visou a identificacdo dos grupos
funcionais das amostras sintetizadas, o TCP e os fosfatos dopados com ions ferro
nas concentracoes de 5%, 10%, 15% e 20% em mol. Para o TCP nao dopado,
observa-se modo vibracional de estiramento (v4) de grupos fosfato entre 550 cm™ e
611 cm™, além do modo de estiramento simétrico (v1) de fosfatos entre 1047 cm™ e
1119 cm™. No entanto, ndo foi verificada banda de O-H na regi&io 1 do espectro,
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confirmando a auséncia de fase hidroxiapatita, mas notamos a banda de baixa

intensidade em 3446 cm™ correspondendo a 4gua de adsorcéo (Figura 23).
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Figura 23. Analise por Infravermelho do fosfato de calcio ndo dopado.

Na reacdo de dopagem com ferro 5% mol de ferro, observou-se o padréo
morfolégico de bandas semelhante aos outros grupos dopados com ferro, mas sem
o efeito da dopagem, apresentando modo vibracional de estiramento simétrico (v4)
dos grupos fosfato entre 551cm™ e 1137cm™ e banda de carbonato em 1454 cm™.
Adicionalmente, em 1752 cm™ verifica-se banda de HPO4? e em 2922 cm™ com

modo vibracional de estiramento de ligacdo O-H (Figura 24).
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Figura 24. Analise por infravermelho da amostra dopada com 5% mol de ferro.

Na sintese do fosfato de célcio dopado com 10% em mol de ferro observou-se
0 mesmo padrédo de espectro de infravermelho, no entanto algumas bandas surgem
em numero de ondas diferentes, como resposta a entrada de mais cations
substituintes. Desta forma, verificou-se modo vibracional de estiramento simétrico
(v4) dos grupos fosfato em 551cm™ e 598 cm™ , banda de carbonato em 868 cm™ e
modo de estiramento de fosfatos (v3) em 1147cm™, além de banda de carbonato em
1464 cm™. Ja em 1738 cm™ observou-se banda de HPO4? e em 2922 cm™

repetindo-se o modo vibracional de estiramento de ligagcdo O-H (Figura 25).
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Figura 25. Analise por Infravermelho da amostra dopada com 10% mol de ferro

Na sintese do fosfato de célcio dopado com 15% em mol de ferro, verificou-se
modo vibracional de estiramento simétrico (v,4) dos grupos fosfato em 551cm™ e 602
cm™, banda de carbonato em 887 cm™ e modo de estiramento de fosfatos (v3) entre
942 e 1156cm™. Identificou-se banda de carbonato em 1464 cm™ e em 1742 cm™
observando banda de HPO42 Em 2922 cm™ ocorre o modo vibracional de

estiramento de ligacdo O-H (Figura 26).
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Figura 26. Analise por infravermelho da amostra dopada com 15% mol de ferro.

Finalizando a etapa de caracterizacdo via infravermelho, a amostra
correspondente a 20% em mol de ferro destaca um padrdo semelhante de bandas
de fosfato entre 551cm™ e 1156 cm™. Além disso, observa-se uma reducdo na
intensidade das bandas que corresponde a ligacdo O-H (2925 cm™) e banda na

faixa entre 1900cm™ e 2200cm™ (Figura 27).
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Figura 27. Analise por Infravermelho da amostra dopada com 20% mol de ferro

5.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV) / espectroscopia de raios

X por Energia Dispersiva (EDS).

Apés a caracterizacdo dos compostos sintetizados, foi realizada a avaliagéo
topografica do corpos de prova por MEV, bem como a anélise semi-quantitativa dos
elementos quimicos que comp&em as amostras pela microandlise via EDS.

As imagens em MEV revelam superficie irregular dos corpos de prova, em
menor e maior aumento, dopados nas concentracdes de 5%, 10%, 15% e 20% em

mols de ions ferro (Figura 28, A-D’).
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Figura 28. Microscopia eletronica de varredura das pastilhas de fosfato de calcio
dopadas com ferro: eletromicrografia do fosfato de célcio com 5% mol de ferro (A-A’),
10% mol de ferro (B-B’), 15% mol de ferro (C-C’), e 20% mol de ferro (D-D’), em maior e
menor aumento.
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As relagbes semi-quantitativas obtidas pela EDS dos corpos de prova
dopados, revelam progressivo aumento da intensidade dos picos para os ions ferro

na regido estudada da amostra (Figura 29, A”’-D”).
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Figura 29. Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS). Gréafico correspondente a
presenca de ferro nas amostras dopadas com 5%, 10%, 15% e 20% (A”, B”,C”, D”)

respectivamente.

