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COSTA, Priscila Caroline de Sousa. Regeneracdo Ossea: Uma revisdo sobre o0s
biomateriais baseados em hidroxiapatita. Trabalho de Conclusdo de Curso, Graduagdo em

Engenharia Biomédica, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, 58p., 2018.

RESUMO

Os problemas relacionados com perdas de massa oOssea continuam sem ter um
tratamento satisfatorio, e por isso ainda sdo muitas as pesquisas que buscam a solucdo para
esta demanda. Dentro dos materiais mais explorados para aplicagdes na regeneragdo do 0sso
encontramos os baseados em hidroxiapatita, uma vez que esses apresentam grande
similaridade com a matriz extracelular desse tecido. Entretanto, como o 0sso possui
particularidades estruturais e funcionais complexas, o desenvolvimento de um biomaterial que
promova a sua regeneragdo atendendo a todas as suas exigéncias ainda requer uma resolugao.
Nesse contexto, materiais compostos a base de hidroxiapatita nanoestruturada contendo
substancias como zinco, estroncio ¢ carbono tém demonstrado, em ensaios preliminares,
resultados promissores para uso no reparo 6sseo. No entanto, qualquer material que tenha
como finalidade uma aplicagdo clinica deve ser estudado do ponto de vista citotoxico e
genotoxico. Assim, o objetivo deste trabalho serd abordar a regeneragdo Ossea na perspectiva
da medicina regenerativa, focando nos biomateriais e em suas funcionalidades e propriedades,
em particular na hidroxiapatita pura e associada a outros materiais, bem como revisar os
estudos que abordam a citotoxicidade desses materiais seguindo as normas exigidas para
avaliar sua biocompatibilidade e evidenciar o qudo negligenciada tem sido a avaliagdo

genotdxica nesse contexto.

Palavras-chave: Hidroxiapatita. Citotoxicidade. Genotoxicidade. Regeneracdo 0ssea.



COSTA, Priscila Caroline de Sousa. Bone regeneration: A review of hydroxyapatite based
biomaterials. Conclusion Work Project, Biomedical Engineering Bachelor Degree, Federal
University of Rio Grande do Norte, 58p, 2018.

ABSTRACT

The problems related to the bone loss continue without a satisfactory treatment, so
there are still many researches looking for a solution to this demand. Among the most
exploited materials for applications in bone regeneration are those based on hydroxyapatite,
due to its similarity with the extracellular matrix of this tissue. However, as the bone tissue
has complex structural and functional particularities, the development of a biomaterial that
promotes its regeneration in accordance with all its requirements still requires a solution. In
this context, composite materials based on nanostructured hydroxyapatite containing
substances such as zinc, strontium and carbon have shown, in preliminary assays, promising
results for the use in bone repair. However, any material intended for clinical application
should be studied from a cytotoxic and genotoxic point of view. Thus, the objective of this
work will be to revise the content involving the bone regeneraton on the regenerative
medicine perspective, focusing on the biomaterials functionalities and properties. In
particular, studies about cytotoxicity of materials based on pure hydroxyapatite and
composites of hydroxyapatite associated with other materials will be review and it will shown

how the genotoxicity evaluation has been neglected.

Key words: Hydroxyapatite. Cytotoxicity. Genotoxicity. Bone regeneration.



1. INTRODUCAO

Todos os anos, cerca de dois milhdes de pacientes em todo o mundo necessitam de um
procedimento que envolve a utilizagao de enxerto para reparar defeitos 6sseos decorrentes de
varios motivos, que incluem eventos traumaticos e nao traumaticos, anormalidades congénitas
ou outras doencas (BOHNER, 2010; HABIBAH et al., 2018). As técnicas hoje utilizadas
nesses casos ainda possuem falhas que necessitam de respostas, como € o caso da utilizacao
do enxerto autdlogo, que além de ser um procedimento que envolve duas cirurgias, também
possui problemas quanto a morbidade no local de origem da extracdo. Por outro lado, a
utilizagdo de enxertos alogénicos aumenta as chances de rejei¢do, podendo levar ao
desenvolvimento de reagdes imunologicas, ¢ também aumenta o risco na transmissdo de

doencas (BOHNER, 2010).

Nesse contexto atuam a medicina regenerativa e a engenharia tecidual, que sdo areas
interdisciplinares e fazem uso dos fundamentos da engenharia ¢ das ciéncias da vida para
desenvolver estratégias que promovam a regeneracdo de tecidos danificados. Assim, na
engenharia tecidual os pesquisadores trabalham no desenvolvimento de implantes artificiais,
producdo de tecidos em laboratorios capazes de substituir partes do organismo (LANGER,
2000). E a medicina regenerativa vai ainda mais longe utilizando, além dos métodos da
engenharia tecidual, as propriedades de autoregeneracdo do proprio organismo para promover
a regeneracao de tecidos e 6rgdos danificados (COLOMBO et al, 2017). Ambas objetivam a
substitui¢do biologica de orgaos e tecidos danificados através do desenvolvimento de novos
biomateriais combinados ou ndo com células e moléculas bioativas (OLIVEIRA, 2010). No
desenvolvimento de novos materiais para a aplicagdo na medicina regenerativa e engenharia
tecidual varios aspectos sdao considerados, como a biocompatibilidade, taxa de bioreabsor¢ao,
porosidade, composi¢do, entre outros. O impacto apresentado por essas areas € enorme, tanto

do ponto de vista terapéutico quanto econémico.(GALDINO et al., 2014; LANGER, 2000).

Uma das areas estudadas na medicina regenerativa € o reparo Osseo, devido a
complexidade estrutural e funcional apresentada por esse tecido (BROZEK; KURPISZ;
KOCZOROWSK]I, 2018). O osso exerce diversas fun¢des e apresenta uma estrutura complexa

e, apesar da grande capacidade de auto-regenerag¢do observada nesse tecido, quando ele sofre
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um grande dano, o organismo por si s6 ndo é capaz de auto regenerar-se. Por isso, hd uma
busca por tratamentos alternativos e pelo desenvolvimento de biomateriais que mimetizem o
tecido 0sseo, objetivando melhorar a eficiéncia e promogao da regeneracao 6ssea (ORCIANI

etal., 2017).

Dentre os materiais utilizados na regeneracdo 6ssea encontramos a hidroxiapatita, que €
um material pioneiro nesta area. E um mineral que estd presente no corpo humano como o
principal constituinte da fase inorganica desse tecido (VALENTE et al., 2016). Essa variante
da apatita ¢ amplamente utilizada em implantes e estudos para osso, por apresentar
propriedades muito adequadas a esse fim, entre elas, a osteoconducgdo (suportando assim os
processos de osseointegracdo e osteogénese), baixa toxicidade, biocompatibilidade,
bioatividade, porosidade com estrutura similar a fase mineral dssea e a capacidade de formar

ligagdes quimicas fortes com o tecido em questdo (COSTA et al., 2009).

