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RESUMO

A apatita biologica apresenta em sua composi¢ao ions de carbonato, que apresentam
importante papel mecénico e biolégico, como a possibilidade de se ajustar e formar
granulos de formatos e tamanhos variados, permitindo a neoformacao 6ssea atraves
do material. Por isso, a grande disponibilidade, baixo custo, e facilidade de manuseio,
fazem com que os cimentos 6sseos a base de hidroxiapatita carbonatada ganhem
notoriedade nas aplicagdes cirurgicas de reconstrucdo e regeneragdo o0ssea. O
objetivo do trabalho é sintetizar e caracterizar hidroxiapatita nanoparticulada (HAP)
pura, substituida por carbonato (HAC) e cimento de hidroxiapatita carbonatada
(CHAC). Caracterizacéo fisico-quimica dos pos/cimentos e testes bioldgicos in vitro
foram avaliados em Cocultura celular de L929 e MC3T3. Para a pesquisa, trés
amostras foram estudadas: Cimento de hidroxiapatita pura (CHAP), CHAC com 5%
de carbonato (CHAC5) e com 10% (CHAC10). A caracterizagdo foi avaliada por
Microscopia eletronica de varredura (SEM), difragdo de raios-x (XRD), FT-IR, Angulo
de Contato, Teste de pH, Tempo de Presa e Teste de Resisténcia a Lavagem. Os
testes bioldgicos foram feitos por MTT Assay, Mineralizag&o por Vermelho de Alizarina
S e Teste de Hemodlise. As amostras de CHAC apresentaram resultados de
caracterizagcao semelhantes aos encontrados na literatura com picos de cristalinidade
menores, evidenciando maior solubilidade da amostra, porém sem apresentar
desintegragcdo do cimento quando em solugdo. Além disso, se mostrou hidrofilico e
apresentou pH compativel com utilizagdo para regeneracdo Ossea. Nos testes
biolégicos, CHAC apresentou aumento da viabilidade celular e estimulou
mineralizagdo, sem gerar lise celular. Portanto, foi possivel observar que os cimentos
a base de hidroxiapatita carbonatada apresentaram resultados promissores para a
regeneracao 6ssea, aumentando a viabilidade celular e estimulando mineralizagao
sem causar hemdlise. Os resultados dos testes de pH e tempo de presa também
corroboram para a continuacao dos estudos acerca do biomaterial desenvolvido.

Palavras-chave: regeneragao 0ssea; materiais biocompativeis; cimentos 0sseos.



ABSTRACT

Evaluation of carbonated hydroxyapatite cement: development, characterization
and cytotoxicity

Biological apatite has carbonate ions in its composition, which play an important
mechanical and biological role, such as the possibility of adjusting and forming
granules of varying shapes and sizes, allowing bone to be neoformed through the
material. For this reason, its wide availability, low cost and ease of handling mean that
carbonate hydroxyapatite-based bone cements are gaining prominence in surgical
applications for bone reconstruction and regeneration. The aim of this study is to create
carbonate-substituted nanoparticulate hydroxyapatite (HAC) and produce a
carbonated hydroxyapatite bone cement (CHAC). In order to achieve this objective,
the initial substances and cements were synthesized and subjected to
physicochemical analysis. Subsequently, they were tested in a laboratory setting using
a cell coculture of L929 and MC3T3. The study examined three samples: pure
hydroxyapatite cement (CHAP), CHAC with 5% carbonate (CHACS5), CHAC with 10%
carbonate (CHAC10). The characterization was assessed using scanning electron
microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD), Fourier-transform infrared spectroscopy
(FT-IR), contact angle measurements, pH testing, setting time analysis, and wash
resistance testing. The cytotoxicity was assessed using the MTT test, mineralization,
and hemolysis. The characterization of the CHAC yielded results consistent with those
reported in the literature, indicating decreased crystallinity peaks and increased
solubility of the sample. However, the cement did not disintegrate when dissolved.
Furthermore, it was demonstrated to possess hydrophilic properties and exhibited a
pH that is suitable for its application in bone regeneration. During the biological
experiments, CHAC exhibited enhanced cell viability and promoted mineralization,
without inducing cell hemolysis. Carbonated hydroxyapatite-based cements shown
encouraging outcomes in promoting bone regeneration and enhancing cell viability.
The test findings indicate that the developed biomaterial created a conductive
environment for bone regeneration.

Keywords: bone regeneration; biocompatible materials; bone cements.
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1 INTRODUGAO

Os biomateriais fazem parte de uma tecnologia que vem se mostrando
eficaz no auxilio da regeneracgéo 6ssea. Eles tém como objetivo apoiar a regeneracéo
tecidual Ossea, favorecendo uma auto degradacdo para que seja possivel sua
substituigdo por um novo osso formado (BHARADWAZ; JAYASURIYA, 2020). Nos
ultimos anos, varios biomateriais foram abordados na tentativa de modular a atividade
celular, dentre elas, as responsaveis pela regeneracédo do tecido 6sseo (LEE et al.,
2019). Deste modo, recentemente alguns cimentos 0sseos contendo materiais
sintéticos com composigdo mineral semelhante ao do osso, e que apresentam boa
osteoconducgao tem sido amplamente utilizados para preencher defeitos 6sseos(QU
et al., 2021).

O fosfato de calcio apresenta uma composicao especifica que é a
hidroxiapatita (HA). Esse arranjo persevera com uma alta quantidade de estudos para
aplicagdes quando o assunto é regeneracao 0ssea. Isso se deve ao fato de apresentar
uma excelente estabilidade sob condigbes fisiologicas, manifestando alto grau de
similaridade com o mineral do osso natural. No entanto, essa caracteristica faz com
que a hidroxiapatita biologica apresente baixa solubilidade quimica, e
consequentemente uma menor absorc¢ao in vitro (SALAM; GIBSON, 2022). HA é
utilizada como material de regeneracéo 6ssea desde a década de 80 (WEINER,
2006). Apresenta boa biocompatibilidade, bioatividade e propriedades de
osteocondugdo. Em contrapartida, depara com uma fraqueza nas propriedades
mecanicas. Stress ao longo do eixo Z dos cristais de HA acabam gerando fragilidades
(HOU et al., 2022). Para aumentar a performance da hidroxiapatita, ions funcionais de
estroncio, magnésio, zinco, carbonato, dentre outros, vem sendo incorporados a sua
estrutura, para aprimorar a regeneragao ossea (SALAM; GIBSON, 2022).

Nesse momento que entra a importancia de se utilizar a hidroxiapatita com
a adicdo de carbonato. A apatita biolégica apresenta ions carbonato em sua
composic¢ao natural, e observa-se que esses ions desempenham um importante papel
mecanico e biolégico (BIGI et al., 1997). A Hidroxiapatita Carbonatada (HAC) possui
capacidade de se ajustar e formar granulos de geometrias e tamanhos variados e bem
definidos, que se adequa aos formatos necessarios dos defeitos 6sseos. No entanto,
ha relatos de que o uso da HAC apresenta alta taxa de complicagdes (>32%), e isso
deve-se ao fato de as HAC convencionais apresentarem baixa porosidade, impedindo
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que haja mais quantidades de novos sitios de formagdo éssea, dificultando a
remodelagdo (TANG et al., 2009). Por isso a importancia de se obter uma HAC de
tamanho nanométrico, para que seja possivel essa neoformagao 6ssea por entre os
granulos. Quando comparado com a hidroxiapatita, a HAC possui melhor biosorgéo
propiciando uma melhor remodelagcao 6ssea, além de reduzir a secreg¢ao de citocinas
inflamatorias pelos macréfagos (IGETA et al., 2017). Contudo, ainda ndo se sabe se
a adicdo de HAC aprimora a performance imunoregulatoria dos andaimes sem
comprometer outras fungdes (JIA et al., 2022). Aliado a isso, a habilidade de delinear
as propriedades fisico-quimicas das particulas de carbonato de calcio tem ganhado
notoriedade devido a possibilidade de favorecer a distribuigdo medicamentosa no
organismo, a partir do momento em que a geometria das particulas afeta,
substancialmente, o comportamento celular (BAHROM et al., 2019).

Dessa forma, pela grande disponibilidade, baixo custo, e facilidade de
manuseio, os cimentos 6sseos a base de HA vem ganhando notoriedade nas
aplicagdes cirurgicas de reconstrucao e regeneragédo ossea (MANTSOPOULOS et al.,
2021). E a adi¢cao dos carbonatos nos cimentos, dentre todos os materiais inorganicos
presentes, também s&o favorecidos nas aplicagbes biomédicas de forma geral, ndo
somente pelas vantagens acima mencionadas envolvendo os cimentos a base de HA,
mas também por sua biocompatibilidade, seguranga, ser pH-sensivel e sua
biodegradagao (BAHROM et al., 2019).

Portanto, esse trabalho tem como objetivo sintetizar hidroxiapatita
nanoparticulada substituida por carbonato, por precipitacdo aquosa e em baixa
temperatura. Caracterizagdo fisico-quimica e citotoxicidade também serdo avaliadas.
Posteriormente, esse trabalho tera como finalidade o desenvolvimento de um cimento
de hidroxiapatita carbonatada, que sera avaliado fisico-quimicamente e testado in
vitro, tendo grande importancia para potencial utilizagado para regeneragao ossea.
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2 JUSTIFICATIVA

A regeneragdo 6ssea apresenta-se como um grande entrave para as
reabilitagbes. As fraturas e perdas Osseas, e até mesmo as reabsorgdes fisioldégicas
trazem uma grande dificuldade quando se busca um planejamento reabilitador
ancorado no tecido ésseo. Isso se deve ao fato de em certas situagdes o préprio
organismo nao possuir a capacidade de gerar um reparo completo do sitio afetado.

Dessa forma, muito se estuda sobre biomateriais que apresentam essa
capacidade de favorecer uma recuperacdo de maior qualidade, permitindo uma
neoformacéo 6ssea mais madura, resistente. Esses biomateriais ganham sua devida
importdncia quando retiram a necessidade de enxertos autdogenos, que sao
notadamente procedimentos que demandam intervengdes cirurgicas (em alguns
momentos mais amplas) que geram extensas morbidades trans e pds-operatérias,
além do alto custo inerente a essa opcao reabilitadora.

Portanto, os cimentos ésseos a base de hidroxiapatita carbonatada
nanoparticulada se tornam uma alternativa terapéutica para auxiliar na regeneragao
4ssea. E uma opgdo de baixo custo e grande disponibilidade, que se comprovada
melhor eficacia frente as outras opgdes existentes, tem o potencial de gerar uma

mudanga nos protocolos regeneradores.
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3 REVISAO DE LITERATURA

O osso é caracterizado por ser um tecido conjuntivo mineralizado,
fornecendo estrutura e suporte ao peso corpoéreo, protegdo de 6rgaos vitais, apoio de
movimentos e hospedagem de células hematopoiéticas. E formado por células e
material extracelular calcificado (matriz 6ssea), que € constituida por 50% de parte
organica e 50% de material mineral. A mineralizagdo da matriz proporciona dureza ao
tecido, sendo que a matriz colagena € responsavel por permitir certa flexibilidade. A
parte orgénica do tecido 6sseo € composta por 95% de colageno tipo I, além de
glicosaminoglicanos, proteoglicanos e glicoproteinas. A parte inorganica € composta
por ions, tendo em sua grande maioria fosfato de calcio, responsavel pela formagao
dos cristais de hidroxiapatita (JUNQUEIRA, 2013).

Na matriz Ossea extracelular, o colageno tipo | & secretado pelos
osteoblastos, conferindo resisténcia a tracdo do osso. As proteinas désseas nao
colagenas incluem osteonectina, osteopontina e osteocalcina e sialoproteina Il, além
de proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP), fibronectina e fatores de crescimento, que
sdo responsaveis por conferir forga e elasticidade ao longo da matriz (BEU et al,,
2017). O maior constituinte da matriz extracelular 6ssea s&o os cristais de apatita,
apresentando-se em 60% do peso, promovendo resisténcia compressiva (KOMORI,
2020).

Em nivel celular, o tecido 6sseo € composto por varios tipos de células. As
primeiras células sdo as osteoprogenitoras, caracterizadas por serem de origem
mesenquimal, tendo o potencial de se diferenciarem em osteoblastos. Essas células
perduram até a vida pds-natal e podem ser encontradas em quase todas as
superficies livres dos ossos (enddsteo, peridsteo e trabéculas de cartilagem
calcificada). Durante a fase de crescimento e em necessidade de reparacéo 0ssea,
as células osteoprogenitoras aumentam sua atividade, diferenciando-se em novos
osteoblastos para o tecido désseo. Os osteoblastos sdo células jovens e sé&o
responsaveis pela formacéo da parte organica da matriz 6ssea. Eles participam da
mineralizagao da matriz, tem o formato cubico ou cilindrico e se localizam na superficie
do periosteo. Os ostedcitos ficam localizados em lacunas dentro da matriz éssea, e
tem como fungdo a manutencgéo da integridade da matriz 6ssea. As lacunas formam
canaliculos que sao preenchidos por prolongamentos dos ostedcitos, que se

comunicam entre si, podendo passar moléculas de ions entre as células. Outro tipo



18

celular presente no tecido 6sseo sdo os osteoclastos, células de tamanho maior
resultante da fus&o de varias outras células do sistema fagocitario mononuclear. Se
originam da medula &ssea, e objetivam a reabsorgcdo e remodelacdo Ossea
(JUNQUEIRA, 2013).