A Tabela 8 apresenta a distribuicdo percentual em massa dos elementos

correspondentes as dopagens, destacando a variacdo de ferro em 20% mol.

Tabela 8. Analise semi-quantitativa das dopagens por EDS

ions Fe 5% Fe 10% Fe 15% Fe 20%
Ca 25,60% 22,8% 20,1% 18,7%
Fe 1,68% 3,01% 5,73% 2,87%

P 20,30% 20,05% 19,22% 19,15%
(@) 39,00% 41,20% 42,83% 46,56%
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5.4 Ensaios Bioldgicos

5.4.1 Ensaio indireto de citotoxicidade

ApGs o periodo de cultivo das células com os meios de extragdo conforme
apresentado no item 4.4.1, verificou-se pela quantificagdo do ensaio de reducao do
MTT que ndo houve diferenca significativa entre os grupos por analise de variancia

(P=0,423) (Figura 30).
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Figura 30:Ensaio de viabilidade celular por MTT. Viabilidade das células MG63 expostas
por 24h a diferentes meios de extracao contendo fosfato de célcio dopado com ferro (5%,
10%, 15% e 20% em mol., células tratadas como meio DMEM suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Cel+Meio), tricalcio fosfato (TCP) ndo dopado e casca do ovo de galinha
(COG), ANOVA, n=3.

Silmultaneamente a realizacdo dos ensaios de viabilidade foi avaliada a
morfologia celular das condi¢cdes experimentais. Todas as imagens foram obtidas na
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regido central do poco ndo foram notadas alteragBes morfologicas significativas nas

células tratadas. (Figura 31).

Figura 31. Fotomicrografia da cultura de células MG63 tratadas com 0s meios
DMEM expostos aos fosfatos de calcio dopados. Células MG63 cultivadas sobre o
tricalcio fosfato (A), casca do ovo de galinha (B), fosfato de calcio dopado com ferro 5%
mol (C), 10% mol (D), 15% mol (E) e 20% mol (F).
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5.4.2 Ensaio direto e avaliagdo morfolégica da células MG63

O ensaio direto de citotoxicidade foi realizado cultivando as células nas
superficies das amostras (COG e pastilhas dopadas com ferro a 5%, 10%, 15% e
20% mol), confrontando com os resultados do ensaio indireto

Foi observado, entretanto, que as células MG63 ndo aderiram a nenhuma das
duas superficies, interna e externa da COG. Este dado, sugere que pelo menos as
camadas mais superficiais da casca do ovo conferem caracteristica inerte ao
material, ndo favorecendo o reconhecimento biologico pelos receptores de

membrana relacionados a adesao (Figura 32).

dot  4/25/2017

Figura 32. Microscopia eletronica de varredura de cultura celular sobre as superficies
da casca do ovo. Avaliagdo da superficie externa (A-B) e superficie interna (C-D) apés
cultura de céulas por 24 horas.



No entanto, ap0s o processo de limpeza e tratamento por 12 horas com
hipoclorito de sédio, foi observado perfil diferente de resposta celular as superficies
interna e externa. A populacdo de células MG63 aderiu as superficies da COG,

sugerindo comportamento bioativo do material (Figura 33 A-F).
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Figura 33. Microscopia eletronica de varredura da casca do ovo nas superficies
externa e interna apés tratamento com hipoclorito de sddio. Cultura das células
MG63 apos periodo de incubacdo de 24 horas. Superficie externa (A-D) e superficie
interna (E-F).
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As avaliacdes morfologicas das células cultivadas sobre os fosfatos de célcio
dopados com ferro 5% mol e 10%, mol revelou excelente perfil de adesao celular
sobre todas as amostras, sendo possivel evidenciar espraiamento das células e
seus prolongamentos citoplasmaticos sobre o material (Figura 34, A-D). Em relacdo
ao efeito na superficie do composto, apdés a cultura, verifica-se solubilizacdo da

amostra gerando formacao de poros superficiais (Figura 34, E-F).