Dentre os estudos realizados, existem resultados que mostram as propriedades melhoradas
de compositos da hidroxiapatita com outros materiais (HABIBAH et al., 2018). Entre os
materiais utilizados na producao desses compoésitos, a associagdo dessa apatita com zinco,
estroncio ou carbono obteve resultados positivos e promissores (RIBEIRO et al., 2016). Neste
sentido, o INCT (Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Medicina Regenerativa) -
REGENERA ¢ uma rede nacional composta por grupos multidisciplinares que propde o
desenvolvimento da Medicina Regenerativa no Brasil, utilizando trés componentes como
base, as células-tronco, matrizes e fatores recombinantes, na bioengenharia de 6rgdos e
tecidos. Essa rede ¢ composta por varios pesquisadores de 28 laboratérios associados a 21
Instituigdes brasileiras (incluindo o nosso grupo da UFRN), que t€ém buscado, dentre os seus
projetos, o desenvolvimento de estratégias alternativas para a regeneracao de varios tecidos,
incluindo o tecido 6sseo. Assim, varios materiais a base de hidroxiapatita nanoestruturada
contendo os compostos ja citados e tém sido desenvolvidos e a sua aplicagdo clinica tem sido
estudado (MAVROPOULOS et al., 2013; VALIENSE et al., 2015). Esses materiais mostraram
resultados promissores a nivel de inducdo da regeneracao Ossea, contudo, pouco se sabe
quanto a sua genotoxicidade. Uma vez que se pretende fazer a translagdo desses materiais
para aplicagdes clinicas, aspectos relacionados com a genotoxicidade também precisam ser

investigados, e € nessa tarefa que o nosso grupo se enquadra.
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Todo biomaterial que visa uma aplicagdo clinica deve passar por uma série de testes,
orientados e padronizados por 6rgdos como a International Organization for Standardization
(ISO), Food and Drug Administration (FDA) e Organization for Economic Co-operation and
Development (OECD). A ISO reune especialistas independentes de diferentes areas para
desenvolver Normas Internacionais relevantes, voluntarias, baseadas no consenso € no
mercado, que apoiem a inovagdo e fornegam solugdes para os desafios globais. A FDA ¢ uma
agéncia reguladora do Departamento de Saude e Servigcos Humanos dos Estados Unidos,
responsavel pela protecdo e promocao da saude publica, estabelecendo diretrizes para
controlar e supervisionar a produgdo de produtos farmacéuticos, alimentos, dispositivos
biomédicos e outros. E a OECD ¢ uma organizagdo internacional que visa o crescimento
econdmico e estabilidade financeira, através da regulagdo de projetos de desenvolvimento em
curto e médio prazo. Dentre os principais testes padronizados por essas e outras entidades,
encontram-se 0os que avaliam os efeitos citotoxicos e genotdxicos, sendo assim possivel
avaliar a nocividade da substdncia em contato com as células. Neste contexto, a presente
revisdo de literatura objetiva abordar os principios da engenharia tecidual e medicina
regenerativa, bem como os desafios que os pesquisadores encontram para desenvolver uma
estratégia que resolva os problemas relacionados com a regeneragdo Ossea. Assim, serdo
descritos os biomaterias mais utilizados, com um especial enfoque nos materiais baseados em
hidroxiapatita desenvolvidos pelo grupo REGENERA. Serdo também revisados os principais
testes utilizados para avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade dos materiais, uma vez que

esses sao aspectos fundamentais para a aplicacdo clinica de compostos.

12



2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Pretende-se revisar os principais materiais utilizados na regeneragdo Ossea € as suas
vantagens e limitagdes, focando principalmente nos materiais constituidos a base de

hidroxiapatita.

2.2. ESPECIFICOS

e Conceituar e diferenciar os principais aspectos da engenharia tecidual e medicina

regenerativa, bem como as aplica¢des e atuacdes dessas areas;
e Apresentar a complexidade estrutural e funcional do tecido ¢sseo;
e Revisar os principais métodos utilizados no reparo do 0sso;

e Apresentar os desafios relacionados com o desenvolvimento de estratégias para promover

a regeneracao 0ssea;

e Revisar os tipos de materiais existentes (metais, ceramicas, polimeros e compositos) e

suas principais caracteristicas;

e Mostrar resultados de trabalhos que utilizam materiais baseados em hidroxiapatita para a

regeneracao 0ssea;

e Discutir a importancia da realizacdo dos testes de citotoxicidade e genotoxicidade na

avaliacdo de biomateriais que visam a aplicacao clinica.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MEDICINA REGENERATIVA E ENGENHARIA TECIDUAL

Cerca de dois milhdes de pessoas em todo o mundo sofrem com danos em seus 6rgaos e
tecidos causados por doengas, defeitos congénitos (BOHNER, 2010; DZOBO et al., 2018;
HABIBAH et al., 2018), acidentes, eventos traumaticos, entre outros fatores, que necessitam
de transplantes para conseguir ter uma melhor qualidade de vida (ORCIANI et al., 2017).
Buscando entdo atender a essas necessidades, as areas da medicina regenerativa e engenharia
tecidual tém crescido muito nos ultimos anos, recebendo atencdo de pesquisadores que
objetivam solucionar as imensas filas de espera que existem para transplantes, bem como os
problemas relacionados aos insucessos de tal procedimento como rejeicdes, complicacdes

pos-cirtrgicas e infecgdes hospitalares (DAI et al., 2016).

A medicina regenerativa (MR) ¢ um campo multidisciplinar que envolve as areas da
biologia, engenharia e medicina e objetiva substituir, restaurar, manter ou melhorar a
funcionalidade dos 6rgdos e tecidos danificados ou com problemas de funcionamento. Esses
problemas podem estar relacionados com a idade, doencas, traumas, defeitos congénitos, entre
outros fatores (BAILEY et al, 2014; MAO; MOONEY, 2015; TANG et al., 2016). De acordo
com o National Institute of Biomedical Imaging and Bioengineering (NIBIB) a MR, propde
explorar a autocura do organismo utilizando os proprios sistemas e mecanismos do corpo do
paciente, promovendo o aumento da capacidade e eficiéncia de regeneragdo. Assim, mais do
que tratar os sintomas de uma patologia, o objetivo da MR ¢ aproveitar as proprias
capacidades regenerativas do organismo para promover o seu reparo de modo que as funcdes
perdidas sejam restauradas (DZOBO et al., 2018). Na MR sao utilizados materiais, c€lulas
(especialmente células-tronco) e moléculas bioativas, ou combinagdes desses componentes,
para desenvolver estratégias que servirdo de suporte estrutural e funcional para o tecido
danificado auxiliando assim na sua recuperagdo/regeneracio (ORLANDO, 2011; MAO;
MOONEY, 2015).

14



A engenharia tecidual (ET), por sua vez, esta contida na MR, e visa também a cura e
melhoria de pacientes que apresentam danos em tecidos ou orgdos, buscando impedir o
agravamento do seu funcionamento ou reparo desses (Figura 1). Entretanto, existem técnicas
que diferenciam essas duas areas: a ET ndo utiliza o autoreparo do organismo (como na MR),
mas sim fatores, substancias e materiais extras (sintéticos ou naturais), que sdo desenvolvidos
fora do corpo (tecidos e scaffolds) para que posteriormente sejam implantados (GALDINO et
al., 2014; KATARI et al., 2015).

Fig.1: Diagrama representativo da relacao entre ET e MR. Essa Ultima é uma area mais ampla com uso

obrigatdrio de regeneracéo celular, mas nao envolve totalmente a ET.

Fonte: Adaptado de Katari et al. (2015).