Figura 1- Representagéo das células ésseas

Célula Osteoblasto Ostedeito Osteoclasto
osteoprogénitora

Fonte: JUNQUEIRA, 2013

Anatomicamente, os ossos podem ser classificados como compacto ou
esponjoso. O osso compacto, ou cortical, fica localizado superficialmente e apresenta
menos de 10% de porosidade. O 0sso esponjoso, ou trabecular se encontra mais
internamente e apresenta até 90% de porosidade, onde acontecem inumeros
processos biologicos mediados por interagdo celular 6ssea, como remodelagao
dinamica, maturacéo, diferenciacéo e reabsorg¢ao (BOSE et al., 2013).

O processo fisiologico de remodelagdo 6ssea € mantido por um método
dinamico que inclui fases de osteogénese e reabsorgao. Esse processo é fundamental
para a adaptacdo do esqueleto ao uso, bem como para a homeostase do calcio e
regeneracao de fraturas. A osteogénese ocorre pela sintese da matriz 6ssea pelos
osteoblastos em duas fases: deposicdo de matriz orgénica e mineralizagdo. Na
primeira fase as células osteoblasticas secretam proteinas colagenas, n&o colagenas
e proteoglicanos, formando a matriz organica. A segunda fase ocorre em duas etapas

distintas. A primeira etapa € a vesicular, onde ocorre liberagdo de vesiculas pelos
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osteoblastos, que serdo incorporadas de ions calcio e fosfato. Na segunda etapa,
fibrilar, ocorre uma supersaturacao dos ions, que leva a ruptura da vesicula e liberagao
dos cristais de hidroxiapatita (FLORENCIO-SILVA et al., 2015). O segundo processo
fisioloégico, denominado de fase de reabsorgéo, ocorre pela secregdo de acidos que
sdo responsaveis por diminuirem o pH gerando uma dissolu¢do de minerais e de
enzimas hidroliticas, que atuam na dissolu¢do da matriz celular (BUSCH et al., 2021).

Nos casos em que se ha uma perda da integridade do osso, varios
processos entram em acdo na tentativa de restabelecer o tecido lesionado. Porém,
um agravante ocorre em casos em que nao se da somente a perda da integridade
esquelética, mas também das estruturas vasculares que nutrem o local da fratura. O
suprimento sanguineo é determinante para a cicatrizagdo, e € importantissimo para
as fases da regeneracdo 0ssea, que compreende uma etapa inflamatoria, a formagéo
de calos moles, calos duros e a fase de remodelacédo (WALMSLEY et al., 2016).

Com isso, para auxiliar e promover reparo 0sseo nessas condi¢des, 0s
enxertos 0sseos foram desenvolvidos e devem cumprir certos requisitos, como um
ambiente nutritivo com alto grau de suprimento sanguineo, presengca de uma loja
cirargica tridimensional, disponibilidade de células osteoprogenitoras, e presencga de
fatores de crescimento (BATTAFARANO et al., 2021).

Cirurgibes-dentistas encaram diariamente a dificuldade de tratamento de
pacientes devido a perda 6ssea causada por perda dentaria, periodontite severa e
cirurgias de ressecgao tumorais. O defeito 6sseo gerado por essas condigdes n&o
somente dificulta a reabilitagdo protética, como também pode gerar um efeito estético
deletério, como nos casos das doencgas periodontais (HANDRINI DEWI; DEWI ANA,
2018). Com isso, faz-se necessario langar mao de cirurgias 6sseas de enxerto para
reabilitar o osso perdido e restaurar o contorno da crista 6ssea. Para esse fim, varios
materiais de enxerto 6sseo podem ser utilizados nos procedimentos cirurgicos
(SHAKIBAIE-M, 2013).

O desenvolvimento de biomateriais propiciou a evolugao da engenharia de
tecidos, que se refere a pratica de combinar andaimes, células e moléculas
biologicamente ativas em tecidos funcionais. Seu objetivo é reunir arcabougos
funcionais que restaure, mantenha ou melhore tecidos danificados, ou até mesmo
orgaos, em sua totalidade.

O crescente pleito por materiais que atuam como substitutos ésseos tem

estimulado o entendimento da cicatrizagdo 6ssea, biologia molecular e aprimoramento
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tecnoldégico de materiais com predicados ideais para regeneragao 6éssea e engenharia
de tecidos (KIM et al., 2013). A engenharia de tecidos 6sseos se tornou uma opgéo
promissora de tratamento alternativo para regeneragéo do osso alveolar. Uma enorme
variedade de biomateriais, como a hidroxiapatita, 3-tricalciofosfato, fosfato de calcio,
é indicada para povoar células tronco e progenitoras para induzir osteogénese e
consequentemente desenvolver constructos equivalentes aos tecidos (FARRE-
GUASCH et al., 2013).

Quatro categorias basicas de enxerto sdo utilizadas para regeneragao
ossea: enxerto autdogeno, alégeno, xendgeno e aloplasticos. Os enxertos autdégenos
sdo considerados padrao-ouro por fornecer um bom alicerce para osteoconducgao, e
por conter fatores de crescimento para osteoindugdo bem como a presenca de células
progenitoras que favorecem a osteogénese. Em contrapartida, a morbidade gerada
pelo procedimento cirurgico e a limitagao de fonte de enxerto se tornam uma limitagao
para essa categoria. Os enxertos aldgenos e xendgenos apresentam resisténcia
quanto a utilizacdo devido a possibilidade de provocar transmissao de doencas e até
gerar uma reagao imunologica tardia. Entédo, devido a essas intempéries, tem havido
uma crescente onda de interesse no desenvolvimento de enxertos sintéticos voltados
para a regeneragao ossea (MOLLY et al., 2008).

Esses materiais sintéticos desenvolvidos para enxertia 6ssea necessitam
apresentar propriedades especificas para que o0 sucesso seja alcangado no
procedimento cirurgico, como osteocondugdo, osteopromogdo e osteoindugao.
Materiais osteocondutivos funcionam como andaimes permitindo que as células
precursoras de osteoblastos cresgam em sua superficie interna e externa levando a
neoformacéo ossea. A osteopromocgao é o estimulo fisico para aumentar a formacéao
do 0sso no processo de regeneracdo 6ssea. E materiais osteoindutivos sdo capazes
de estimular a formagao 6ssea, mesmo em ambientes ndo dsseos, pelo recrutamento
de células progenitoras indiferenciadas e pluripotentes (BUSCH et al., 2021).

O sucesso do procedimento de enxertia necessita de uma reabilitacao
o0ssea em quantidade (comprimento e espessura) e qualidade aceitavel. Para isso,
sdo utilizadas técnicas de enxerto onlay, inlay, expansao 0ssea e regeneragao 0ssea
guiada, dentre outros procedimentos de reconstrucéo (REININGER et al., 2016).

Em todo o mundo, milhdes de pacientes sofrem de algum problema ésseo
relacionado a inumeras causas, necessitando de enxerto 0sseo (ARCHUNAN;
PETRONIS, 2021). Estima-se que 2,2 milhdes de procedimentos de enxertia sejam



21

realizados anualmente, com uma taxa de incidéncia projetada de 13% ao ano
(HJGRTING-HANSEN, 2002).

Os ortofosfatos de calcio sao sais de acido fosforico tribasico e apresentam
ions que se manifestam na fase mineral de ossos e dentes, além de calcificagbes
provenientes de patologias (ELLIOTT, 1994). Os ortofosfatos de calcio do grupo
apatita apresentam grande disponibilidade na natureza e se consolidam como os
principais componentes inorganicos dos tecidos duros (EVIS; WEBSTER, 2011).

Dessa forma, a utilizagdo de fosfatos de calcio tem sido amplamente
pesquisada por areas da saude, principalmente pelo fato de assemelhar com a matriz
inorganica do osso e ser biocompativel. Aléem disso, devido a possibilidade de
desenvolvimento e produgao do biomaterial em laboratério, vém sendo utilizados para
enxertia Ossea, evitando-se, por conseguinte a necessidade de cirurgias para
obtencao de materiais de auto enxertia. Esses biomateriais apresentam a capacidade
de serem substituidos por tecido 6sseo, pelo fato de possuir osteocondutividade e
facilitar a migracéo, fixagdo e proliferacdo de células 6sseas (BOSE et al., 2013).
Entretanto, ndo sdo osteoindutores, sendo incapazes de induzir a osteogénese, e
apresenta baixa resisténcia a compressédo (GUTIERRES et al., 2006).

A Hidroxiapatita € um mineral comumente encontrado em estruturas
4sseas de vertebrados, e pertence as ceramicas de Fosfato de Calcio. E uma
substancia bioativa e osteocondutora que é capaz de realizar uma forte ligagcéo
quimica com o tecido 6sseo do hospedeiro, sendo amplamente utilizada como
material de enxertos 6sseos. N&o apresenta toxicidade e nem imugenicidade. A HA
estequiométrica se apresenta sob a formula Caio (POa4)s (OH)2, tendo proporgéo
atbmica de 1,67.
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Figura 2 — Representacao estrutural da hidroxiapatita

5/ N

Fonte: PANDA; BISWAS; PAUL, 2021

A hidroxiapatita € um fosfato de calcio que apresenta reabsorgdo e
remodelagao éssea extremamente lentas, fazendo com que permanega no organismo
do hospedeiro por muito tempo (LOPES, 1999). Apresenta, estruturalmente,
possibilidade de invas&o vascular. Mas devido a lentidao de reabsorg¢ao e integracao,
bem como da manuteng¢ao dos granulos na posigéo correta, novos materiais (pastas,
cimentos) vem sendo desenvolvidos com caracteristicas intrinsecas superiores
(GUTIERRES et al.,, 2006). A hidroxiapatita natural € bem semelhante aquela
sintetizada em laboratério, levando-se em conta sua composicdo quimica e
comportamento in vivo, sendo amplamente utilizado ndo s6 na area biomédica, mas
também para revestimentos de prétese dentarias e ortopédicas (LOPES, 1999).

A hidroxiapatita sintética apresenta semelhanga com o mineral do osso
natural, porém ha discrepancias quando comparada com a Hidroxiapatita biologica. A
apatita bioldgica apresenta baixa cristalinidade e é estruturalmente nanométrica,
fazendo com que seja altamente soluvel quando comparada com a estequiométrica
(RATNAYAKE; MUCALOQ; DIAS, 2017). No entanto, devido a similaridade com o osso,
a hidroxiapatita tem sido largamente utilizada como biomaterial para enxertia éssea,
além das vantagens ja relatadas, mas também por formar ligagées quimicas diretas
com os tecidos 0sseos e vivos. Contudo, a hidroxiapatita biologica € mais resistente
do que a sintética, inviabilizando seu uso em estado puro (CELOTTI et al., 2006; EVIS;
WEBSTER, 2011a; GUTIERRES et al., 2006).

Com isso, nos ultimos anos o desenvolvimento de hidroxiapatitas sintéticas
com melhorias em suas propriedades mecanicas e bioldgicas vém sendo o foco das
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pesquisas da area. A sintese de hidroxiapatita de tamanho nanométrico vem
apresentando superioridade qualitativa, quando comparada com a sintese em
microescala. A atividade superficial e apresentarem estruturas ultrafinas propiciam
melhor relagdo com o tecido ap6s a implantagéo (D’ELIA et al., 2013; SIRAIT et al.,
2022). Estudos ja demonstraram que a HA nanométrica acarreta maior adeséo,
diferenciagao, proliferacdo, osteointegragao e deposigao de minerais contendo calcio
na superficie, quando comparada com HA de tamanho micrométrico. Dessa forma, a
formacgao de novo tecido 6sseo ocorre com melhor qualidade em menor tempo (EVIS;
WEBSTER, 2011b; WEBSTER et al., 2000). Porém, a reabsorgao fisioldgica ainda se
apresenta como uma limitagao, levando a uma presenca residual de HA apés longos
periodos (SAMAVEDI; WHITTINGTON; GOLDSTEIN, 2013).