Figura 34. Cultura celular sobre um corpo de prova de fosfato de
calcio dopado com ferro 5% e 10% mol. (A), Fotomicrografia do corpo
de prova de fosfato de calcio dopado com ferro 5% mol, em menor
aumento (B), ferro 5% mol, em maior aumento (C), ferro 10% mol, menor
aumento (D). ferro 10% mol, em maior aumento
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Foram também realizadas as avaliagbes por MEV das células MG63
cultivadas sobre fosfato de célcio dopado com ferro 15% mol e 20 % mol. Verificou-
se uma excelente adesdo das células MG63 sobre os dois matérias além da
manutencao do perfil de solubilizacdo da superficie apds 24horas de cultura (Figura

35, A-F).
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Figura 35. Cultura celular sobre um corpo de prova de fosfato de calcio dopado com
ferro 15% e 20% mol. (A), Fotomicrografia do corpo de prova de fosfato de calcio dopado
com ferro 15% mol, em menor aumento (B), ferro 15% mol, em maior aumento (C), ferro
20% mol, menor aumento (D). ferro 20% mol, em maior aumento



6. DISCUSSAO

6.1 O preparo da casca do ovo

O elevado volume descartado de cascas de ovos anualmente torna este
residuo uma rica fonte de carbonato de calcio, um grande atrativo para diversas
aplicacbes principalmente nos campos da agricultura, inddstria e farmacéutica
(LIPPENS et al, 2017). Conforme apresentado na equacdo 1 da metodologia, a
obtencdo da solugdo de nitrato de céalcio a partir da casca do ovo da galinha,
inicialmente teve sua motivacao na disponibilidade da matéria-prima, bem como nos
resultados alcancados nos célculos da energia livre de Gibbs que apresentaram
valores entre -30KJ/mol e -40KJ/mol em comparagdo com as rotas via acido
sulfurico e acido acético (GOMES, et al 2012).

A rota utilizada neste trabalho, via formacgéo do nitrato de calcio, permitiu um
bom controle das etapas de sintese e validacdo do processo com baixo custo de
producdo. A validacdo da solucdo de nitrato de calcio produzida a partir da fonte
natural foi realizada pela analise de quantificacdo por absorcdo atdémica de chama,
sendo fundamental para a padronizacdo do produto de partida, favorecendo a
realizacdo dos calculos estequiométricos para as etapas posteriores. Embora a
obtencdo da fonte natural de ions calcio seja simples, alcancar bons rendimentos
nesta operacao exige ajustes das condi¢cbes laboratoriais, tais como concentragao
do reagente de ataque, temperatura e tempo da reacao e definicdo da granulometria
da matéria-prima para que melhores rendimentos. Vale destacar que ao longo dos
experimentos, foi observado variagdo em 10% para menos na concentragcao do

nitrato correspondente em comparacdo aos valores dos calculos tedricos. De
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maneira alternativa, o nitrato de célcio pode ser obtido pela calcinacdo do carbonato
de calcio, reagindo posteriormente com acido nitrico (HOONNIVATHANA et al
2012),. Alguns autores utilizam a casca do ovo como fonte natural de ions célcio
para a producdo de substitutos 6sseos sintéticos, sendo a rota de conversao inicial
do carbonato de célcio em hidréxido de calcio muito utilizada, como apresentada na

equacao 4 (JIRIMALI et al., 2017).
Equacéo 4

CaCO; -2 » CaO +CO,

CaO + H,O0 — Ca(OH),

6.2 Difragcdo de raios X

Analisando o difratograma referente a casca de ovo da galinha, verificou-se a
presenca de trés fases cristalinas para a casca do ovo, a calcita, dolomita e a
huntita. Embora a literatura aponte que nas analises de difracdo de raios X a calcita
apresente-se como fase Unica, mesmo com a presenca de carbonato de magnésio
na matéria-prima, considera-se a composi¢cao quimica da casca do ovo da galinha
contendo de 94% a 97% de carbonato de célcio (MURAKAMI et al., 2007,
KING ORI, 2011). (VALE, et al., 2014). Para a realizacdo da analise quantitativa
basica por difracéo de raios X, utilizamos fichas CIF para as fases, respectivamente:
calcita (1812275), dolomita (1813618) e huntita (1813119) apresentando valor do gof

em 3,11.
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6.3 Dopagem com ions Ferro