Dentre os procedimentos realizados na ET encontra-se o desenvolvimento de scaffolds
(arcaboucos), que sdo estruturas tridimensionais porosas compostas por biomateriais
adequados para cada tipo de aplicagdo (GALDINO et al.,, 2014). Sao utilizadas nessa
engenharia trés abordagens fundamentais: 1) a producdo de scaffolds, que simulam fora do
corpo a base ou arcaboucgo do tecido ou 6rgdo danificado; 2) a aplicagdo geralmente de
células-tronco nos scaffolds, para que seja alcangado o preenchimento completo deles com
células especificas de cada parte do corpo e se assemelhem com o tecido ou 6rgdo original; e

3) a associagdo de moléculas biologicamente ativas, como fatores de crescimento, que
15



auxiliardo na formag¢do do novo 6rgdo ou tecido. Esses processos geralmente ocorrem por
meio da expansdo in vitro para que sejam entdo aplicadas (Figura 2) JAMMALAMADAKA;
TAPPA, 2018).

Para o desenvolvimento dos scaffolds é necessario considerar algumas caracteristicas
que séo essenciais: a biocompatibilidade do material utilizado, incluindo a sua capacidade de
induzir respostas imunogénicas, ser uma estrutura pré-vascularizada e 3D biomimética (que
buscam a funcionalidade, estética e sustentabilidade na confeccdo da estrutura) e
biodegradabilidade ajustavel. Cada aplicacdo requer estratégias e propriedades especificas,
como, por exemplo, no caso do tecido 6sseo, em que existe uma preocupagdo com os fatores
de crescimento, bem como com o cultivo de células esqueléticas e arcaboucos para que sejam

adequados a formacao e reparo 6sseo (Figura 2) (SHI et al., 2018).

Fig.2: Representacgdo das estratégias usadas na ET do osso, incluindo o uso de células-tronco, fatores de
crescimento e estruturas biocompativeis para a confecgdo de scaffolds. (A) Associagéo dos scaffolds com as
células e fatores bioativos; (B) scaffolds misturados com os fatores de crescimento e posteriormente com as

células para consolidar uma estrutura 3D; e (C) culturas de células osteogénicas em sistemas 3D.

Fonte: SHI et al. (2018).
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Dentre as técnicas mais utilizadas na confec¢do dos arcabougos, encontra-se a
impressdao 3D, um método simples que faz uso de biomateriais adequados a cada tipo de
aplicagdo. Dentre elas encontram-se: a producao de enxerto dsseo com rede vascular (CUI et
al., 2016), tecidos de orgaos complexos como o hepatico (WANG; RIJFF; KHANG, 2017),
bem como procedimentos diversos para o desenvolvimento de 6rgdos e tecidos como ovarios
(CORKUM; LARONDA; ROWELL, 2017), pele (LEE et al., 2014), valvulas aorticas
(DUAN et al., 2013), osso e cartilagem (MARKSTEDT et al., 2015). Esse método da
producao de scaffolds, porém, ainda apresenta como principal desvantagem a limitacao dos
biomateriais oferecidos no mercado, problema esse que chama a atencdo dos pesquisadores,
que tém buscado desenvolver novos materiais objetivando o uso biomédico

(JAMMALAMADAKA; TAPPA, 2018).

3.2 TECIDO OSSEO: COMPOSICAO E REMODELACAO

O tecido 6sseo ¢ o mais rigido do corpo apresentando um alto nivel de resisténcia a
pressdo, sendo um dos mais complexos em termos estruturais, ¢ possuindo uma organizacao
ainda ndo totalmente compreendida. E capaz de suportar toda a carga oferecida pelo
esqueleto, auxiliar na mobilidade do corpo, proteger os 6rgdos vitais, armazenar fosfato,
calcio e os componentes da hematopoiese, suportar as partes moles, acomodar a medula dssea
e apoiar os musculos esqueléticos durante a locomogdo (AMINI; LAURENCIN;
NUKAVARAPU, 2013).

Esse tecido ¢ composto basicamente por: 1) fase organica, que corresponde a cerca de
95% da matriz 6ssea, composta por colageno tipo I, proteoglicanos e glicoproteinas; 2) fase
inorganica (mineral), composta predominantemente por cristais de fosfato e célcio sob a
forma de HA, que geram a rigidez do tecido, além de componentes como zinco, estroncio,
bario, fluorita, potassio, sodio, bicarbonato, citrato, carbonato e magnésio (FLORENCIO-
SILVA et al., 2015); 3) fase constituida por fatores soliveis, dentre os quais encontram-se
citocinas e fatores de crescimento; e 4) uma fase celular, com a presenga de osteoblastos,
osteoclastos, ostedcitos e células de revestimento dsseo, responsaveis pela manutengdo Ossea.

Esses elementos garantem a adequada atividade metabdlica do tecido, mantendo a sua
17



estrutura, funcionalidade e capacidade de remodelacdo ideais (figura 3) (LU; KLEINE-

NULEND:; LI, 2017).

Fig. 3: Estrutura do tecido ésseo da maior (micro) para a menor (nano) escala, mostrando seus

constituintes organicos e inorganicos.
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Fonte: Adaptado de Wang e Yeung (2017).

A fase celular do tecido 6sseo promove o equilibrio entre a formagdo de novo 0sso € o

controle adequado dessa composi¢do, possuindo cada célula uma especificidade funcional

diferente:

1) Osteoblastos: Constituem de 4 a 6% do percentual total de células no osso,

localizando-se ao longo de sua superficie. Essas células sdio mononucleadas e

realizam a formacao de novo osso (denominado ostedide) na matriz utilizando o

colageno e outras proteinas, além de controlarem os niveis de mineral e calcio

do tecido (SHI et al., 2018). Os osteoblastos sintetizam a matriz dssea através de

dois processos: 1) a deposi¢do da matriz organica, secretando substancias como

colagenos tipo I, proteinas ndo coldgenas e proteoglicanos; e ii) a mineralizagao

da matriz celular, havendo a formacdo dos cristais de HA a partir dos ions

fosfato e célcio (Figura 4) (PATEL, 2008);
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Fig. 4: Imagens histolégicas de micrografias de luz (a) e eletrénica (b) de osso alveolar em ratos. (a)

Superficie dssea com parte de uma trabécula 6ssea (B); sdo visualizados osteoblastos (Ob), grandes

osteoclastos multinucleados (Oc) e ostedcitos (Ot). (b) Superficie 6ssea calcificada (B) ao lado de ostetides

(Otd) e osteoblastos. (Ob). (Escala = 2,7 um).

2)

3)

Fonte: Florencio-Silva et al. (2015).