Para melhorar ainda mais a performance do biomaterial, alguns aditivos
sdo dopados na rede de HA, conferindo aumento das propriedades mecanicas e
quimicas do material. A incorporagao de ions entra em questao, a partir do momento
em que a utilizacdo da HA se mostra eficaz no auxilio da regeneragdo Ossea
(COPETE; LOPEZ; BAUDIN, 2024a). A utilizagdo de ions de Mg e Si tem sido
amplamente difundido pelos beneficios ja estudados (BAUDIN; PENA, 2023; DIAS et
al., 2023).

Portanto, pela grande presencga de ions carbonato em esmalte, dentina e
tecido 6sseo, a incorporagao desse aditivo na cadeia de HA se torna uma abordagem
promissora, a partir do momento em que propicia um aumento da reabsorc¢éo bioativa
e osteocondutividade pela proximidade com as concentragdes encontradas no 0sso
natural (MOHD PU’AD et al., 2019).

Dessa forma, estudos ja vem demonstrando que a dopagem da HA com
carbonato confere melhora nas propriedades mecanicas, além de propiciar um
aumento nas taxas de reabsorgédo in vitro em ambientes fisioldgicos e acidos.
Adicionalmente, maiores dopagens de carbonato vém conferindo melhor adequagéao
do material quando considerado para reparacdo éssea (COPETE; LOPEZ; BAUDIN,
2024). De modo geral, a substituigdo de carbonato na rede estrutural da hidroxiapatia
durante o processo de sintese, vai determinar o tipo de hidroxiapatita carbonatada.
Quando o ion carbonato substitui o ion hidroxila, sera formada a hidroxiapatita
carbonatada tipo-A. A substituicdo do carbonato no lugar de ions fosfato, é formada a
hidroxiapatita tipo B. Na area biomédica, a utilizacdo de hidroxiapatita tipo-B € mais
utilizada pelo fato de, nas apatitas biologicas, podem causar uma diminuigdo da
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cristalinidade e aumento da solubilidade, favorecendo a regeneragcdo Ossea
(PERMATASARI; YUSUF, 2019).

Figura 3 - Vistas superiores das estruturas de hidroxiapatita carbonatada mais estaveis. O carbonato

pode substituir um par de ions hidroxila (circulos verdes) ou um ion fosfato (circulos azuis). Superior

esquerdo, CHA tipo A com trés dos quatro pares de ions OH substituidos; superior direito, CHA tipo B

com Na como compensador de carga; inferior esquerdo, tipo B com H como compensador de carga;
inferior direito, tipo A e B, com H como compensador de carga do tipo B

Fonte: CORNO et al., 2011

Porém, mesmo com as melhorias no desenvolvimento do biomaterial,
observou-se que a manutengdo dos granulos no sitio cirurgico ndo ocorria como
desejado, levando-se a necessidade da criacdo de compdsitos e cimentos 6sseos
para melhor estabilizagdo do materia(GUTIERRES et al., 2006). Dessa forma, os
cimentos de fosfato de calcio foram desenvolvidos para que fosse possivel realizar a
moldagem da pasta junto ao defeito 6sseo, apresentando capacidade de auto
endurecimento, impedindo o escape do material como acontecia no formato de
granulos(BIGI et al., 1997; QU et al., 2021).

Os cimentos ésseos sao resultado da mistura de uma fase p6é e uma fase
liquida, que tomara presa apos a implantagéo na loja cirurgica (GINEBRA et al., 2012).
Eles podem ser categorizados como cimento 6sseos acrilicos, cimentos de fosfato de
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calcio (CFC), cimentos de sulfato de calcio, dentre outros (YOUSEFI, 2019). Os CFCs
apresentam como produto final a brushita ou a HA.

Os cimentos de fosfato de calcio apresentam limitagdes em suas
propriedades fisico-quimico-biolégicas, pois apresentam baixa resisténcia a
compresséo e a lavagem, além do fato de poderem apresentar taxas de reabsorgéo
incompativeis com os tempos clinicos, sendo muito rapida (brushita) ou extremamente
lenta (HA).

Visando a obtencdo de um cimento com melhores propriedades mecanicas
e bioldgicas, pesquisadores desenvolveram pesquisas com a criagdo de cimentos de
hidroxiapatita nanoparticulada, substituida ou ndo, ou com modificagbes na superficie.

Os cimentos devem ter presa lenta o suficiente para que seja possivel a
utilizagao pelo profissional no procedimento cirurgico, além de viscosidade adequada
para que n&o ocorra o escoamento excessivo do material (ELIAZ; METOKI, 2017).
Para aprimorar ainda mais os cimentos, a incorporagao de polimeros se mostrou
eficaz no controle do tempo de presa, resisténcia a lavagem, macroporosidade,
resiliéncia e resposta bioldgica (JIA et al., 2022; PEREZ; KIM; GINEBRA, 2012). Os
polimeros podem ser adicionados na fase liquida ou no pd, podendo ser naturais ou
sintéticos (PEREZ; KIM; GINEBRA, 2012).

A incorporagdo de polimeros na formulagdo dos cimentos OGsseos vém
sendo foco de muitas pesquisas por ser considerada uma estratégia eficiente e util
para sobressair as limitagbes presentes nas propriedades do material (LIU et al.,
2014). Devem ser biodegradaveis e apresentarem interag&o celular e quimica em sua
superficie, para que seja possivel adesdo e crescimento de células sem gerar
resposta inflamatdria pds-implantagdo. Além disso deve apresentar porosidade, area
de superficie e espago adequado para matriz extracelular (SHEIKH et al., 2015).

Os éteres de celulose, como metilcelulose e hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC), sao op¢des interessantes para incorporagao devido a boa biocompatibilidade
e propriedade de viscosidade. Pequenas quantidades do polimero ja s&o suficientes
para fornecer ndo somente injetabilidade e coesao as pastas, mas também melhoras
a resisténcia a fratura dos materiais (BOHNER, M., 2001). Por isso, pelo fato de os
cimentos de fosfato de calcio geralmente terem um escoamento aumentado,
dificultando a sua manutengcdo em lojas cirdrgicas mais abertas, a utilizacdo de

polimeros na formulacdo desses cimentos faz com que o formato e a posi¢céo da
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enxertia se mantenham no local correto, propiciando maior chance de sucesso do

procedimento cirurgico(LIU et al., 2014).
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4 OBJETIVO

4.1 Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho foi a sintetizagao, caracterizagéo fisico-quimica

e avaliagdo de cimento de Hidroxiapatita carbonatada nanoparticulada para

regeneracao 0ssea, e seus efeitos em fibroblastos e osteoblastos.

4.2 Objetivos Especificos

. Sintetizar Hidroxiapatita (HA) e hidroxiapatita carbonatada (CHA), pelo

método de precipitagdo, em condigdes congruentes experimentais e em baixa

temperatura;
o Caracterizar as propriedades fisico-quimicas das HAs sintetizadas
o Avaliar in vitro a citotoxidade das CHAs sobre células fibroblasticas e

osteoblasticas;

. Caracterizar fisico-quimicamente um cimento a base de Hidroxiapatita
carbonatada;
o Avaliar as propriedades de resisténcia a lavagem, molhabilidade,

alteracdes de pH, e tempo de presa dos cimentos desenvolvidos;

. Avaliar o perfil de liberagao de ions dos cimentos obtidos;

o Avaliar in vitro citotoxidade indireta da hidroxiapatita carbonatada e dos
cimentos a base de HAC sobre linhagens de células fibroblasticas e osteoblasticas;

. Avaliar a proliferacado de osteoblastos mantidos em contato com cimento
de HAC.
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5 METODOLOGIA

5.1 Consideracdes Eticas

Este estudo foi desenvolvido de acordo com a Resolugao n° 196/1996 do
Conselho Nacional de Saude do Brasil. Por se tratar de um estudo laboratorial in vitro
ndo é necessario submissdo ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais. As células foram de referéncia do banco de células de Rio
de Janeiro, RJ, Brasil.

5.2 Sintese da Hidroxiapatita

A Hidroxiapatita pura foi sintetizada levando-se em conta o método descrito
por Cox et al. em 2014, com modificacbes. Duas solu¢cbes foram preparadas. A
primeira solugdo (A) era composta por 0,04 M (4,6012 g) de fosfato de aménio
monobasico ((NH4)H2POs), e foi solubilizada em 150 mL de agua deionizada sob
agitacdo magnética vigorosa, até completa homogeneizagdo. A segunda solugéo (B)
continha 0,067 M (15,7512 g) de nitrato de calcio (Ca(NO3)..4H20), e foi solubilizada
em 120 mL de agua deionizada sob agitagdo magnética vigorosa, até completa
solubilizag&o.

Para ajustar o pH em 11, o hidroxido de amdnio foi adicionado a solugéo A,
gota a gota. Em seguida, a solug&o de nitrato de calcio foi efundida em um baldo de
reacao de trés bocas, que foi previamente fixado a um condensador e mantida a um
banho de glicerina sob temperatura de 100°C, e agitagdo magnética constante. Apés,
a solucado de fosfato de amédnio monobasico foi vertida em funil de separacéo, e
adicionado gota a gota, de forma lenta, a solugao B.

A mistura foi mantida sob banho de glicerina e agitagdo constante por 24h
e 100°C. Ao término do tempo estipulado, o precipitado obtido foi filtrado e lavado com
agua deionizada até alcangar o pH 7. O produto resultante desse processo foi
submetido a tratamento térmico de secagem em estufa a 100°C, por um periodo de
24h. Passado o tempo predisposto, a hidroxiapatita foi macerada para pulverizar as
particulas adequadamente.



29

Para a sintetizagdo da hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada foi
empregada a mesma técnica e condi¢des idénticas de temperatura, pH e tempo. A
solucdo de carbonato de aménio (NH4)2COs, 0,05mol/L e 0,10mol/L foi adicionada a
solucao B, e posteriormente incorporada a solucéo A sob fluxo de 4mL/min.

Com isso, foram desenvolvidos os seguintes grupos das particulas: HAP
(hidroxiapatita pura, HAC5 (hidroxiapatita carbonatada 5%), HAC10 (hidroxiapatita
carbonatada 10%).

5.3 Caracterizagao fisico-quimica das particulas de hidroxiapatita

5.3.1 Microscopia eletronica de varredura (SEM)

A avaliagao morfologica das particulas de HAP e HAC foram avaliadas por
microscopia eletrénica de varredura (SEM) utilizando o microscépio eletrénico de
varredura (JEOL modelo JSM 6360 LV), do Centro de Microscopia da Universidade
Federal de Minas Gerais, com tens&o de aceleragdo de 15 kV magnificacdo de 1000x.

Para as analises, as amostras foram metalizadas com 3 nm de ouro.

5.3.2 Difragao de Raios-x

A técnica de difrac&o de raios-X foi utilizada para determinar a cristalinidade
das HAs sintetizadas. Os difratogramas foram obtidos pelo aparelho da marca
SHIMADZU, modelo XRD-7000 X-RAY do Departamento de Fisica da UFMG,
utilizando tubo de cobre e radiagdo Cu Ka (A=1,54051 A) operando a 30 kV e 30 mA.
As analises foram feitas em angulos de 26 variando de 4 a 60 graus e velocidade de

varredura de 48 min™.

5.3.3 FT-IR (Infravermelho com Transformada de Fourier)

A FT-IR foi utilizada para realizar a identificagcdo dos grupos funcionais
presentes nas amostras de HAP, HAC5 e HAC10. Os resultados foram registrados
através do aparelho espectrofotémetro Perkin Elmer GX com resolugéo de 4 cm™, do
Departamento de Quimica da UFMG. As amostras, preparadas em pastilhas de
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brometo de potassio (KBr), passaram pelo processo de secagem previamente e
analisadas na regi&o entre 4000 - 400 cm™'. Os dados foram tratados pelo programa
ACD/SpecManager 6.0, ACD/labs

5.4 Propriedades dos Cimentos 6sseos

5.4.1 Composicao

Os cimentos 6sseos que tém a Hidroxiapatita como base sdo compostos
por uma fase em p6 e uma fase liquida. A fase em p¢ foi inteirada por 90% de HA e
10% de fosfato de calcio dibasico anidro. A composicao do liquido foi de solugao
aquosa contendo 2% de hidrogenofosfato de sdédio, 2% de cloreto de calcio
dihidratado, 2% de beta-glicerofosfato, 5% de hidroxipropilcelulose (HPMC). Os
grupos estudados foram: CHAP (cimento de hidroxiapatita pura), CHACS (cimento de
hidroxiapatita carbonatada 5%), CHAC10 (cimento de hidroxiapatita carbonatada
10%)

5.4.2 Caracterizagao fisico-quimica dos cimentos ésseos

A caracterizagdo da composicdo e estrutura dos cimentos foi feita pela
técnica de difragéo de raios-X, absorgéo na regido do infravermelho com transformada
de Fourier, teste de molhabilidade.