Os processos de dopagem realizados introduzindo diferentes percentuais em
mol de ions ferro (5%, 10%, 15% e 20%), resultaram na formacdo de um fosfato
duplo de calcio e ferro [CagFe(PQO,)7] e um Oxido de ferro (Fe,O3) em todos os casos
de dopagem. Vale destacar, no entanto, duas situacbes em particular: Em primeiro
lugar, para a dopagem com 5% em mol de ions ferro, houve estabilizacdo da fase
tricalcio fosfato como fase majoritaria e uma segunda fase hematita minoritaria. Para
os demais casos houve formacéo do fosfato duplo, mantendo o éxido de ferro como
segunda fase. Para as producdes dos fosfatos com 10 e 15 % em mol, houve
manutencdo das fases correspondentes as de 5% em mol, no entanto, a fase
hematita assumiu a condi¢cdo majoritaria. No processo de inclusdo de ions ferro em
20% mol, uma terceira fase foi obtida, o fosfato de ferro. Estes dados sugerem que
h& um ponto de saturacao entre 5 e 10% em mol no processo de entrada do cation,
devendo ser analisado em experimentos futuros. Estes resultados corroboram com o
trabalho de SINGH, et al. (2017), onde identificou-se limite de 5% mol de ferro para a
manutengdo da fase B-TCP. Desta forma, dentro destes limites, a composi¢céo
quimica para substitutos trivalentes do sitio catibnico como o ferro seria Cas.

ay2Fe,(PO4)2 (RENAUDIN et al., 2017).

Os ions ferro ndo se apresentam aleatoriamente na estrutura dos fosfatos de
calcio, técnicas avancadas em refinamento estrutural auxiliam no mapeamento do
composto, identificando os sitios especificos de entrada dos ions ferro. Ao longo das
analises verificam-se valores referentes aos fatores de ocupacao para calcio e ferro
identificando valores negativos para a entrada de calcio em sitios especificos de

hematita. Além disso, para a entrada de ferro no sitio hexacoordenado de calcio (5)
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para o fosfato tricélcico, os valores de refinamento estrutural foram positivos
(DIEKENS, et al., 1974). A Figura 36 ilustra uma porcéo da célula unitaria do fosfato
duplo de célcio e ferro correspondente.

Kumar et al., (2016) propuseram a reacgao de entrada do ferro na estrutura do
fosfato tricalcico, via nitrato de ferro, obtendo o ortofosfato ndo reduzido (equacéao

5).

Equacéao. 5

9Ca(NO3), + Fe(NO3)s + 7(NH4);HPO, + 7NH,OH > CagFe(POy4)7 + 21 NH4NO; +

7 HO

Figura 36: Estrutura tridimensional do fosfato de célcio substituido com ions Ferro.
DistribuicAo dos atomos ao longo da célula unitaria romboédrica (arquivo pessoal.
Software Mercury verséao 3.6).

No que se refere a formacgéo do 6xido de ferro, diferentes etapas acontecem
simultaneamente até a formacao do ion férrico correspondente. Inicialmente ocorre a
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solubilizacdo da solucdo reagente (FeCls) em meio aquoso com 0 processo de
hidrélise favorecendo a formacdo de um estado transitorio reduzido (ion ferroso),
seguida de um segundo estagio de oxidacdo até o hidréxido correspondente

(equacdes 6 a 9) (VOGEL, 1981).

H20(|) +—> H+(aq) + OH’ (Equa(;éo 6)
Fe’* + H,0p «— Fe™ g+ H g (Equacéo 7)
Fe(OH)?* u + H2O +—> Fe(OH)2 g + H'aq) (Equac&o 7)
+ + B
Fe(OH)2 (ag) + H2O <+—> Fe(OH)3is) + H (ag) (Equagéo 9)

A partir da obtencédo do precipitado (hidréxido de ferro 1ll), a fase da hematita
€ convertida ao longo do tratamento térmico podendo sob condicfes especificas
levar o metal ao seu estado fundamental (MADEIRA et al, 2014). De acordo com
Benali, et al (2001), a formacdo do Oxido de ferro (hematita) passa pelo estagio
intermediario de um oxo-hidréxido (a-FeO.OH) até sua total conversdo em Fe,O3
(equacao 10). Desta forma, parece haver de fato um limite para a entrada de ferro
em sitios de calcio especificos e consequentemente levando o excedente a

formacdo da fase hematita.