Ostedcitos: Abrangem cerca de 90 a 95% do montante celular do osso e estdo
inseridos na matriz dssea, sendo também mononucleadas (Figura 5a e 5b).
Resultam da diferenciagdo de alguns osteoblastos depois de mineralizados e
fixos a matriz do osso, tendo participagdo na nutricdo desse tecido, além de
auxiliarem no encaminhamento de células osteocldsticas quando ocorre

necessidade de reabsorgao dssea (WANG; YEUNG, 2017);

Osteoclastos: Sdo células relacionadas aos macrofagos com capacidade de
fagocitose. Os osteoclastos geralmente possuem mais de um nucleo (células
multinucleadas diferenciadas) (Figura 5a) e a sua principal fun¢do ¢ dissolver a
matriz dssea e assim, juntamente com os osteoblastos, manter a homeostase do
tecido. Existem problemas e doencas associadas ao desequilibrio na formagao de
matriz 0ssea realizada pelos osteoblastos e acdo de reabsor¢do realizada pelos

osteoclastos como, por exemplo, a osteoporose (ELGALI et al., 2017);
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Fig. 5: a) Micrografias de luz e b) eletrénica, mostrando partes de 0sso alveolar de ratos. a) uma se¢do
com parte de uma trabécula 6ssea (B) e vasos sanguineos (BV); superficie 6ssea onde estao presentes os
osteoblastos (Ob), células de revestimento 6sseo (BLC) e ostedcitos (Ot) inseridos na matriz éssea. b)
Detalhe da comunicao entre os ostedcitos (Ot) indicada pelas setas; N: Nucleo; Ca: Canaliculo. (Escala =
15um).

Fonte: Florencio-Silva et al. (2015).

4) C¢élulas de revestimento 6sseo: Localizadas na superficie do osso, essas células
sdo responsaveis principalmente pela entrada e saida de calcio do tecido (Figura
5a). As agoes dessas células ndo sdo totalmente conhecidas, entretanto, tem sido
observado que elas intermediam o processo de reabsor¢cdo Ossea e na

diferenciagdo dos osteoclastos (FLORENCIO-SILVA et al., 2015).

O tecido Osseo apresenta um equilibro dindmico em sua reabsor¢cdo e renovagao,
mantendo assim a integridade estrutural do esqueleto, através de trocas quimicas e
remodelamento continuos em sua organizagdo que ocorrem por fatores externos e mediadores
internos (como influéncia hormonal e mecanismos regulatorios intracelulares) (AMINI;
LAURENCIN; NUKAVARAPU, 2013). Esse tecido, diferentemente de outros, possui grande
capacidade de auto-regeneracdo, sendo continuamente remodelado com a substituicdo do osso
antigo pelo recém formado, onde aproximadamente 25% de osso trabecular e 3% de osso
cortical passa por esse processo todo ano (WANG; YEUNG, 2017). A renovagdo ocorre nas

lacunas do osso onde ha a formacdo de estruturas chamadas unidades multicelulares basicas
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(UMBs) que contém um grupo de osteoblastos e outro de osteoclastos além da associagdo

indireta com os osteocitos da matriz (FLORENCIO-SILVA et al., 2015) (Figura 6).

Fig. 6: Divisdo durante o mecanismo de regeneracéo 6ssea guiada (GBR). Membrana de coldgeno GBR
aplicada em uma falha do osso, gerando a reconstrucao estrutural desse defeito com osso recém-formado

comparado a parte com o defeito ainda néo tratado.

Fonte: Adaptado de Elgali et al. (2017).

O remodelamento do osso ocorre basicamente em trés fases: 1) Inicialmente ha a
reabsor¢do Ossea realizada pelos osteoclastos maduros, que deterioram a parte orginica e
mineral do osso; 2) logo em seguida ha o periodo de transi¢do entre a remoc¢ao do 0sso e
consequente substitui¢do, que € conhecida como fase de reversdo, onde os osteoclastos dao
lugar aos macrdofagos (que nao tém fungdo totalmente compreendida); e 3) ha a formagao de
novo osso pelos osteoblastos, que sdo estimulados a proliferarem pelos fatores de crescimento
presentes no 0sso € a sintetizar a matriz dssea; havendo ainda a agdo dos ostedcitos e das
células de revestimento 6sseo para finalizacdo do processo (Figura 7). Na fase inicial, a acdo e
diferenciagdo dos osteoblastos sdo inibidas por fatores expressos pelos osteoclastos, para
evitar a formagdo 6ssea, objetivando a completa remocao do osso danificado ou envelhecido,
ao passo que, durante a agdo dos osteoblastos, fatores sdo expressados para inibirem a
reabsor¢ao do osso enquanto ndo terminar a fase de constru¢cdo do novo tecido (AMADETI et

al., 2006; FLORENCIO-SILVA et al., 2015).
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Fig. 7: Esquema representando as células dsseas e a relagdo entre si junto a matriz 6ssea (MO). Os
osteoblastos (OB) localizam-se na superficie 6ssea sintetizando novo 0sso; os osteoclastos (OC)
participando da remog&o de matriz antiga ou desgastada; e os ostedcitos (OT) inseridos em meio a matriz

0ssea ja mineralizada comunicando-se por meio dos canaliculos.

Fonte: Adaptado de Florencio-Silva et al. (2015).

Esse processo de remodelacdo ocorre naturalmente durante o desenvolvimento e
manutencdo Ossea do individuo, como também em casos de fraturas leves e simples.
Entretanto, existem situacdes que levam a grandes perdas e defeitos désseos sem a
possibilidade da unido do tecido pela auto-regeneracdo. Dentre esses casos, encontram-se 0S
processos ortopédicos, incluindo cirurgias para pseudoartrose, artroplastia de quadril ou
joelho, artrodese, retirada de tumores, grandes fraturas Osseas, procedimentos buco
maxilofaciais, acidentes e eventos traumaticos, além dos problemas apresentados pela
populacdo idosa com doencas crénicas como diabetes e obesidade, sendo entdo necessarias
alternativas para a recuperagdo desses problemas (WANG; YEUNG, 2017). E a técnica
padrdo ouro mais utilizada, até hoje, é o enxerto, que consiste no procedimento cirdrgico que
retira de alguma fonte doadora uma parte do tecido ou 6rgéo e transplanta-o para o local que
se deseja reparar. O enxerto 6sseo pode ser do tipo autdgeno (o0 mais usado e considerado
padrdo ouro), homébgeno, heterdgeno ou sintético (MARTIN; BETTENCOURT, 2018):
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1)

2)

Autogeno: Nesse caso o enxerto € retirado do proprio paciente, geralmente da
calota craniana, crista iliaca, tibia ou mandibula. E considerado o melhor
procedimento para reposicdo 0ssea por apresentar fatores que impulsionam as
células osteoprogenitoras a proliferem (osteoconducao), a diferenciarem em
osteoblastos (osteoindugdo), além de possuir células que geram a agdo vital dos
osteoblastos induzindo o desenvolvimento ¢ formag¢do do 0sso novo, com
posterior ossificacdo e mineralizagdo da matriz extracelular (osteogénese)
(Figura 8). Entretanto, possui algumas desvantagens como a limitagdo da
quantidade de fonte que pode ser retirada do local doador, possui remodelacao
acelerada (MARTIN; BETTENCOURT, 2018), além de apresentar riscos de
infeccdo e morbidades gerados pelo procedimento cirtrgico (SUN et al.,

2018);

Homdgeno: O aloenxerto é proveniente de individuos da mesma espécie,
porém geneticamente diferentes e, geralmente, sdo utilizados cadaveres para
sua obtencdo. Sdo também denominados por enxerto humano desmineralizado
liofilizado (DFDB) ou ainda matriz ¢ssea desmineralizada (MOD), e possuem
apenas os fatores osteocondutivos, necessitando assim de células-tronco do
préprio paciente ou fatores de crescimento, esterilizacdo e inativacdo de
proteinas do material enxertado (WANG; YEUNG, 2017). Além disso,
apresentam riscos de rejeicdo, transmissdo de doencas e custo elevado
(ORCIANI et al., 2017);

23



Fig. 8: Terapias mais utilizadas atualmente na regeneracao e reparo 6sseo. Existe ainda uma grande

demanda por materiais que substituam o enxerto autégeno (procedimento considerado como padréo

ouro). Abreviagdo: AMO: Aspirado de medula dssea.