5.4.3 Espectroscopia de absorgédo na regidao do infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR)

A FT-IR foi realizada para analisar a interagdo molecular das amostras dos
cimentos de CHAP, CHAC5 e CHAC10. Para esse fim os espectros de absor¢ao na
regidao do infravermelho foram registrados pelo espectrofotémetro Perkin EImer GX
com resolugdo de 4 cm™', do Departamento de Quimica da UFMG. As amostras foram
preparadas em pastilhas de KBr, seco previamente e analisadas na regido entre 4000
- 400 cm™'. Os dados foram tratados pelo programa ACD/SpecManager 6.0, ACD/labs.
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5.4.4 Angulo de contato (molhabilidade)

A molhabilidade é caracterizada pelo édngulo de contato, que é definido
como o angulo formado entre a tangente da interface liquido-vapor e a superficie
sélida na linha de contato trifasica. Por convengéo, o angulo de contato € medido do
lado do liquido.

Para realizagdo do experimento foi utilizado o Sistema de Medi¢cdo de
Angulo de Contato, modelo SEO Phoenix 300 Touch contact angle, do Departamento
de Quimica da UFMG.

5.4 5 Teste de Presa

Os tempos de presa inicial e final dos cimentos foram mensurados pela
utilizag&o de agulhas Gillmore, seguindo o Padrao ASTM C266-08 (SIEK, et al., 2017).
As fases po e liquida do cimento foram manipuladas por 120s, até homogeneizar. A
pasta manipulada foi inserida em discos metalicos com dimensdes de 10mm x 3mm.
Apos 120s, a agulha leve (113,4g e 2,12mm) foi posicionada sobre a superficie da
pasta por 5s, e a cada 1min. A definicao do tempo de presa inicial se deu quando a
agulha n&o deixou impressao na superficie. O tempo de presa final foi definido quando
a agulha pesada (453,6g e 1,06mm) nao foi capaz de demarcar a superficie do

cimento. As medidas foram realizadas em triplicata.

5.4.6 Teste de pH

Para a medida do pH, as amostras foram inseridas em tubos cénicos de
poliestireno (Falcon) contendo 10mL de agua de MilliQ®, e mantidas sob temperatura
ambiente. As mensuragbes foram realizadas utilizando-se o aparelho MS
TECNOPON, mPA-210, Brasil. Os valores foram medidos nos intervalos de 5, 10, 20,
30, 60, 120min; e apds 1, 2, 3, 4 e 5 dias. A agua de MilliQ foi substituida diariamente.

O teste foi realizado em triplicata.

5.4.7 Teste de Resisténcia a Lavagem
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O teste de resisténcia a lavagem dos cimentos foi realizado através da
avaliacdo de método simples de perda de peso. As amostras utilizadas neste teste
foram as mesmas utilizadas no teste de presa, e foram imersas em 20mL de agua de
MilliQ. Apds 24h, as amostras foram colocadas em estufa a 70°C por 1h, e foram
novamente pesadas. Os testes foram realizados em ftriplicada, e o resultado final foi

calculado através de perda percentual da massa total.

5.5 Testes biologicos in vitro

5.5.1 Citotoxidade direta

Para realizagao dos testes de citotoxicidade direta dos cimentos foi feito o
ensaio de MTT, a Cocultura Celular de L929 ATCC n° CCL-1 e MC3t3-E1 ATCC n°
CRL-2594 foram expostas ao contato direto com as amostras contendo meio de
cultura (DMEM +SFB) em concentracdo de 200 pg/mL, em placas de 24 pocgos. As
amostras apresentavam 6x4x2mm e foram confeccionadas em duplicata. Apds, as
amostras receberam radiagdo ultravioleta por 1 hora para desinfec¢cdo. Os tempos
definidos foram de 7 e 14 dias.

5.5.2 Citotoxicidade indireta

A citotoxicidade indireta do p6 de HA foi avaliada por ensaio de MTT,
através do eluato (sobrenadante) dos mesmos. Para obtengdo dos eluatos foram
pesadas 2g de cada grupo, que foram desinfectados com radiagao ultravioleta por 1
hora. Em seguida, cada amostra foi inserida em microtubos (Eppendorf) contendo 2
mL do meio de cultura proprio para cada linhagem celular utilizada e ap6s, incubadas
a 37°C por 24h. 200 uL de eluato foram inseridos em placa de 96 pocos, nos tempos
de 24, 48 e 72h. Os testes foram realizados em hexaplicatas e a absorbancia foi
mensurada em comprimento de onda de 570 nm usando o espectrofotdbmetro Thermo
Scientific Multiskan (MCC/340 spectrophotometer).

5.5.3 Teste de Mineralizagdo (Vermelho de Alizarina)
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Nddulos de Calcificagao presentes nas células podem ser observados pelo
teste de Vermelho de Alizarina S. Amostras do cimento de 2x2x2mm foram inseridas
em placa de 24 pocos. O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias. Apds 7 e 14 dias,
as culturas celulares foram lavadas duas vezes em PBS, fixadas com
paraforimaldeido 4% por 30 minutos, lavados novamente com PBS por duas vezes.
Apoés a secunda lavagem, o vermelho de Alizarina 0,2% foi inserido nos pogos e
deixado por 5 minutos. Apos o tempo, foi realizada lavagem abundante com PBS. As
placas foram levadas ao ICB/UFMG e os pogos foram observados e fotografados pelo
aparelho Cytation 5.

5.5.4 Teste de Hemodlise

O teste de hemodlise foi realizado para avaliar a compatibilidade das
amostras com o sangue. Para o estudo, tubos conicos (Falcon) foram preenchidos
com 1mL de sangue de coelho e 9mL de PBS. O tubo cénico foi centrifugado a 500g
por 10 min. Apos o término, retirou-se o sobrenadante e acrescentou-se 9mL de PBS.
Repetiu-se o processo por trés vezes, e apos a ultima centrifugagao, retirou-se o
sobrenadante e adicionou 1mL de PBS. O plagueamento foi realizado em placa de 96
pogos contendo controle positivo (100uL sangue + 100uL TritonX), controle negativo
(100pL sangue + 100uL PBS) e eluatos de CHAP, CHACS e CHAC10 (100uL sangue
+ 100pL eluato). O teste foi realizado em hexaplicata. Apos o plaqueamento, a placa
foi mantida em incubagao por 1h a 37°C e centrifugadas a 3000rpm por 10 minutos a
4°C.

5.6 Analise estatistica

Os resultados encontrados nos testes foram representados através de
média e desvio padrdo. As analises estatisticas foram realizadas pelo software
OriginPro 2024b. O teste de citotoxicidade das particulas e dos cimentos de HAP e
HAC foram analisados por ANOVA de um fator, e apds foi realizado o teste de Tukey
para avaliar os grupos comparativamente. O nivel de significancia do teste para os
resultados encontrados foi de 5%.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacao dos Pos e Cimentos

Os resultados da microscopia podem ser visualizados na Figura 4. As
imagens A e B mostram a existéncia de aglomerados de particulas < 50 micrémetros,
resultando numa superficie irregular. Esta condig&o é tipica do processo de produg¢ao
por precipitagcao de nanoparticulas de HA. As imagens micrograficas de HAC10 (C, D)
demonstram a existéncia de aglomerados de particulas de < 50 micrémetros e uma
superficie heterogénea e porosa (Figs 4, B e D). Ao examinar as micrografias dos
cimentos CHAP nas imagens (E, F) e dos cimentos CHAC10 (G, H), & possivel notar
a presenca de uma superficie granular; apesar da inclusdo de particulas de
hidroxiapatitas puras e carbonatadas em ambas as amostras, a rugosidade da
superficie €& mais homogénea devido a presenga de polimero
Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) da fase liquida.
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Figura 4 - Imagens micrograficas de SEM dos pos e cimentos de HA. (A,B) HAP (C,D) HAC10 (E,F)
CHAP (G,H) CHAC10.
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Fonte: Dados da Pesquisa, 2024

Os padrées das imagens de XRD das Hidroxiapatitas e dos cimentos
(Fig.5) estdo dentro dos padrbes estabelecidos pela ICDD (International Centre for
Diffraction Data) para hidroxiapatita. Os picos dos difratogramas se mostraram mais
alargados, indicando um baixo grau de cristalinidade. O resultado apresentou picos
de difragdo equivalentes com os da HA estequiométrica em valores de 20: 25,68°;
28,85°; 31,80°; 32,81°; 33,85° 39,77°; 46,71°; e 49,40°.

Observa-se também que a medida que houve aumento da quantidade de
ions carbonato, os picos tiveram uma diminuigdo de intensidade, resultado

caracteristico de diminui¢cdo da cristalinidade da hidroxiapatita nanoparticulada.
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Figura 5 - Difratogramas dos pos e cimentos de HA (XRD). (A) Pés de HAP, HAC5 e HAC10. (B)

Cimentos 6sseos de CHAP, CHAC5 e CHAC10.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2024

Os espectros de infravermelho das HAC e dos CHAC apresentaram bandas
de absorgdo caracteristicas das HA (Fig.6). Em aproximadamente 3560cm’
observou-se a banda de absorg¢ao caracteristica de estiramento simétrico do grupo
OH- da HA. As bandas localizadas em 870 cm™ e 1460 cm™ s&o caracteristicas do
grupo CO32. As bandas apresentadas em 1030 cm! sdo provenientes dos ions PO4
3. Observou-se ainda que as amostras contendo 5 e 10% de carbonato apresentaram
transmitancia maior quando comparadas com HAP. Poucas diferengas sao
observadas devido a pequena quantidade de carbonato adicionado as amostras.
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Figura 6 - (A) Espectro de FTIR dos pos de HAP, HAC5 e HAC10. (B) Espectro de FTIR dos cimentos
6sseos CHAP, CHAC5 e CHAC10.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2024

6.2 Teste de angulo de Contato (Molhabilidade)

No periodo de contato apds 1 segundo todos os cimentos apresentaram
propriedades hidrofilicas. Contudo, CHAC5 e CHAC10 apresentaram maior potencial
hidrofilico quando comparados com CHAP. Apo6s 30 segundos, a hidrofilicidade dos

materiais foi corroborada pela redug&o dos angulos de contato (Tab.1).
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Tabela 1 - Medidas dos &ngulos de contato apds 1s e 30s

Angulo de
Amostra Tempol/s contato/ °
CHAP 1 53,76
30 45,87

CHAC5 1 42,05
30 37,13

CHAC10 1 44,15
30 38,33

Fonte: Dados da pesquisa, 2024

Figura 7 - Imagens dos angulos de contato de (A) CHAP; (B) CHAC5; e (C) CHAC10

Fonte: Dados da pesquisa, 2024

6.3 Teste de Tempo de Presa

A razao pd/liquido foi definida em 0,6 para a manipulacdo dos cimentos e
realizacao dos testes.

Tabela 2 - Tempo de presa inicial e final dos cimentos

Tempo de presa inicial Tempo de presa final

Amostra (min) (min)
CHAP 27 52
CHAC5 25 39

CHAC10 23 38
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Fonte: Dados da pesquisa, 2024
O tempo de presa inicial foi similar em todas as amostras, com um leve
aumento na amostra de CHAP. Em contrapartida, os grupos CHACS5 e CHAC 10
apresentaram uma reducgao significativa do tempo de presa final comparados com o
grupo CHAP (Tab.2).

6.4 Teste de pH

Os valores de pH em todas as amostras tiveram uma queda nos 10 minutos
iniciais. Apos 20 minutos os valores comegaram a aumentar gradativamente nos
grupos CHAP e CHACS5, enquanto o grupo CHAC10 se manteve estavel até os 60
minutos (Fig. 8-A). Apos 1 dia, observou-se diminuicdo dos valores de todos os
grupos, com os grupos CHACS e CHAC10 mantendo em 6,6 até o dia 3. Com 4 dias
de avaliagdo os valores aumentaram para o pH 6,9 (CHAP), 7,0 (CHACS5) e 7,1
(CHAC10) (Fig. 8-B).
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Figura 8 - (A) Medidas de pH dos cimentos CHAP, CHAC5 and CHAC10 ap6s 120 min. (B) Medidas
de pH apés 5 dias.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2024

6.5 Teste de Resisténcia a Lavagem

A analise visual ndo demonstrou nenhuma desintegracédo visivel dos
cimentos. Apds a secagem do material observou-se pequena perda de massa em
todos os grupos. Os grupos CHAC5 e CHAC10 apresentaram resultados de
desintegracéo levemente menores comparados com CHAP (Tab.3; Fig.9).
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Tabela 3 - Teste de resisténcia a lavagem dos cimentos 6sseos

Inicial Final Resisténcia
Amostras Weight (mg) Weight (mg) %
CHAP 197 183 92,9
CHACS 195 182,4 93,5
CHAC10 190 177 93,2

Fonte: Dados da pesquisa, 2024

Figura 9 - Resisténcia a lavagem dos grupos CHAP, CHAC5 e CHAC10
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Fonte: Dados da pesquisa, 2024

6.6 Testes Biologicos In Vitro

6.6.1 Ensaio de MTT

Ao avaliar os resultados do ensaio de MTT direto dos cimentos, observou-
se aumento significativo (p=0,032) da viabilidade celular nos grupos CHAP, CHACS e
CHAC10 (Fig.10-A), com uma diferencga significativa entre os grupos CHAC10 e CHAP
(p=0,04). Aos 14 dias, o CHAC10 apresentou viabilidade de 102,05%, enquanto o
grupo CHACS5 teve viabilidade de 86,87% (Fig.10-B), ndo havendo diferengas
estatistica entre os grupos. O grupo CHAC10 ainda se manteve com viabilidade

celular acima de 100%. Com isso, os cimentos ndo apresentaram citotoxicidade



45

celular em Cocultura de células MC3T3 e L929, devido a viabilidade sempre estar

acima de 70%.