(Equacéo 10)

a-FeO.0OH =2 a-Fe;, 03 -2 F304, 2Fe®

Desta forma, Lassoued et al.,(2017), obtiveram a hematita pelo método de

precipitacdo via umida com o cloreto férrico. Neste contexto, ha uma direta relagéo
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dos parametros de sintese, como temperatura, concentracbes dos reagentes em
solucéo, entre outros, com as caracteristicas cristalograficas do composto.

As alteracfes de cores do produto em p6 foram observadas a medida em que
aumentavam-se as concentracfes de cloreto férrico nas reacbes de dopagem,
iniciando com uma tonalidade vermelho-alaranjado em 5% em mol, até um tom mais
escuro em 20% mol. O ferro (metal de transicdo) e seus compostos, apresentam
elétrons d® que os caracteriza por nimeros de oxidacdo 2* e 3*. No processo de
transicdo d-d, os elétrons, ao absorverem luz branca, sdo conduzidos a transi¢cdes
do tipo tyg para ey, e desta forma as amostras assumem alteragdes de cores. O
processo de transi¢do dos elétrons d dos elementos de transicdo quando expostos a
luz branca, leva a absor¢do no campo do visivel, podendo ser verificada a diferenca

de coloracéo conforme apresentado na figura 16 (ROUSSEL, 1994).

6.4 Espectroscopia de Infravemelho por Transformada de Fourier

(FTIR)

Ao longo do processo de sintese de fosfatos de calcio, observou-se presenca
de fases secundarias, face a sensibilidade que estas reacdes apresentam. Todos 0s
parametros de producdo devem ser cuidadosamente planejados e executados de
forma a ndo se obter fases indesejadas na producéo. Vale destacar que para todas
as reacOes de dopagens, os resultados de difracdo de raios X apresentaram a
hematita como fase majoritaria para 10% e 20%mol, de tal forma que os espectros
de FTIR identificaram bandas de absorcao relativas a fases dos 6xidos metalicos

produzidos.
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Para a amostra referente ao fosfato tricalcico ndo dopado, a analise por FTIR
sugere a presenca do composto sintetizado, pois ao transcorrer 0 processo de
sinterizacdo a 1000°C/2h observamos banda de baixa intensidade em 745 cm™
caracteristica modo de estiramento correspondendo a banda de pirofosfato (P,0;%).
Ademais estes dados confirmam a informacéo apresentada pela difragao de raios X,
dada a auséncia de estiramento de grupo (OH) em 3.600cm™, bem como a néo
identificacdo de banda larga de H,O entre 2.800cm™ e 3.200cm™ (DESTAIVILLE, et
al., 2003).

Todos os grupos relativos as dopagens apresentam espectro semelhante,
variando em suas intensidades e posicionamento das bandas. No entanto, segundo
LAZORYAK, et al. (1996) bandas largas entre 2.500cm™ e 3.500cm™ caracterizam
sobreposicdo de banda de agua de adsorcdo na amostra e pico em 2900cm™
configurando presenca de préton relativo ao grupo hidroxila. Esses dados referentes
a esta faixa de andlise, podem estar relacionados ao efeito da instrumentacéo, ou
seja, como a preparacao para a analise requer a utilizacdo de brometo de potassio,
e este por possuir marcante carater higroscopico, favorece a adsorcdo de agua.
Embora usualmente considere-se banda de ligacdo metal-6xido em regides de baixo
nimero de onda (faixa entre 480 cm™ e 590 cm™, a utilizacdo da espectroscopia
Raman contribuiria para a identificacdo de bandas da ligacdo Fe-O. Outra
possibilidade frente a reducdo do alargamento e intensidade das bandas
compreendendo a faixa entre 2840 cm™ e 2950cm™ pode estar relacionada &
diminuicdo de agua de adsorcdo com o aumento do teor de Oxido de ferro na
amostra.