Enxerto Autégeno
(Padréo Ouro)

- Osteogénese (células)
- Osteocondugéo (estrutura favoravel)
- Osteoindug@o (fatores de crescimento)

Ha uma lacuna entre o padrio-ouro e os materiais comercializados. Uma nova terapia
com pelo menos duas dessas propriedades é necessaria.

Osteogénese Osteocondugio Osteoindugio
- Heterogéneo (BioOss®)
- Técnica AMO (derivado do paciente) - Homogéneo (Banco de ossos) - Proteinasr morfogenéticas 6sseas (BMP)
i - Sintético: ——— - Plasma rico em plaquetas (PRP -
- Hidroxiapatita (HA) derivado do paciente)
- Fosfato tricalcico (TCP) - Lisado de plaquetas (derivado do
- Fosfato de calcio bifasico (FCB) paciente)

3)

4)

Fonte: Adaptado de Martin; Bettencourt (2018).

Heter6geno: Neste caso o doador e receptor do enxerto sdo de espécies
diferentes, sendo o osso bovino mineralizado (OBM) geralmente a fonte de
doagdo mais utilizada. Também apresenta desvantagens, como os riscos de
contaminagdo entre espécies, rejeicao e transmissao de doencas (ORCIANI et
al., 2017), exigindo assim como no enxerto homogeno, cuidados na esterilizagao

e inativacdo de proteinas (PINTO et al., 2007);

Sintético: O enxerto aloplastico utiliza como fonte, biomateriais para suprir as
falhas encontradas nos procedimentos anteriormente citados. Esse método
apresenta algumas vantagens, como: fornecer maior seguranga, menor custo,
maior facilidade no procedimento cirurgico, suprir a morbidade do local doador,
oferecer fonte ilimitada, diminuir o tempo de cirurgia de enxertos Osseos
(DANTAS et al., 2011), associar fatores de crescimento e células-tronco para a

osteogenicidade e assim melhorar a incorpora¢do de enxerto, bem como ser
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capaz de ser moldado para se adequar ao local com dano (ORCIANI et al.,

2017).

Nesse contexto, buscando solucionar esses desafios encontrados no reparo de grandes
perdas Osseas que ndo sdo regeneradas pelo préprio organismo, a MR e a ET buscam o
desenvolvimento de diversos biomateriais que mimetizem as estruturas dsseas para que seja
alcangada a regeneracdo desse tecido através de algumas técnicas ja mencionadas que
utilizam biomateriais. Pesquisadores tém adicionado nanocristais a biomateriais para
promover a eficadcia de muitas funcionalidades, como a proliferacao, diferenciagdo e adesao

celular (LU; KLEINE-NULEND; LI, 2017).

3.3 BIOMATERIAIS

Um biomaterial pode ser definido como qualquer substincia, material ou um composto,
sejam eles sintéticos ou naturais, que entre em contato com o sistema bioldgico, objetivando
tratar uma fungao, tecido ou 6rgdo danificados do corpo, sem gerar reagdes adversas (toxicas
ou carcinogénicas) ao organismo (NETO; FERREIRA, 2018). Pode ser classificado de acordo
com varios critérios: sua biodegradabilidade, biocompatibilidade, origem do material,
composicdo quimica ou suas propriedades fisicas. Deve-se atentar para a escolha do
biomaterial adequado na confec¢do de scaffolds, que tanto servem como estrutura para
suportar o crescimento celular, como também podem fornecer moléculas bioativas (como
drogas, fatores de crescimento e outros sinais quimicos). Sendo assim, a selecdo do
biomaterial passa por uma busca de condigdes que mimetizam os tecidos e Orgdos que

necessitam de substituicio JAMMALAMADAKA; TAPPA, 2018).

Os biomateriais que visam qualquer tipo de aplicacdo biomédica precisam atender a

uma série de pré-requisitos, como descritos a seguir:

e Biocompatibilidade: E a ndo rejeicio do biomaterial quando implantado no corpo
(COSTA et al., 2009). O biomaterial ndo deve induzir resposta inflamatéria (aguda ou
crénica), e quando implantado in vivo, deve possuir baixo nivel de reatividade no
tecido, evitando assim uma possivel rejeicdo do organismo, bem como reagdes
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adversas, toxicas ou carcinogénicas ao paciente (GALDINO et al., 2014;
JAMMALAMADAKA; TAPPA, 2018);

e Bioreabsor¢do: O tempo de degradacdo do material deve ser compativel com o
processo de regeneracdo ou cura do local danificado (JAMMALAMADAKA;
TAPPA, 2018);

e Quimiotaxia: O material deve induzir a atracdo de células mesenquimais e a sua
adesdo, assim como a proliferacdo e diferenciacdo das células de forma eficiente
(BURDICK, 2013);

e Baixo custo: Para que seja viavel, o material deve ser economicamente competitivo,
apresentando custos de producdo semelhantes aos que sdo gastos com 0s autoenxertos,
por exemplo, uma vez que esse é, atualmente, o principal procedimento usado na

regeneracdo 6ssea (DENIZ, 2013);

A forca mecanica, a habilidade em prover agentes terapéuticos, a estabilidade
direcional, a esterilizacdo e a capacidade em ser ajustavel durante o desenvolvimento sdo
algumas caracteristicas essenciais que devem ser apresentadas por biomateriais
(JAMMALAMADAKA; TAPPA, 2018). Ainda dentre esses requisitos fundamentais,
encontra-se a resposta imunolédgica adequada, que pode ser influenciada por diferentes
propriedades do biomaterial, tais como: a sua forma, estabilidade, tamanho, peso molecular e
particularidades superficiais, como a carga, as caracteristicas quimicas e a hidrofobicidade
(Figura 9) (ANDORKO; JEWELL, 2017).

No caso particular de materiais para aplicacdo na regeneracdo 6ssea, o biomaterial deve
apresentar, além dos requisitos comuns j& mencionados, outras propriedades que sdo

essenciais no reparo desse tecido especifico:

e Osteoconducdo: Capacidade de suportar o crescimento 0sseo, estimulando a
migracdo das células osteoblésticas e osteo-progenitoras (DANTAS et al.,
2011);

e Osteoinducdo: Capacidade de induzir a formagdo Ossea através da
diferenciacdo de células progenitoras (osteoblastos) formadoras do tecido

0sseo (AMINI; LAURENCIN; NUKAVARAPU, 2012);
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e Osteogénese: E a capacidade de osteodiferenciacdo que leva a formacéo de
0ss0 novo (ROBERTS; ROSENBAUM, 2012; BAUER; MUSCHLER, 2000);

e Porosidade: Propriedade essencial na difusdo de oxigénio e nutrientes visando
a sobrevivéncia e proliferacdo das células (ORCIANI et al., 2017). E
importante para 0 processo da osseointegracao, ja que os poros do biomaterial
geram uma eficiéncia na adesdo entre ele e o tecido 6sseo recém formado
(COSTA et al., 2009);

e Angiogénese: Formacdo de novos vasos sanguineos para gque seja garantida
uma ideal e eficiente absorcdo do fluido sanguineo e auxilio na coagulacédo pés
implante do biomaterial (MOON; WEST, 2009).