Figura 10 - MTT de contato direto em Cocultura celular de L929 e MC3T3 dos cimentos CHAP,
CHACS5, CHAC10 e Grupo Controle por (A) 7 dias e (B) 14 dias.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2024

O teste de citotoxicidade indireto avaliado pelo método de MTT, corroborou
com os achados do MTT direto, onde os grupos ndo apresentaram citotoxicidade
celular. No MTT realizado com as células L929, os grupos apresentaram, em 24h,
resultados semelhantes ao grupo controle (Fig.11-A), ndo demonstrando a diferengas
estatisticas entre os grupos, em todos os tempos. Em 48h e 72h, os resultados de
CHAP, CHAC5 e CHAC10 foram melhores do que o grupo controle (Fig.11-A).
Quando em contato com as células MC3T3, os eluatos dos grupos HAC5
apresentaram melhor viabilidade celular em todos os tempos, enquanto HAP e HAC10
tiveram resultados semelhantes ao grupo controle (Fig.11-B), ndo havendo,
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tampouco, diferengas estatisticas significantes entre as amostras dos grupos. Ao
analisar os resultados do MTT em Cocultura, os resultados foram semelhantes em
todos os grupos (Fig.11-C).

Figura 11 - MTT de contato indireto de HAP, HAC5 e HAC10 em (A) células L929; (B) Células
MC3T3; e (C) Cocultura celular
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Fonte: Dados da pesquisa, 2024

6.6.2 Teste de Mineralizagéo (Alizarin Red S/ Vermelho de Alizarina)

Os noédulos de calcificacdo apareceram com a coloragao roésea-
avermelhada nas imagens microscopicas. Na analise no tempo de 7 dias, observou-

se maior quantidade de nodulos no grupo CHACS5, abrangendo extensa area de
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mineralizacao (Fig.12-B). No grupo controle observou-se apenas dois nddulos de
calcificagédo (Fig.12-D), enquanto nos grupos CHAP, CHACS5 e CHAC10 foi possivel
observar maior quantidade (Fig.12-A;B;C).

Figura 12 - Vermelho de Alizarina S para Mineralizagao. (A) CHAP — 7 dias. (B) CHAC5 — 7 dias. (C)
CHAC10 -7 dias. (D) Grupo Controle — 7 dias. (E) CHAP — 14 dias. (F) CHACS5 - 14 dias. (G)
CHAC10 — 14 dias. (H) Grupo Controle — 14 dias.

Fonte: Dados da pesquisa, 2024

Os resultados do teste com 14 dias evidenciaram maior area recoberta por
calcificagdo, em todos os grupos. Porém os grupos CHAP, CHAC5 e CHAC10
apresentaram-se com uma coloragdo mais escura, quando comparado com o grupo
controle (Fig.12-E;F;G). Além disso, o grupo CONT apresentou maior area sem

calcificagéo (Fig.12-H).

6.6.3 Teste de Hemolise

O teste de hemodlise foi realizado para avaliar se os cimentos poderiam ser
utilizados com seguranga sem prejudicar as células sanguineas. O controle positivo
(CP) demonstrou dano completo na célula, enquanto o controle negativo (CN),
evidenciou que o PBS evitou a lise celular. O percentual de hemolise para os grupos
CHAC 5 e CHAC10 foram de 8 e 10% respectivamente. O Grupo CHAP apresentou
hemdlise de 7% (Fig.13). A analise estatistica demonstrou diferenga significativa entre

0s grupos amostrais comparados com o controle positivo (p<0,0001).



Figura 13 - Teste de Hemolise do controle positivo, controle negativo e cimentos 6sseos CHAP,
CHACS5 e CHAC10
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7 DISCUSSAO

Este trabalho se propds a desenvolver um novo tipo de cimento 6sseo, com
a adicao de ions carbonato em Hidroxiapatita nano-particulada para avaliar os
resultados da resposta celular frente ao biomaterial. Os resultados mostraram que os
cimentos 6sseos de hidroxiapatita carbonatada apresentaram excelentes resultados
nas células pré-osteoblasticas e pré-fibroblasticas, melhorando viabilidade celular,
aumentando potencial de mineralizagdo e n&do causando a lise das células
sanguineas.

A adicao de ions carbonato na composicéo da hidroxiapatita propiciou uma
melhora nas propriedades mecanicas do cimento. A distorcdo do parédmetro da grade
cristalina promove uma alteragdo da morfologia do p6 e do comportamento térmico,
sendo diretamente relacionado com o nivel de carbonato adicionado na composigao
(COPETE; LOPEZ; BAUDIN, 2024b). Adicionalmente a isso, maiores quantidades de
ions carbonato substituido na hidroxiapatita resulta em melhor dissolugao,
cristalinidade reduzida e particulas de tamanhos menores (PEROOS; DU; DE
LEEUW, 2006; TAMM; PELD, 2006). Concordantemente com esses trabalhos, os
resultados encontrados corroboram com as afirmagdes realizadas previamente, com
aglomerados de particulas menores que 2 ym, tempo de presa reduzido, melhor
comportamento no teste de resisténcia a lavagem, além dos resultados obtidos nos
testes bioldgicos. E sabido que as apatitas bioldgicas no s&o tdo cristalinas, e o
motivo € a presenca de carbonato em sua rede. Portanto, a adicdo desses ions na HA
resulta em um papel essencial no desenvolvimento do biomaterial, gerando um
produto de cristais nanométricos e até mesmo amorfos (BIGI et al., 1992; KALITA;
BHATT, 2007).

Para a fase |liquida do cimento, a adicdo de polimero
Hidroxipropilmetilcelulose teve como fun¢gdes a melhora da coeséo e resisténcia a
lavagem. Esse polimero ja esta descrito na literatura para esses fins e sua utilizagao
possibilita melhor manejo das propriedades mecanicas do cimento (BOHNER, MARC,
2010; HABLEE et al., 2017a; ZHANG et al., 2014). Além da coesao e resisténcia a
lavagem, o tempo de presa e as propriedades mecanicas sdo aprimoradas com a
inclusdo do Polimero hidroxipropilmetilcelulose.
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A aglomeragdo das particulas de HAP e HAC gerando uma superficie
irregular €& caracteristica tipica do método de sintese por precipitagdo de
nanoparticulas de HA. Estudos prévios mostraram a caracterizagao através de MEV
encontrando imagem microscopica semelhante ao do presente estudo, onde as
particulas de HA apresentaram-se em aglomerados de 2um, formando diversas
cadeias de hidroxiapatita de tamanho nanométrico (RIGO; GEHRKE; CARBONARI,
2007). Outra pesquisa obteve HA a 100°C por 12h, sendo capaz de formar
aglomeragdes de varios formatos, tamanhos e cristalitos, apresentando também a
capacidade de aglomeragdo e propiciando a formagdo de microporos entre as
particulas, permitindo melhor penetracdo dos fluidos fisioldgicos, favorecendo a
adesdo do biomaterial com o tecido 6sseo neoformado, consequentemente, a
osseointegracao (COSTA et al., 2009; SANTOS et al., 2005). Outro trabalho encontrou
resultado onde os aglomerados de hidroxiapatita carbonatada se apresentaram em
microesferas contendo 425-600um, resultado semelhante ao encontrado no nosso
trabalho (MOURAO et al., 2019). A adicdo de HPMC contribuiu para uma superficie
mais homogénea dos cimentos facilitando a deposi¢ao celular e a osteointegragao.
Os compositos favorecem diferentes tempos de degradacédo dos seus componentes,
criando porosidades que sao favoraveis para a angiogénese e osteogénese.

Os difratogramas obtidos corroboram com os achados encontrados por Li
e colaboradores, onde os picos das nHAs substituidas se apresentam levemente
menores quando comparados com os picos da HAP, tendo como possivel justificativa
para a diminui¢do da cristalinidade das particulas, a incorporagao de ions carbonato
(SHUANG LI et al., 2018). Os picos das nHAs substituidas apresentam-se
ligeiramente diminuidos, devido as caracteristicas intrinsecas do método de sintese
HAP e substituidas (COX et al.,, 2014). Foi possivel observar que o aumento da
concentragédo de ions carbonato gerou redugéo progressiva da cristalinidade. Essa
diminuigao da cristalinidade foi observada por Dias et al., em 2023, onde a adi¢cao de
ions de Sr, Mg e Zn ocasionou diminuicdo dos picos dos difratogramas (DIAS et al.,
2023).

O espectro de FT-IR encontrado nos pos e cimentos, vao de acordo com
as bandas assimiladas nos trabalhos de Dias et al. 2023, Ruiz et al. 2023, com
espectros semelhantes ao da HA, porém com alteragcdes nos picos de intensidade e
pequenos deslocamentos de bandas. Essas modificacbes nos espectros dos pds e
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cimentos podem estar relacionadas com a maior concentragdo de ions carbonato na
rede de grupos funcionais (DIAS et al., 2023; RUIZ et al., 2023).

Os cimentos apresentaram-se hidrofilicos, criando uma superficie favoravel
para a adeséao celular. O equilibrio da superficie nos compdésitos € favoravel ao criar
uma area nao muito hidrofilica, nem muito hidrofébica, melhorando adsor¢ao proteica
e criando ambiente propicio para espalhamento de osteoblastos. Em pesquisa in vivo
realizada com animais, foi possivel observar que os grupos que utilizaram compdsitos
para regeneragdo de defeitos alveolares criaram trabéculas mais maduras e
organizadas comparados com os que nao utilizaram, melhorando a qualidade do osso
neoformado (LOPES et al., 2024).

A adicdo de ions carbonato nos cimentos a base de hidroxiapatita, bem
como a utilizagdo do polimero HPMC, promoveram uma diminuigdo significativa do
tempo de presa final, ao passo que o tempo de presa inicial teve uma ligeira reducéo,
apresentando o tempo de 39 minutos para CHACS5 e 38 minutos para CHAC10. Esse
resultado corrobora o resultado da literatura, ocorrendo a diminuigdo do tempo de
presa a medida que a concentragcao de carbonato aumenta, devido a dissolugao e
precipitacdo que ocorre durante o tempo de presa. Idealmente, o tempo de presa deve
ser estabelecido entre 15 e 25 minutos (Ql et al., 2013; RUIZ et al., 2023). Baseado
nessa evidéncia, foi possivel observar que os cimentos a base de hidroxiapatita
carbonatada apresentaram resultados acima dos tempos de presa final ideais, mas
em contrapartida, provavelmente pela presenca do polimero HPMC na fase liquida,
0s cimentos apresentaram boa resisténcia a degradacao, evitando a desintegracéo
do cimento quando em contato com os fluidos fisiol6gicos. De modo geral, o tempo de
presa rapido limita o periodo de trabalho, a medida que o cimento se torna improprio
para a sua utilizacdo antes do término do procedimento. Tempo de presa mais lento
pode gerar um retardo do procedimento, levando-se em conta a impossibilidade de
finalizar o procedimento enquanto o tempo de presa final ndo for atingido (HABLEE et
al., 2017b).

O comportamento do pH de uma forma geral mostrou uma pequena
diminuigdo nos minutos iniciais, mantendo-se neutro na maior parte do tempo, sendo
caracteristica fundamental para a biocompatibilidade do compédsito em contato com
as células. O pH das amostras de CHAP, CHACS e CHAC10 se mantiveram acima de
6,3 atingindo o pico maximo de 7,1. Esse resultado € mais promissor quando

comparado com achados da literatura, onde mostram que o pH se mantendo acima
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de 4,2 corresponde a cimentos de apatita (GINEBRA et al., 2012; RUIZ et al., 2023).
A ligeira diminuicdo do pH nos minutos iniciais nos grupos CHAC5 e CHAC10 pode
ter ocorrido devido a liberacdo de ions de carbonato e fosfato durante a fase de
dissolugéo na consolidagdo dos cimentos. Essa diminuigdo do valor pode ser atribuida
pela presenga dos ions carbonato ndo reagidos, enquanto o carater basico dos ions
fosfato mantiveram esse intervalo de valores dentro de um nivel de neutralidade do
pH (RUIZ et al., 2023). O aumento do pH no tempo até 120min pode ser considerado
um fator positivo das amostras, podendo estar relacionado com a melhora da adesao
e atividade celular, e a homeostase (DIAS et al., 2023; LEE et al., 2019).