Corroborando esta teoria, bandas de absorcdo em 482cm™ sé&o

caracteristicas da ligacdo Fe-O correspondentes a fase hematita, entretanto todos
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os espectros das dopagens iniciaram a partir de 500cm™, ndo sendo possivel
observar a intensidade da banda de ligacdo Fe-O. Segundo BERARI et al. (2017), a
regido dos fosfatos (faixa que compreende 480-560 cm™; 600-900cm™ e 1000-
1150cm™) pode apresentar eventuais deslocamentos pela entrada de fons ferro, no
entanto, uma banda de absor¢cdo do grupo Fe-O muito préxima a regido dos
fosfatos, pode ter contribuido para a resposta do alargamento das bandas de
absorcdo apresentadas nos espectros 750cm™ — 1150cm™, caracteristicos da regido
de fosfatos. De acordo com Kumar, et al. (2017), as analises de FTIR apontam que
todos os compostos dopados com ions ferro apresentam-se no estado reduzido,
CagFeHp o(PO,4)7, embora os resultados de difragdo de raios X deste trabalho
apresentem dados correspondentes ao estado oxidado. Desta forma, analises
complementares sdo necessarias para elucidar esta questao.

Vale destacar que para as reacoes de substituicdo catidnica, os resultados de
difracdo de raios X identificaram a hematita como fase majoritaria da producao para
10% e 20%mol, de tal forma que os espectros de FTIR apresentaram bandas de
absorcéo relativas as fases dos 6xidos metalicos produzidos.

Outro fator importante com relagcéo a sintese esta no fato de o pH exercer um
importante papel na formacdo de fases, como os Oxidos de ferro, impactando no
comportamento das bandas de infravermelho. Como observado ao longo dos
processos de dopagens, identifica-se banda em 2930 cm™, sugerindo
correspondéncia a banda de O-H relativa a intercalacdo de protons da rede de

fosfato do composto reduzido [CagFeH(PO4)7] (BENARAFA, et al., 2000).

6.5 Anélise morfologica por MEV
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As imagens da superficie do material bem como a identificacdo qualitativa dos
elementos que compdem a amostra foram realizadas por MEV e EDS. Ao longo do
planejamento da producdo dos corpos de prova, buscou-se avaliar a superficie do
material observando uma rugosidade aparente. A topografia, composi¢do quimica e
a relacao lipofilicidade/hidrofilicidade da superficie sdo quesitos que vao ditar a
relacdo célula-biomaterial, pois irdo influenciar nos processos de adesdo e
proliferacdo celular (FEINBERG et al., 2008). Ademais, o aspecto qualitativo da
microanalise por EDS apresentou diminuicdo dos percentuais de calcio a medida em

gue aumentava-se o teor de ferro na solugéo reagente.

6.6 Ensaio indireto de citotoxicidade

O ferro e seus estados de oxidacdo Fe?* e Fe*' participam em diversos
eventos no corpo humano, como na fisiologia renal, circulatéria e mineral, na forma
de elementos traco. Desta maneira, pesquisa no campo de materiais ceramicos
apontam que substituicbes ibnicas em regides especificas na estrutura de
compostos como hidroxiapatita e fosfato tricalcico beta, podem promover alteracées
em suas propriedades fisico-quimicas e na resposta celular, direcionando-se por
exemplo para estudos de imagem em ressonancia magnética, sistemas de liberacéo
de drogas, separacdo de células e tratamento de tumores Gsseos por hipertermia
(GUPTA e GUPTA, 2005).

Considerando os dados da literatura que apontam a influéncia de
substituicdes iGnicas na estrutura cristalina de substitutos 6sseos ceramicos sobre a
resposta celular verificamos a influéncia do meio de extracdo do ativo sobre as

células MG63. A etapa experimental foi desenvolvida segundo critérios ja
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estabelecidos em normas internacionais (clausula 10.3.5 da norma ISO 10993) e a
andlise estatistica revelou ndo haver diferenca significativa de toxicidade entre os
grupos dopados com diferentes teores de ions ferro (p = 0,423).