Fig. 9: Propriedades que influenciam na resposta imunoldgica de diferentes tipos de biomateriais: forma,

tamanho, hidrofobicidade, carga superficial e peso molecular podem interferir nas interacfes do sistema

imunoldgico quando implantados no organismo.
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Fonte: Adaptado de Andorko e Jewell (2017).
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Considerando a composic¢do quimica do material (classificacdo citada anteriormente),
ele pode ser dividido em quatro tipos: metais, ceramicas, polimeros e compdsitos, estando
todos disponiveis para uso biomédico, combinados ou ndao com células e/ou moléculas

bioativas, como por exemplo fatores antibacterianos (GASIK, 2017).

Os metais sdo estruturas cristalinas com excelente forca de tenséo, ductilidade, dureza,
rigidez e fadiga, ndo sdo transparentes a luz visivel, possuem uma grande quantidade de
elétrons livres, sendo por isso extremamente bons condutores de eletricidade e calor. Além
disso, 0s metais sdo mecanicamente resistentes, mas ainda assim sdo deformaveis
(caracteristica esta que amplia seu uso em diversas aplica¢Ges), possuindo também grande
resisténcia a corrosao quando implantados (CHEN; THOUAS, 2015).

Os metais tém sido amplamente utilizados nas areas odontoldgica e ortopédica, dentre
0s quais se destacam: os acos inoxidaveis, ligas de titanio, metais nobres (resistente a corrosdo
e oxidacdo) e cobalto-cromo. Dentre esses, o titdnio apresenta grande destaque, quando
comparado a outros metais, por ser considerado um material muito similar ao calcio em suas
propriedades de biocompatibilidade, boa osseointegracdo (DANTAS et al., 2011), além de ser
resisténcia a corrosdo, possuir excelente resisténcia mecanica e boa resisténcia a fadiga,

tornando-o capaz de ser utilizado em aplica¢des biomédicas (ZHAO et al., 2015).

Esse tipo de material, geralmente, possui uma superficie com diversas formas de
tratamento e rugosidade que promovem a osseointegracdo e uma proximidade ideal entre o
implante e os tecidos relacionados. Podem ainda ser associados a outros compostos (como a
HA e vidros bioativos) que, combinados com fatores biomecanicos, melhoram o crescimento
0sseo e a osseointegracdo do tecido (GASIK, 2017). Sdo estudadas, por exemplo, ligas de
titinio (como o composto de titdnio e nidbio Ti-16Nb) quanto ao comportamento de
sinterizacdo, quanta a sua microestrutura e as suas propriedades mecanicas. Os resultados com
Ti-16Nb demonstraram a sua alta resisténcia a tragdo e baixo médulo de Young (mdédulo de
elasticidade, que é um paradmetro mecanico responsavel por avaliar a rigidez de um material
solido) (ZHAO et al., 2015).

28


https://pt.wikipedia.org/wiki/Corros%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxida%C3%A7%C3%A3o

Ao passo que as ceramicas podem ser cristalinas ou ndo cristalinas. Suas ligacdes
interatdmicas sdo principalmente do tipo idnica (totalmente ou parcialmente), covalente ou
uma combinacdo de ambos (KINGERY, 1976). Esse tipo de material tem como principais
caracteristicas: sua fragilidade e propriedade quebradica, por ndo absorverem grande
quantidade de energia (como ocorre nos metais), possibilitando facil quebra em sua estrutura;
possui alta dureza; é um material térmico; possui isolamento elétrico e resisténcia a corroséo.
Além disso, sdo pouco resistentes por apresentarem em toda sua estrutura falhas, que, ao
receberem tensdo tem um aumento no estresse, causando trincas e porterior quebra do
material (HUANG, 2017).

Dentre as primeiras cerdmicas utilizadas encontram-se a alumina, a HA sintética e a
zirconia (em suas diferentes formas de associacdo a outros materiais). Essa ultima foi uma das
primeiras a serem utilizadas em fins biomédicos, especificamente em sensores de oxigénio e
eletrdlitos, por apresentar condutividade ibnica a alta temperatura, boa estabilidade quimica e
dimensional e boa tenacidade comparada a outras ceramicas (PICONI; MACCAURO, 1997).
A forma microestrutural mais comum da zircénia e HA estdo representadas na figura 10, onde
observa-se 0 contorno de graos e poros, em tamanhos variados na HA e mais padronizados na
zirconia (HUANG, 2017).

Fig.10: Comparativo entre a microestrutura das ceramicas mais utilizadas a) HA e b) zirconia. Na HA ha

a presenca de graos e poros de varios tamanhos e na zirconia observa-se um maior padréo de tamanho

dos gréos.

Fonte: Huang (2017).
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Os polimeros, por sua vez, sdo grandes moléculas constituidas por mondmeros
(pequenas moléculas base dos polimeros) ligados covalentemente, podendo ser de origem
sintética ou natural, sendo a principal caracteristica desses ultimos a sua biodegradabilidade
(JAMMALAMADAKA; TAPPA, 2018). Esses materiais possuem uma grande capacidade
elastica, 0 que permite que as cadeias poliméricas possam entre si dobrarem e entrelacarem.
Embora sejam biodegradaveis e biocompativeis, eles ndo possuem, de forma geral, resisténcia
mecanica suficiente para substituicdo 6ssea como no caso dos metais. Além disso, 0s
polimeros sofrem reducdo de tamanho ao longo do tempo, muitos deles apresentam superficie
hidrofébica, e ainda podem gerar reacdo toxica devido a liberacdo de produtos acidos que
resultam de sua degradacdo (WONG et al., 2010).

Os polimeros tém sido utilizados em diversas aplicagdes em diferentes tecidos e érgéos,
incluindo figado, rim e tecidos cardiacos, que sdo o0s Orgdos mais transplantados
(JAMMALAMADAKA; TAPPA, 2018). Esse tipo de material também tem aplicacdo em
revestimentos de ligas metalicas (magnésio, por exemplo) de modo a reduzir a taxa de
degradacdo do biomaterial que serd implantado no organismo e evitar o desenvolvimento de
inflamacdo, necrose ou acumulo de gas hidrogénio (WONG et al., 2010). Sao utilizados
também para producdo de hidrogéis, que apresentam alta capacidade de retencéo de &gua e,
dessa forma, sdo capazes de mimetizar o meio dos tecidos nativos. O uso de polimeros inclui
a producdo de scaffolds, o encapsulamento de células e o desenvolvimento de sistemas na
administracdo de medicamentos (SLAUGHTER et al., 2009). Alguns polimeros tém sido
utilizados na confec¢do de scaffolds para suportar compositos como a porosa HA-titania (HA-
TiO,) (Figura 11) (GALDINO et al., 2014).
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Fig. 11: Estrutura (scaffold) porosa de esponja em poliuretano (tipo de polimero), combinado com HA-
titdnia. (a) Apresentacdo de forma geral da esponja; (b) observacao da estrutura em maior ampliacéo

para visualiza¢do do detalhe da geometria dos poros do material.

Fonte: Galdino et al. (2014).