Os modelos celulares utilizados para os testes bioldgicos foram definidos
pelo fato de apresentarem repercusséo no processo de reparacao tecidual, bem como
no processo de cicatrizagdo de feridas, no caso da linhagem celular L929, e para
avaliar o potencial de proliferagao celular 6éssea, quando em se tratando das células
MC3T3. A proliferagdo celular € um indicativo excelente da biocompatibilidade do
material in vitro (LOZANO et al., 2013). Estudos prévios realizados sobre
hidroxiapatita carbonatada mostraram que o biomaterial apresenta excelente
biocompatibilidade, além de ser capaz de promover a proliferagcao de fibroblastos e
osteoblastos. Apesar dos inumeros trabalhos envolvendo hidroxiapatita carbonatada,
poucos utilizaram testes bioldgicos com osteoblastos e fibroblastos em Cocultura,
embora ja foi demonstrado que a Cocultura é capaz de mimetizar os nichos teciduais,
favorecendo a regeneragdo in situ via recrutamento de células endogenas,
estimulando o processo de autoreparacgao (LI et al., 2020). A unido dessas células
gera um efeito sinérgico na maturagdo e neoformagdo O&ssea, melhorando a
comunicagao entre as células, criando a matriz extracelular. A matriz extracelular
secretada por multiplas células em tecidos e 6érgéos cria naturalmente uma rede
fibrosa de proteinas glicosaminoglicanos e proteoglicanos precisamente arranjados
de forma organizada com uma arquitetura 3D que prové um microambiente local
especializado (HUSSEY; DZIKI; BADYLAK, 2018). Um ensaio com a utilizagdo de
nano hidroxiapatita dopada com flavondide em uma tricultura celular envolvendo
osteoblastos, osteoclastos e células endoteliais, resultou em uma melhora do
microambiente da regeneragcdo Ossea e melhora no processo de micro-
angiogenénese, fundamental para a formag&o de novo osso (FORTE et al., 2016).

No ensaio de MTT, a resposta celular frente aos compostos estudados
mostra que o cimento a base de hidroxiapatita carbonatada apresentou resultado
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positivo, enquanto a utilizagcdo de cimento de fosfato de calcio dopado com estréncio
e magnésio, em grandes quantidades, apresentaram uma diminuicdo da viabilidade
celular (ARKIN et al., 2021). Outro trabalho realizou o ensaio de MTT em células
MC3T3 em contato com hidroxiapatita dopada com prata, e obteve uma viabilidade
celular reduzida quando comparada com os achados do nosso trabalho (SIRAIT et al.,
2022). Outra pesquisa executou o teste de citotoxicidade utilizando HAC e os
resultados corroboraram os dados encontrados no presente estudo, com aumento
consideravel da viabilidade celular de MC3T3 em contato com os andaimes do
material (SARI et al., 2021; SIRAIT et al., 2022).

A hemolise é a destruicdo prematura das hemacias (glébulos vermelhos)
por rompimento da membrana plasmatica, favorecendo o extravasamento de
componentes intracelulares como hemoglobina, retardando o processo de
cicatrizagdo e migragao celular, importantes para a cascata de regeneragdo. No
presente estudo, os resultados dos grupos CHAC5 e CHAC10 foram similares ao
grupo CHAP, evidenciando o potencial de integralidade celular em contato com as
amostras, além de suportar o fenbmeno de compatibilidade com o sangue. Pesquisa
realizada com quitosana e magnésio dopadas em Hidroxiapatita também apresentou
como resultado a manuteng¢do da integridade da membrana celular das hemacias,
podendo ser utilizado no corpo humano (BHOWMICK et al., 2018).

A fase mineral do tecido 6sseo formada pela apatita biolégica sustenta a
relacdo entre os mecanismos fisico-quimicos e bioquimicos, extremamente
necessarios para a formagao dos minerais precursores para a nucleagao do acumulo
de ions fosfato e calcio, bem como para a facilitacdo de formacdo e acumulo de
colageno e hidroxiapatita nos defeitos 0sseos. Analisando os dados dos testes de
mineralizagdo, CHAC5 e CHAC10 foram capazes de produzir mineralizacdo em tempo
menor quando comparados com o grupo controle. Uma melhora na deposi¢cdo de
calcio na presenca de hidroxiapatita dopada com carbonato e magnésio foi relatada
em estudo preévio, apresentando resultado similar ao encontrado no teste realizado na
presente pesquisa (DIAS et al., 2023; GUARINO et al., 2014). O teste de Vermelho de
Alizarina sinalizou a importancia dos cimentos de fosfato de calcio, especialmente com
a presenga de hidroxiapatita carbonatada, na indu¢do da mineralizacdo in vitro
(GUARINO et al., 2014). Esse resultado pode ser influenciado pela variacédo de
cristalinidade detectavel nas diferentes formas de fosfato de calcio (CELOTTI et al.,
2006).
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Os resultados promissores envolvendo o biomaterial estudado, servem de
parametro para a realizagdo de novos estudos acerca dos testes bioldgicos in vitro
realizados nessa pesquisa. Com isso, se faz necessario o desenvolvimento de novos
projetos para embasar melhor os achados encontrados, e desenvolver uma pesquisa
para avaliar os efeitos do material in vivo.

Como perspectivas futuras abrangendo esse tema, faz-se necessario
realizar mais estudos abordando as respostas biolégicas in vitro e in vivo para avaliar
mais profundamente e comparativamente os efeitos da utilizagdo dos cimentos de
hidroxiapatita como cimento ésseo voltado para regeneragao, bem como da utilizagao
de polimeros na composi¢cao da pasta. Apds a comprovacao cientifica da eficacia e
eficiéncia do compadsito, o delineamento de um ensaio clinico para avaliagdo dos
resultados do cimento traria grandes avangos para a comunidade cientifica que almeja

melhores resultados quando o assunto é regeneragao 0ssea.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Em conclusdo, foi possivel observar que os cimentos a base de
hidroxiapatita carbonatada apresentaram resultados promissores para a regeneragao
0ssea, aumentando a viabilidade celular e estimulando mineralizacdo sem causar
hemdlise. Os resultados dos testes realizados também corroboram para melhor
compreensao e bioatividade do compdsito desenvolvido. Em conjunto, os resultados
encontrados servem de base para evidenciar as caracteristicas ideais fisico-quimicas
e biolégicas do desempenho do novo compdsito que permitira sua utilizagdo em
estudos in vivo, e obtengdo de materiais para a engenharia de tecidos.
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Abstract

The aim of this study is to create carbonate-substituted nanoparticulate
hydroxyapatite (HAC) and produce a carbonated hydroxyapatite bone cement (CHAC). The
initial substances and cements were synthesized and subjected to physicochemical analysis.
Subsequently, they were tested in a laboratory setting using a cell coculture of L929 and
MC3T3. The study examined four samples: pure hydroxyapatite cement (CHAP), CHAC with
5% carbonate (CHACS), CHAC with 10% carbonate (CHAC10), and a control group (CONT).
The characterization was assessed using scanning electron microscopy (SEM), X-ray
diffraction (XRD), Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR), contact angle
measurements, pH testing, setting time analysis, and wash resistance testing. The cytotoxicity
was assessed using the MTT test, mineralization, and hemolysis. The characterization of the
CHAC yielded results consistent with those reported in the literature, indicating decreased
crystallinity peaks and increased solubility of the sample. However, the cement did not
disintegrate when dissolved. Furthermore, it was demonstrated to possess hydrophilic
properties and exhibited a pH that is suitable for its application in bone regeneration. During
the biological experiments, CHAC exhibited enhanced cell viability and promoted
mineralization, without inducing cell hemolysis. Carbonated hydroxyapatite-based cements
shown encouraging outcomes in promoting bone regeneration and enhancing cell viability. The
test findings indicate that the developed biomaterial created a conductive environment for bone

regeneration.

Keywords: Bone Regeneration; Biocompatible Materials; Bone Cements
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Introduction

Bone substitutes are biomaterials that have been proved to be beneficial in promoting bone
repair. They try to promote bone tissue regeneration by encouraging self-degradation, allowing
it to be replaced with newly produced bone. In recent years, numerous biomaterials have been
investigated in an attempt to control cellular activity, including those involved in bone tissue
regeneration. As a result, some bone cements incorporating synthetic materials with mineral
compositions similar to bone and high osteoconductive properties have lately gained popularity
for filling bone defects (131,
Calcium phosphate has a unique composition called hydroxyapatite (HA). This arrangement
continues with a large number of investigations for applications in bone regeneration. This is
because it is extremely stable under physiological settings and closely resembles genuine bone
mineral. However, this property leads hydroxyapatite to have limited chemical solubility,
resulting in decreased of in vitro absorption [l HA has been used as a bone regeneration
substance since the 1980s. It exhibits excellent biocompatibility, bioactivity, and
osteoconduction qualities. However, it has a deficiency in mechanical qualities. Stress along
the Z-axis of HA crystals causes fragilities. To promote bone regeneration, functional ions such

as strontium, magnesium, zinc, and carbonate have been added into hydroxyapatite's structure.
[5,6,4]

This highlights the significance of utilizing hydroxyapatite with carbonate.
Biological apatite has carbonate ions in its natural composition, and these ions are known to
perform a significant mechanical and biological role. Carbonated Hydroxyapatite (CAH) may
alter and create granules with a variety of well-defined geometries and sizes, adapting to the
morphologies of bone defects. However, there have been reports that using CAH has a high rate
of problems (>32%), which is owing to the fact that traditional CAH has limited porosity,
inhibiting more new bone formation sites and making remodeling difficult. That is why it is
critical to obtain a nanometric-sized CAH so that bone neoformation can occur between the
granules. CAH has stronger biosorption than hydroxyapatite, which allows for improved bone
remodeling while also lowering macrophage inflammatory cytokine release. However, it is
unclear if adding CAH improves scaffold immunoregulatory effectiveness without impairing
other activities. In addition, the capacity to designate the physicochemical features of calcium

carbonate particles has gained popularity since it has the potential to improve drug distribution



66

in the body, as the geometry of the particles has a significant impact on cellular activity. [7 -]
Thus, because to their widespread availability, low cost, and convenience of use, HA-based
bone cements are gaining popularity in surgical applications of bone restoration and

regeneration. However, it is also biocompatible, harmless, pH-sensitive, and biodegradable. [
-12]

As a result, the goal of this work was to produce nanoparticulate hydroxyapatite
replaced by carbonate using aqueous precipitation at low temperatures. Physicochemical
characteristics and cytotoxicity were also be assessed. Subsequently, this effort will focus on
the development of a carbonated hydroxyapatite cement, which was physically and chemically
examined and tested in vitro, with significant implications for possible bone regeneration

applications.

Methodology

1. Ethics considerations

This study was carried out in compliance with Brazil's National Health Council
Resolution No. 196/1996. This is an in vitro study; hence it does not need to be submitted to
the Federal University of Minas Gerais' Research Ethics Committee. The cells will serve as a
reference in the cell bank of Rio de Janeiro, RJ, Brazil.
2. Synthesis of Hydroxyapatite

Pure hydroxyapatite was manufactured using the method disclosed by Cox et al. in
2014 31 with modifications. Two solutions were prepared. The first solution (A) contained
0.04 M (4.6012 g) of monobasic ammonium phosphate ((NH4)H>2PO4), which was solubilized
in 150 ml of deionized water with vigorous magnetic agitation until completely homogenized.
The second solution (B) was included 0.067 M (15.7512 g) of calcium nitrate (Ca(NO3)2.4H,0),
which was solubilized in 120 ml of deionized water using strong magnetic stirring until

completely dissolved.

To adjust the pH to 11, ammonium hydroxide was introduced to solution A drop by
drop. The Calcium Nitrate solution was then be placed into a three-mouth reaction flask that

has been previously fixed to a condenser and kept in a glycerin bath at 100°C with steady
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magnetic stirring. The monobasic ammonium phosphate solution was then be poured into a
separating funnel and added drop by drop to solution B.

The mixture was kept in a glycerin bath with constant stirring for 24 hours at 100°C.
At the conclusion of the specified period, the precipitate was filtered and rinsed with deionized
water until it reaches pH 7. The product from this process was heat treated and dried in an oven
at 100°C for 24 hours. Once the designated time has elapsed, the hydroxyapatite was macerated
in order to effectively spray the particles.
The same process, temperature, pH, and duration was employed to synthesize nanostructured
carbonated hydroxyapatite. The solutions of (NH4)2COs3, 0.05 mol/L and 0.10 mol/L, was

added to solution B and then integrated into solution A at a flow rate of 4ml/min.