Considerando o mecanismo de ag&o do ferro na diferenciagao celular, ainda
h& na literatura uma indefinicdo quanto a via bioquimica, embora uma grande
preocupacao concentre-se na efetividade da estimulacdo celular e no seu efeito
toxico. De acordo com Yamazaki e Hagiwara, (2009) o excesso de ions ferro
promove inibicdo da proliferacdo e diferenciacdo osteoblatica em células da
linhagem MC3T3-E1, quando utilizada a concentragcdo de 0,1ug/mL de citrato de
amonio férrico. Por outro lado, J& foi demonstrado o efeito positivo de 200ug/mL de
hidroxiapatita dopada com ions ferro sobre a viabilidade de celulas mesenquimais
apos 7 dias de ensaio (PANSERI et al., 2016). A inclusdo de ferro na estrutura de
fosfatos de calcio inibiu a transformacédo de fase B para a em fosfato tricalcico a
1250°C, e também promoveu resposta favoravel para diferenciacdo em osteoblastos
e proliferacéo celular na concentracao de 0,5% em massa. VAHABZADEH e BOSE,
(2016)

A cultura de células estromais de medula éssea de ratos em extratos e corpos
de prova de fosfatos de calcio com propriedades superparamagnéticas, nédo alterou
a viabilidade celular e induziu o aumento da expressdo de fosfatase alcalina,
colageno tipo |, osteoprotegerina e RUNX-2, que estdo associados a diferenciacao ,
bem como favoreceu a expressdo de VEGF e Oxido nitrico, associados a
angiogénese. No entanto, 0 aumento nas concentracdes de Fe®*" poderiam elevar os
niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) levando a estagios de citotoxicidade

(ZHANG , et al., 2015).
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A literatura aponta para fato de que respostas observadas em cultura de
osteoblastos na presenca de particulas de magnetita (FeszO4) isoladamente ou
recobertas com hidroxiapatita, chamam a atencdo ndo somente para a baixa
citotoxicidade induzida, mas para uma significativa expressao de fosfatase alcalina e

coldgeno sugerindo diferenciacdo celular (TRAN e WEBSTER , 2011).

6.7 Ensaio direto de citotoxicidade

Os experimentos in vitro, indicaram que a caracteristica da superficie do
substrato interfere na adesdo das célular no ensaio de cultivo celular sobre a casca
do ovo néo foi verificada ades&o celular satisfatoria. E possivel que isso ocorra em
funcdo da superficie externa que atua como barreira fisica contra agentes que
eventualmente poderiam ser nocivos ao embrido (DENNIS, et al.,1996). Uma vez
removida a camada orgéanica através de tratamento quimico de superficie, as células
passaram a aderir na superficie da COG. Logo abaixo desta camada de material
organico ha uma segunda barreira, constituida de cristais de hidroxiapatita (ARIAS,
et al., 1993; DENNIS, et al., 1996). Desta forma, o. residuo assume comportamento
nao inerte

Imagens de MEV mostraram que células MG63 foram capazes de aderir
sobre os corpos de prova, indicando biocompatibilidade e permitindo o processo de

adeséao para todos 0s grupos.
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7. CONCLUSOES

A proposta de sintese de fosfatos de calcio dopados com diferentes
concentracdes de ions ferro a partir da casca do ovo da galinha, permitiu a formacéo
de formacéao de ortofosfato duplo de célcio e ferro [CagFe(PO4,);]. A concentracéo de
5% em mol de ions ferro ndo levou a formacdo do composto dopado, estabilizando a
fase TCP e formacdo minoritaria hematita, enquanto que nas concentracdes de
10%mol e 15% mol houve formacdo do ortofosfato duplo de calcio e ferro e
hematita. No entanto, a reacdo com 20%mol de ferro indicou ponto maximo para a
entrada de ions ferro pela formacdo de uma terceira fase, o fosfato de ferro. De
maneira complementar aos resultados das sinteses, todos 0s grupos sintetizados
demonstraram boa capacidade de adesao celular na superficie dos corpos de prova,
bem como baixa citoxicidade das células quando submetidas aos ensaios de
viabilidade celular.

Portanto, a presenca das fases hematita e fosfato duplo de calcio e ferro por
ndo apresentarem efeitos negativos as células, sugerem comportamento
biocompativel com o meio biolégico, podendo, assim, apds ensaios complementares

de biocompatibilidade, tornarem-se futuros candidatos a substitutos 6sseos.
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