Adicionalmente, os materiais podem ainda serem combinados entre si para que sejam
produzidos os compositos, que possuem basicamente uma matriz e uma fase dispersante. Eles
tém sido a grande aposta de pesquisadores no desenvolvimento de biomateriais, por serem
uma combinacdo multifasica, cujos constituintes sdo escolhidos com o objetivo de melhorar
as desvantagens dos compostos utilizados, ressaltando as propriedades eficientes de cada um
(FRATZL; BARTH, 2009). A variacdo de forma, posicionamento, tamanho e quantidade da
fase dispersante alteram o material e suas caracteristicas e, consequentemente, suas
propriedades de forma geral (GASIK, 2017).

Materiais como polimeros naturais ou sintéticos, nanotubos de carbono, HA
(OLIVEIRA; ROSSI; BAFFA, 2012) e silicatos (PATEL et al., 2005) tém sido explorados
para o desenvolvimento de nanocompositos voltados para aplicagcdes biomédicas. Compositos
a base de isdbmero de acido polildtico (PLA, PLLA, PLDA) também s3o empregados no
reparo de cartilagens devido as suas propriedades biodegradaveis (GASIK, 2017). Dentre os
materiais mais utilizados em aplicacdes Osseas encontramos os de origem organica e
inorganica, tais como: polimeros (como o poli e-caprolactona, PCL), fosfato tricalcico (TCP),

ceramicas (como a HA), vidros bioativos, polimetacrilato de metila, HA-titania, metais e
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compositos (GALDINO et al., 2014). Dentre esses, os compositos a base de HA contendo
materiais como zinco (NASCIMENTO et al., 2011), estroncio (CARMO et al., 2018),
carbono (RIBEIRO et al.,, 2016) e alginato de sédio (VALIENSE et al., 2015) tém

demonstrado grande efici€éncia no reparo dsseo sem gerar citotoxicidade (Figura 12).

Fig. 12: Diferentes biomateriais que tém sido utilizados na regeneragéo 6ssea.
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e 12
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por eletrofiagdo k! :

Fonte: Adaptado de Stevens (2008).

Pelo exposto, fica evidente que as aplicagdes dos biomateriais sdo bastante amplas. Na
tabela 1, sdo apresentadas algumas outras dessas aplicacfes, além da: producdo de implantes
dentérios, implantes para articulagfes (placas, joelho, etc), parafusos ortopédicos, lentes de
contato, valvulas cardiacas, fios de sutura, preenchimentos utilizados em cirurgias plasticas,
aparelhos intrauterinos (DANTAS et al., 2011), substitutos 6sseos (WANG; YEUNG, 2017) e
desenvolvimento de scaffolds para substituicdo de tecidos e érgdos danificados (ORCIANI et
al., 2017).
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Tabela 1: Materiais com suas aplicacOes e caracteristicas.

fabricacéo, baixa
densidade e boa

biocompatibilidade

mecénica e degradacao

dependente do tempo

eno, nylon,

e 4cido

polilatico

politetrafluoretil

dracon, silicone

Materiais Vantagens Desvantagens Exemplos Aplicagdes
Baixa ]
) . Eletrodos, fios,
biocompatibilidade,
. ) ) Pt, Pt-Ir, Au, placas, parafusos,
Alta resisténcia a corrosao em meio
) 3 ) L acos 316, 316L, cravos, grampos,
Metais e tracdo, ao impacto, fisiologico, alta ) ) ) .
) A ) ) ) ligas Co-Cr, Ti, pinos, proteses
Ligas a fadiga e ao densidade e diferenga i ) )
) e ligas Ti6A14V articulares e
desgaste de propriedades ) ]
o 3 e TiIGA117Nb implantes
mecanicas com relacao .
) dentarios
a tecidos moles
Polietileno, Superficies
poliuretano, articulares, vasos,
Resisténcia, polimetacrilato cartilagens,
facilidade de Baixa resisténcia de metila, cimento
Polimeros

ortopédico, sutura,

subsituicdo de

tecidos moles e
placas de

reparacao Gssea

Boa
biocompatibilidade,

resisténcia a

Baixa resisténcia ao
impacto, dificuldade

de fabricacdo, baixa

Alumina,
zirconia, fosfato

tricalcico,

Cabecas de fémur,
area odontoldgica,

reconstrucao

) o o hidroxiapatita, | &ssea, ligamentos
Ceramicas corrosdo, inércia reprodutibilidade nas o o
o ) biovidro, artificiais,
guimica e alta propriedades . ]
] o ) carbono (vitreo) revestimentos
resisténcia a mecanicas e alta L
y ) e carbono reabitaveis e
compressdo densidade L o
pirolitico hemocompativeis
Boa Cartilagens,
) o Teflon-carbono, )
biocompatibilidade, o odontologia,
) . Dificuldade de carbono- )
Compositos inércia quimica, o ortopedia e
fabricagéo

COrrosao e a tracao

resisténcia a

carbono, nylon-

poliuretano

substituicbes de

tecidos moles

Fonte: Adaptado de Evans et al. (1999).
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3.4 HIDROXIAPATITA

H& mais de seis décadas que os fosfatos de célcio vém sendo utilizados na regeneracao
de tecidos duros como o0 0sso. Dentre esses fosfatos, encontra-se a HA, que foi um dos
primeiros materiais a ser utilizado na reconstrucdo 6ssea em meados de 1950, por apresentar
grande semelhan¢a quimica com a parte mineral do osso (HABIBAH et al., 2018). Esse
composto tem estrutura cristalina e € um constituinte mineral de fosfato de célcio encontrado
naturalmente na parte inorganica do tecido 0sseo, representando de 30 a 70% do 0sso e dos
dentes. Tem se mostrado um biomaterial promissor e ideal na substituicdo O0ssea por ser
facilmente sintetizado em laboratorio (classificado como cerdmica) e por apresentar alguns
dos pré-requisitos necessarios para o reparo desse tecido, como a osteointegracdo, o fato de
ndo apresentar alergenicidade e carcinogenicidade (COSTA et al., 2009). Adicionalmente, é
um material biocompativel, bioativo (SHI et al., 2018), biodegradavel, osteocondutivo e
osteoindutivo (SUN et al., 2018).

A HA em sua forma pura (sem adicdo de outros materiais em sua composi¢io) tem,
entdo, sido estudada e os resultados comprovam a eficiéncia de suas propriedades na
regeneragdo 0ssea. Foram avaliados os efeitos da HA no reparo 6sseo em ratos, e, observou-se
a formagdo de novo tecido 6sseo na superficie do biomaterial, principalmente na area envolta
da HA onde haviam sinais iniciais de osteogénese com formacao de lamelas (organizacao das
fibras colagenas do o0sso). Entretanto, também foram visualizadas areas dispersas desse 0sso e
partes de tecido conjuntivo fibroso (CALASANS-MAIA et al., 2008). H4 também a obtengao
da HA a partir de fontes naturais de osso do atum (BOUTINGUIZA et al., 2012), e de
diferentes ossos de peixe (GOTO; SASAKI, 2014), que mostram resultados ndo citotoxicos,
além de apresentarem boa atividade osteogénica, confirmando o excelente potencial para a

substitui¢do 6ssea no ambito da MR e ET (Figura 13) (SHI et al., 2018).