3. Physicochemical properties of hydroxyapatite particles
3.1 Scanning electron microscopy (SEM)

The morphological examination of the HAC particles was performed using
scanning electron microscopy (SEM) on a scanning electron microscope (JEOL model JSM
6360 LV) with an acceleration voltage of 15 kV and a magnification power of 1000x and

15000x. The samples were metallized with 3 mm of gold before analysis.
3.2. X-ray diffraction

The generated HAs' crystallinity was determined by X-ray diffraction. The
SHIMADZU apparatus, model XRD-7000 X-RAY (DQ-UFMG), was obtained the
diffractograms utilizing copper tube and Cu Ka radiation (A=1.54051 A) operating at 30 kV
and 30 mA. The analyses were performed at angles of 20 ranging from 4 to 60 degrees and a

scanning speed of 40 min-1.
33 FT-IR

The FT-IR was utilized to determine the functional groups in the PAH, HACS, and
HACI10 samples. The data was recorded using a Perkin Elmer GX spectrophotometer with a 4
cm! resolution from UFMG's Department of Chemistry. The samples, manufactured in KBr
tablets, was dried first and then examined in the 4000 - 400 cm-1 range. The data was handled
by the ACD/SpecManager 6.0 application and ACD/labs.
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4. Properties of Bone Cements
4.1 Composition

Hydroxyapatite-based bone cements consist of two phases: powder and liquid. The
powder phase was supplemented with 90% HA and 10% anhydrous dibasic calcium phosphate.
The liquid was composed of an aqueous solution comprising 2% sodium hydrogen phosphate,

2% calcium chloride dihydrate, 2% beta-glycerophosphate, and 5% hydroxypropyl cellulose.
4.2 Physicochemical Characterization of Bone Cements

The cements' composition and structure were characterized using X-ray diffraction,
p g y

infrared absorption with Fourier transform, and a wettability test.
4.3 Absorption spectroscopy in the Fourier transform infrared region

The FT-IR was used to investigate the molecular interactions between PAH, HACS,
and HAC10 cements. The infrared absorption spectra were recorded using a Perkin Elmer GX
spectrophotometer with a resolution of 4 cm-1 from UFMG's Department of Chemistry. The
samples were produced in KBr tablets, dried, and evaluated in the range of 4000 to 400 cm-1.
The data were processed using the ACD/SpecManager 6.0 application, ACD/labs.

4.4 Contact angle (wettability)

Wettability is determined by the contact angle, which is the angle formed by the
tangent of the liquid-vapor interface and the solid surface at the three-phase contact line.
Traditionally, the contact angle is measured from the liquid side.
The experiment will be carried out using the SEO Phoenix 300 Touch Contact Angle

Measurement System.

4.5 Setting time test

The initial and ultimate setting periods of the cements were measured using
Gillmore needles in accordance with the ASTM C266-08 Standard (SIEK et al., 2017). The

cement powder and liquid phases were mixed for 120 seconds to ensure homogeneity. The
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modified paste was put onto metal discs measuring 10 mm by 3 mm. After 120 seconds, the
light needle (113.4g and 2.12 mm) was put on the paste's surface for 5 seconds and repeated
every 1 minute. The initial setup time was determined when the needle left no mark on the
surface. The ultimate setting time was determined when the heavy needle (453.6g and 1.06mm)

was unable to mark the cement surface. The measurements were taken in triplicate.

4.6 pH Measurement

The samples were placed in falcon tubes containing 10 ml of MilliQ® water and
maintained at room temperature. The MS TECNOPON, mPA-210, from Brazil, was used for
the measurements. Values were taken at 5, 10, 20, 30, 60, and 120 minutes intervals, as well as
1, 2, 3, 4, and 5 days later. MilliQ water is replenished daily. The test was carried out in

triplicate.
4.7 Wash Resistance Test

The wash resistance test involved evaluating a basic weight reduction procedure.
The paste samples were immersed in 20 milliliters of MilliQ water. After 24 hours, the samples
were heated in an oven at 70°C for 1 hour and weighed again. The tests were done three times,

and the final result was calculated as a percentage loss of total mass.
5 In vitro biological testing.

The MTT assay was used to investigate the direct cytotoxicity of the cements. Cells
from L929 ATCC n° CCL-1 and MC3t3-E1 ATCC n° CRL-2594 were subjected to samples of
culture medium (DMEM + SFB) at a concentration of 200 pg/mL in 24-well plates. The
samples were measure 6x4mm and was be created in duplicate. The samples were then be

disinfected for 1 hour using UV radiation. The specified times were seven and fourteen days.

The indirect cytotoxicity of HA powder was assessed using the MTT assay and its
eluate (supernatant). To get the eluates, 2g from each group was weighed and disinfected with
UV radiation for 1 hour. The samples were then be put onto plates containing 2 mL of the
appropriate culture media for each cell line employed and cultured at 37°C for 24 hours. 200uL

of eluate was put onto a 96-well plate at 24, 48, and 72 hours. The tests were conducted in
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hexaplicates, and absorbance was measured at 570 nm with a Thermo Scientific Multiskan

spectrophotometer (MCC/340 spectrophotometer).

The Alizarin S Red test was used to know the mineralization produced by
calcification nodules in the cells. Samples of 2x2x2mm cement were placed in a 24-well plate.
The culture medium was replaced every two days. After 7 and 14 days, the cell cultures were
washed twice in PBS, fixed with 4% paraformaldehyde for 30 minutes, and rinsed twice with
PBS. After the second wash, Alizarin red 0.2% was added to the wells and left for 5 minutes.
Following that, extensive washing with PBS was conducted. The plates were taken to the

ICB/UFMG, where the wells were inspected and photographed using the Citation 5 instrument.

The hemolysis test was performed to determine the samples' compatibility with
blood. For the experiment, falcon tubes were filled with 1ml of rabbit blood and 9ml of PBS.
The falcon was centrifuged at 500 g for 10 minutes. The procedure is done three times, and
after the final centrifugation, the supernatant is collected and 1ml of PBS is added. Plating was
done on a 96-well plate with positive control (100pL blood + 100uL TritonX), negative control
(100uL blood + 100uL PBS), and eluates of CHAP, CHACS, and CHAC10 (100uL blood +
100uL eluate). The test was done in Hexaplicate.

Results

The microscopy results were displayed in Figure 1. Panels A and B show the
existence of particles < 50 micrometers, resulting in an uneven surface. This is typical of the
HA nanoparticle precipitation production process. The micrographic pictures of PAH and
HACI10 (C, D) demonstrate the existence of agglomerated particles < 50 micrometers and a
heterogeneous and porous surface (Figs 1, B, and D). When examining the micrographs of the
cements in the CHAP in the panels (E, F) and the CHAC10 cements (G, H), it is possible to
notice the presence of a granular surface; despite the inclusion of particles of pure and
carbonated hydroxyapatites in both samples, the surface roughness is more homogeneous due

to the presence of polymer from the liquid phase.

The XRD imaging standards for hydroxyapatites and cements (Fig. 2) align with ICCD
standards for hydroxyapatite. The diffractogram peaks were more dispersed, indicating low

crystallinity. The results indicated diffraction peaks equivalent to those of stoichiometric HA at
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values of 20: 25.68°, 28.85° 31.80° 32.81°, 33.85° 39.77°, 46.71°, and 49.40°. It was also

noticed that when the amount of carbonate ions increased, the strength of the peaks decreased.

The CAH and CHAC spectra contained HA-specific absorption regions. The
absorption band characteristic of symmetrical stretching of the OH- group of HA may be seen
at around 3560 cm-1. The bands at 870 cm-1 and 1460 cm-1 are typical of the CO3-2 group.
PO4-3 ions are responsible for the bands observed at 1030 cm-1. It was also discovered that

samples containing 5% and 10% carbonate had better transmittance than PAHs.

The wettability test for contact angle at a contact period of 1 second, all cements
exhibited hydrophilic properties. However, CHACS5 and CHAC10 shown superior hydrophilic
potential compared to CHAP. After a duration of 30 seconds, the hydrophilicity of the materials

was confirmed through a reduction in angles.

The setting time test measured the ratio of powder to liquid was established at 0.6
for the purpose of handling the cements and conducting the tests. The initial setup time was
comparable among all samples, with a small elevation observed in the CHAP sample. In
contrast, the CHACS and CHAC10 groups exhibited a significant reduction in the final setup
time compared to the CHAP group.

The pH levels of all samples decreased within the initial 10-minute period.
Following a duration of 20 minutes, the CHAP and CHACS groups exhibited a progressive
increase in values, whereas the CHAC10 group-maintained stability until the 60-minute mark.
Within 24 hours, there was a decline in the values of all groups, with the CHACS and CHAC10
groups maintaining a value of 6.6 until day 3. Following a 4-day assessment period, the pH

levels rose to 6.9 (CHAP), 7.0 (CHACS), and 7.1 (CHACI10).

The test for degradation showed no apparent deterioration of the cements by visual inspection.
Following the drying process, a little decrease in mass was detected in all experimental groups.
The disintegration findings of the CHACS and CHAC10 groups were marginally lower than
those of CHAP.

In vitro biological tests

Cytotoxicity
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Upon examining the findings of the direct MTT assay of the cements, it was
observed that the CHAP, CHACS, and CHACI10 groups exhibited a notable improvement in
cell viability. After 14 days, the viability of CHAC10 was 102.05%, whereas the CHACS group
had a viability of 86.87%. The CHAC10 group had cell viability that remained above 100%.
Therefore, the cements exhibited no harmful effects on the MC3T3 and L929 cells when they

were cultured together.

Figure 6 shows the results of a direct contact MTT experiment on coculture cells of
L929 and MC3T3 in the CHAP, CHACS, CHACI10, and control groups. The assay was
conducted for 7 days (A) and 14 days (B). The indirect cytotoxicity test, assessed using the
MTT method, confirmed the results obtained from the direct MTT test, indicating that the
groups did not exhibit any cellular cytotoxicity. In the MTT assay conducted using L929 cells,
the experimental groups exhibited outcomes that were comparable to those of the control group
during a 24-h timeframe. The outcomes of CHAP, CHACS, and CHAC10 were superior than
those of the control group at 48 and 72 h. When exposed to MC3T3 cells, the eluates from the
HACS group exhibited superior cell viability consistently, but both HAP and HAC10 had
comparable outcomes to the control group. Upon examining the findings of MTT in Coculture,
it was observed that the outcomes were consistent across all groups. Figure 7 shows the results
of the indirect contact MTT assay of PAH, HACS, and HAC10 on 1929 cells, MC3T3 cells,

and coculture cells.

Alizarin Red S mineralization test

The calcification nodules had a pinkish-reddish hue in the microscopic images.
During the 7-day study, the CHACS group exhibited a higher quantity of nodules, which
occupied a large area of mineralization as shown in Figure B1. Only two calcification nodules
were found in the control group, however a larger quantity was observed in the CHAP, CHACS,

and CHAC10 groups.

Figure 8 shows the Alizarin Red S staining used to detect mineralization. The
duration of the chapter is 7 days. (B) CHACS has a duration of 7 days. (C) CHAC10 — 7 days.
The control group was observed for a period of 7 days. The duration of the CHAP is 14 days.
The duration of CHACS is 14 days. The duration of CHACI10 is 14 days. The control group

was observed for a period of 14 days.
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The findings from the 14-day experiment revealed a greater extent of calcification
in all groups. Nevertheless, the CHAP, CHACS, and CHAC10 groups had a more intense hue
with 4x magnification in comparison to the control group. Furthermore, the control group had

a greater extent of non-calcified region.

The hemolysis test was conducted to evaluate the biocompatibility of the cements
by determining their potential to cause damage to blood cells. The positive control (PC)
demonstrated total cellular damage, but the negative control (NC) indicated that the PBS
effectively inhibited cell lysis. The hemolysis rate for the CHAC 5 group was 8%, while the
CHAC 10 group had a hemolysis rate of 10%. The CHAP Group saw a hemolysis rate of 7%.

Discussion

The objective of this study was to create a novel kind of bone cement by incorporating carbonate
ions into nano-particulate hydroxyapatite. The purpose was to assess the cellular reaction to this

biomaterial.

The incorporation of carbonate ions into the hydroxyapatite composition resulted
in enhanced mechanical characteristics of the cement. The distortion of the crystalline grating
parameter promotes a change in the morphology of the powder and the thermal behavior, being
directly related to the degree of carbonate added in the composition. Furthermore, an increased
presence of substituted carbonate ions in hydroxyapatite leads to enhanced dissolution,
decreased crystallinity, and diminished particle sizes ['* 71, The results confirm the prior
comments, showing the presence of particle clusters smaller than 2 um, shorter setting time,
improved performance in the wash resistance test, and positive outcomes in the biological tests.
The presence of carbonate in the network of biological apatites is responsible for their reduced
crystallinity, a fact widely acknowledged. Consequently, the presence of these ions in HA plays
a crucial role in the formation of the biomaterial, resulting in the production of nanoscale and

potentially shapeless crystals. [18 1]

The inclusion of HPMC polymer in the cement serves to enhance cohesiveness and
increase resistance to washing. This polymer has already been documented in the literature for
these specific objectives, and its utilization facilitates more effective control over the

mechanical characteristics of cement. The introduction of hydroxypropyl methylcellulose
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polymer not only enhances cohesiveness and wash-out resistance, but also improves setting

time and mechanical properties. [2%-21-22]

The formation of uneven surfaces due to the aggregation of PAH and HAC particles
is a common feature observed in the precipitation production process of HA nanoparticles. Prior
research has demonstrated that the SEM analysis revealed a microscopic image resembling that
of the current study, in which the hydroxyapatite (HA) particles were observed in clusters
measuring 2pum. These clusters formed many chains of nanometric-sized hydroxyapatite.
Another study achieved the synthesis of hydroxyapatite (HA) at a temperature of 100°C for a
duration of 12 hours. This process resulted in the formation of agglomerates with diverse
shapes, sizes, and crystallite structures. Additionally, the HA exhibited a high capacity for
agglomeration, leading to the creation of micropores between the particles. These micropores
facilitate the penetration of physiological fluids and enhance the adhesion of the biomaterial to
the newly formed bone tissue, thereby promoting osseointegration. In another investigation, it
was discovered that carbonated hydroxyapatite clusters were observed within microspheres
ranging from 425-600pum, which is consistent with the findings of our own research. The
inclusion of Hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) resulted in a more uniform surface of the
cement, which enhanced the process of cell deposition and osseointegration. Composites
selectively promote the breakdown of their components at varied rates, resulting in the
formation of pores that are beneficial for the growth of blood vessels (angiogenesis) and the

formation of new bone tissue (osteogenesis). (2324 2°]

The observed diffractograms support the findings reported by Li et al., indicating
that the peaks of the substituted nHAs are slightly smaller compared to those of PAH. This
decrease in crystallinity of the particles can perhaps be attributed to the incorporation of
carbonate ions. The peaks of the substituted nHAs exhibit a modest drop, which can be
attributed to the inherent properties of the HAP synthesis method and the substitution process.
It was evident that as the concentration of carbonate ions increased, there was a gradual decrease
in crystallinity. Dias ef al. (2022) 261 noticed a reduction in crystallinity when Sr, Mg, and Zn
ions were added, resulting in a drop in diffractogram peaks. [26 13 27]
The FT-IR spectrum seen in powders and cements aligns with the bands identified in the
investigations conducted by Dias et al. in 2023 and Ruiz et al. in 2023 27281, These spectra
exhibit similarities to those of HA, but with variations in peak intensity and slight shifts in
bands. The changes observed in the spectra of powders and cements may be attributed to the

increased concentration of carbonate ions inside the network of functional groups. 27-28]
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The cements exhibited hydrophilic properties, which facilitated cell attachment by
providing a suitable surface. The composites achieve a favorable surface balance by
establishing an area that is neither excessively hydrophilic nor excessively hydrophobic. This
enhances protein adsorption and promotes the spreading of osteoblasts. During an in vivo study
conducted on animals, it was observed that the groups using composites for alveolar defect
regeneration had more mature and ordered trabeculae compared to those who did not. This led

to an improvement in the quality of the newly generated bone. [2°]

The inclusion of carbonate ions in the hydroxyapatite-based cements, along with
the utilization of the HPMC polymer, resulted in a notable decrease in the ultimate solidification
duration. Additionally, the initial setting time duration experienced a modest reduction, with
CHACS taking 39 minutes and CHACI10 taking 38 minutes. This finding confirms the results
reported in the literature, indicating that an increase in carbonate concentration leads to a
reduction in the time it takes for the material to solidify. This is attributed to the process of
dissolution and precipitation that takes place during the setting time. Optimally, the desired
duration for the setting time process should be determined to fall within the range of 15 to 25
minutes. According to the evidence, it was observed that the carbonated hydroxyapatite-based
cements had longer setting times than ideal. However, this was likely due to the presence of the
HPMC polymer in the liquid phase. On the positive side, the cements showed good resistance
to degradation, preventing them from breaking down when exposed to physiological fluids.
Typically, the rapid setting time restricts the duration of work, since the cement becomes
unsuitable for use prior to the completion of the procedure. A longer setting time can cause a
delay in the procedure, as the procedure cannot be completed until the final setting time is

reached. [30:28. 211

The pH exhibited a slight decline in the initial minutes and remained mostly neutral
throughout, which is a crucial property for the biocompatibility of the composite when in touch
with cells. The pH levels of the CHAP, CHACS, and CHACI10 samples consistently stayed
above 6.3, with a maximum peak of 7.1. This outcome is more encouraging in contrast to the
results reported in the existing literature, which indicate that a pH level above 4.2 is associated
with apatite cements. The marginal decline in pH observed during the initial minutes in the
CHACS and CHACI10 groups could be attributed to the liberation of carbonate and phosphate
ions during the process of cement consolidation. The reduction in value can be ascribed to the
existence of unreacted carbonate ions, while the alkaline nature of the phosphate ions

maintained these values within a pH neutral range. The pH increase observed up to 120 minutes
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can be regarded as a beneficial aspect of the samples, potentially associated with enhanced cell

adhesion, activity, and homeostasis. 3128271

The cell models utilized in the biological tests were selected based on their impact
on tissue repair and wound healing processes. The L.929 cell line was used to assess its effects
on wound healing, while the MC3T3 cells were employed to evaluate their potential for
promoting bone cell proliferation. Cell proliferation serves as a reliable indicator of the
material's biocompatibility in laboratory settings. [*2 Prior research conducted on carbonated
hydroxyapatite has demonstrated its exceptional biocompatibility, as well as its capacity to
stimulate the growth of fibroblasts and osteoblasts. Although there have been many studies on
carbonated hydroxyapatite, only a few have utilized biological tests involving osteoblasts and
fibroblasts in coculture. However, it has been demonstrated that coculture can effectively
replicate tissue environments, promoting natural regeneration by attracting existing cells and
stimulating the self-repair mechanism. The combination of these cells produces a cooperative
impact on the development and production of bone, enhancing intercellular communication and
facilitating the creation of the extracellular matrix. The extracellular matrix, produced by many
cells in tissues and organs, forms a fibrous network composed of glycosaminoglycan and
proteoglycan proteins. These proteins are structured in a highly ordered fashion, creating a 3D
architecture that establishes a unique local milieu. An experiment utilizing flavonoid-doped
nanohydroxyapatite in a cell triculture consisting of osteoblasts, osteoclasts, and endothelial
cells demonstrated an enhancement of the bone regeneration microenvironment and
improvement in the micro-angiogenesis process, which is crucial for the development of new

bone. [26:33,34]

The MTT experiment revealed that the carbonated hydroxyapatite-based cement
exhibited favorable results in terms of cellular response to the tested chemicals. Conversely, the
utilization of calcium phosphate cement doped with high concentrations of strontium and
magnesium resulted in a decline in cell viability. A separate study conducted the MTT
experiment on MC3T3 cells exposed to silver-doped hydroxyapatite, and observed a decrease
in cell viability compared to the results of our investigation. Another study conducted a
cytotoxicity test using HAC, and the results supported the findings of the current study, showing
a significant improvement in the viability of MC3T3 cells when in contact with the material's

scaffolds [33-36.37]
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Hemolysis refers to the premature breakdown of red blood cells due to damage to
the plasma membrane. This damage causes the release of intracellular components, including
hemoglobin, which can hinder the healing process and the movement of cells necessary for
tissue regeneration. The findings of this study demonstrate that the CHACS and CHACI10
groups exhibited comparable results to the CHAP group, indicating the ability of cells to
maintain their integrity when in contact with the samples. Furthermore, these results support
the notion of compatibility with blood. The research conducted using chitosan and magnesium-
doped Hydroxyapatite demonstrated the preservation of the cell membrane integrity of red

blood cells, indicating its potential applicability in the human body. [*%]

The mineral phase of bone tissue, composed of biological apatite, plays a crucial
role in connecting the physicochemical and biochemical processes necessary for the formation
of precursor minerals. These precursor minerals are essential for the nucleation of phosphate
and calcium ions, as well as for facilitating the formation and accumulation of collagen and
hydroxyapatite in bone defects. Upon analyzing the data obtained from the mineralization tests,
it was seen that both CHACS5 and CHAC10 demonstrated a significantly shorter mineralization
time compared to the control group. A prior study indicated an enhancement in calcium
deposition when using hydroxyapatite doped with carbonate and magnesium. The Alizarin Red
test demonstrated the significance of calcium phosphate cements, particularly when carbonated
hydroxyapatite is present, in promoting mineralization in a laboratory setting. The outcome
could be affected by the variability in crystallinity observed in the various forms of calcium
phosphate. [27-3% 401

The positive outcomes obtained from the analysis of the biomaterial provide a basis

for conducting additional in vitro biological experiments in this study.

Conclusion

Overall, it was evident that carbonated hydroxyapatite-based cements exhibited encouraging
outcomes for bone regeneration, enhancing cell viability and promoting mineralization without
inducing hemolysis. The findings collectively establish the essential physicochemical and
biological attributes required for the optimal performance of the novel composite, enabling its

application in in vivo research and the development of materials for tissue engineering.
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ABSTRACT: The objective was to determine the effect of calcium phosphate
composite with doxycycline molecularly included as a graft on bone defect after
tooth extraction for slow delivery of drug. Methods: animal were distributedinio
four groups: Group 1 (Blood Clot), Group 2 (TCP), Group 3 (TCP/PCL/PLGAY), and
Group 4 (TCP/PCL/ PLGA/ DOX/CD). An alveolar bone defect was created, and the
analysis was conducted at preset intervals of T1 (14 days) and T2 (28 days).
Resulis: The results of the histological study using H&E staining demonstrated the
existence of newly created bone in all experimental groups. Group 4 exhibited the
biggest area of newly formed bone at T1, and this observation was consistent across
all time points examined. Group 4 exhibited a consistent volume across the
measured time intervals, as evidenced by the existence of more advanced and
structured trabeculated bone in T2 in comparison to T1. Even more Group 4, notably
T2, displayed the highest proportion (47%) of newly formed bone arca in

to Group 1 (36%), Group 2 (33%), and Group 3 (31%). The statistical
analysis indicated that there were not statistically significant differences at recorded
times both within the same groups and between the different groups (p>0.05). The
number of osteoclasts observed in Group 4 of T2 exhibited a reduction compared to
Group 4 of T1, suggesting that DOX has an inhibitory effect on the formation of

Therefore, the i D ination promotes the ion of
new bone during the crucial early phases of bone repair (T1)

INTRODUCTION: After an exodontia procedure,
the alveolar repair process involves the formation
of bone tissue that remodels and regenerates the
defect region . This process of bone repair may be
influenced, sped up, or slowed down by vascular
supply, local microbial conditions, and systemic
factors,
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BIOFILME ORAL E COVID-19

Guilherme Luz Campos
Paula Juliene Teles Alves

Amilia Moreno

Resumo

Em meados de 2019, um novo virus SARS-Cov-2 foi detectado em
Wuhan, na China, e se espalhou por todo o mundo rapidamente
causando uma pandemia, e a doenga proveniente dessa infecgio foi
denominada COVID-19. Pacientes que apresentavam comorbidades
manifestavam sintomas mais severos da doenga. O biofilme também deve
ser considerada um fator de risco para o curso mais severo da doenga. Essa
hipétese é baseada nos dados de pesquisas recentes, as quais apontam
para uma associagdo entre baixa satide oral e severidade da COVID-19
via mecanismos direto e indireto. O mecanismo direto estd conectado
com os receptores de Enzima conversora de angiotensina II (ACE-2),
enquanto o método indireto estd voltado para a cascata inflamatdria e
superinfecges bacterianas. Infecgdes secundarias bacterianas e fiingicas
em relagio ao COVID-19 sio amplamente retratadas e devem receber uma
atengio especial. Pacientes com sintomas graves de COVID-19 tratados
em UTI (Unidade de Tratamento Intensivo) e CTI (Centro de Terapia
Intensiva) so dez vezes mais propensos a desenvolver infecgio bacteriana/
fingica secunddria, do que uma infecgdo secundiria viral. E para esses
pacientes, a saude oral ruim é um grande problema. A inser¢io do tubo
endotraqueal gera uma alteragio da flora oral, e consequentemente altera
a composi¢io do microbioma oral sendo essencial a conscientizagio da
importincia do controle adequado do biofilme dental nos individuos
com Covid-19.
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