34



Fig. 13: Imagens obtidas a partir da micrografia eletrdnica de varredura das fontes obtencéo e formas
naturais da HA. a) Osso do peixe “truta arco-iris” e b) HA natural (nHAP); c) osso do peixe bacalhau e d)
o0 extraido da nHAP; e) osso do peixe salméo e f) 0 extraido de nHAP; g) e h) a HA de forma sintética

quimica.

Fonte: Shi et al., 2018.

Além das propriedades ja citadas, a HA também possui grande flexibilidade (SUN et al.,
2018) e uma alta capacidade em adsorver ou absorver moléculas (COSTA et al., 2009).
Entretanto, apresenta algumas desvantagens, entre as quais: baixa reabsor¢do, que faz com
que o material permaneg¢a no organismo por muito tempo (VAMZE; PILMANE; SKAGERS,
2015) e fragilidade, ndo sendo tdo adequada, por si sO, a suportar grandes cargas. Sendo
assim, € necessaria a associagao da HA com outros materiais para ultrapassar essas limitagoes,
como ocorre, por exemplo, na aplicagdo em revestimento de materiais, principalmente os
metalicos, que apresentam boa resisténcia mecanica e resisténcia a corrosdo (ZHAO et al.,
2015). Para isso, sdo estabelecidos alguns pré-requisitos pela Food and Drug Administration

(FDA) e padrdes pela International Organization for Standardization (1SO) (Tabela 2).

35



Tabela 2: Requisitos e propriedades necessarios ao uso da HA.

Propriedade essencial | Requisito padronizado
Espessura Néo especifico
Relacdo Ca/P 1.67-1.76
Pureza de fase Minimo de 95%
Cristalinidade Minimo de 62%
Resisténcia a tracao > 50.8 MPa
Forca de cisalhamento > 22 MPa
Densidade 2.98 g/cm®
Metais pesados <50 ppm
Abrasédo Né&o especifico

Fonte: Adaptado de Harun et al. (2018).

Pesquisas tém entdo sido realizadas com a HA combinada a outros materiais (como
metais e carbono) com o intuito de vencer as desvantagens apresentadas por essa ceramica
(OLIVEIRA; ROSSI; BAFFA, 2012; NASCIMENTO et al., 2011; MACHADO et al., 2016;
RIBEIRO et al., 2016). Nesse contexto, a combinacdo de HA e metais tem sido amplamente
utilizada na ortopedia e odontologia em diversos procedimentos, apresentando-se sob
diferentes formas para se adequar a cada tipo de aplicacdo (Tabela 3). Alguns dos exemplos
de aplicacdo sdo tratamentos de tumores, traumatologia, (E’GUES et al., 2005), aumento de
rebordo alveolar, reparacdo guiada do 0sso, procedimento cirargico de troca do globo ocular,
reconstrucdo da regido bucomaxilofacial, bem como a substituicéo e restauracdo das paredes
orbitais (DANTAS et al., 2011).
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Tabela 3: Diferentes formas da HA e suas aplicacGes na medicina e odontologia.

Aplicacbes Formas
Matriz/suporte para crescimento 0sseo Gréos, porosa
Osso Artificial Gréos, densa, porosa
Cimento Gsseo P6 com PMMA
ArticulacGes artificiais Metal revestido com HA
Proteses vasculares Densa
Proteses traqueais Porosa ou densa
Terminais pericutaneos Densa
Sistema de liberacdo densa Densa ou pé

Fonte: Adaptado de E gues (2005).

Adicionalmente, visando aplicacdes clinicas na regeneracdo 6ssea, um estudo realizado
em 2014 mostrou resultados satisfatorios obtidos por meio de ensaios in vitro, onde foi
avaliada a adesdo, crescimento celular e a citotoxicidade do material, utilizando o composito
poroso de HA com titanio (HA-TiIO,). Foi demonstrado nesse estudo uma alta
biocompatibilidade e ndo toxicidade do composito, uma vez que o mesmo néo foi nocivo para
as células, sendo considerado, entdo, um biomaterial apto a receber analises in vivo para
posterior aplicacdo clinica (GALDINO et al., 2014).

Também tém sido avaliados compostos de HA contendo zinco, estréncio e carbono,
com o intuito futuro da regeneracdo 6ssea. A adicdo desses ions traz grandes beneficios a HA
(SUNIL; JAGANNATHAM, 2016), como uma bioreabsorcdo significativamente maior,
apresentando assim menor possibilidade em causar reagdes a longo prazo (KAMMER et al.,
2016), adsorcdo melhorada (DANTAS et al., 2011; MAVROPOQOULOS et al., 2013). Bem
como a presenga do carbono, que na prépria apatita do corpo humano tem capacidade de
promover atividades biolédgicas dos osteoblastos (ASTALA; STOTT, 2005).
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Outro compdsito que tem apresentado resultados positivos € a HA reforcada com
nanotubos de carbono (HA/NTC). O carbono (C) nanoestruturado apresenta propriedades de
destague na aplicacdo clinica, como condutividade elétrica, alta estabilidade quimica e
resisténcia mecanica, bem como facilidade em incorporar grupos funcionais para a producao
de arcabougos para a sustentacdo celular. Analisando a biocompatibilidade, in vitro, desse
composto HA/NTC, foram realizados testes com osteoblastos humanos, e resultados
mostraram boa adeséo celular e alta proliferacdo das células sem nenhum efeito citotoxico.
Também foi avaliada a questdo da atividade osteogénica do biomaterial, sendo observado um
aumento da expressdo relacionada & maturacdo e mineralizacdo éssea (SATO, 2004). Sendo
assim, tem-se a comprovagdo do potencial promissor da utilizacdo desses materiais na

regeneracdo Ossea e ainda a importancia da nanoestrutura nesse meio.

Nessa mesma linha de estudo, foi comparada a biocompatibilidade entre a HA
nanoestruturada carbonatada contendo zinco a 3% (ZnCHA) e a HA carbonatada (CHA) em
forma de esferas. Os testes realizados in vivo mostraram que 0s materiais se comportaram de
forma biocompativel e que a HA carbonatada teve um biorreabsorcdo significativamente
maior (total absorcdo em aproximadamente 9 semanas) quando comparada aos outros
compostos baseados em HA (HA e ZncHA) (Figura 14) (RIBEIRO et al., 2016).
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Fig. 14: Resultados histologicos obtidos ao final de 9 semanas. cHA (A, B, C); ZnCHA (D, E, F) e cHA (G,
H, 1). Anexos cuténeos (a), epitélio de revestimento (ep), biomaterial (BM), adipdcitos (adp), tecido

conjuntivo (ct), células gigantes (setas) e fibras musculares (mf).
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Fonte: Kammer et al. (2016).

A HA também tem sido comparada a compdsitos contendo fosfato a-tricalcico (HA/a-
TCP) por meio de testes in vivo, onde os materiais foram implantados em osso de coelho. Os
resultados obtidos mostraram que ambos 0s compostos nao afetaram a producéo de citocinas e
proteinas do 0sso e nenhuma forma de inflamacdo foi observada em nenhum dos compostos
guando analisados macroscopicamente (VAMZE; PILMANE; SKAGERS, 2015).

Outros estudos in vitro e in vivo também tém sido realizados testando biomateriais do
tipo ceramica a base de HA contendo alguns outros compostos (zinco, estréncio, carbono e
alginato de sédio). Dentre eles, encontram-se: 1) testes com zinco associado a fosfato
tricalcico (ZnTCP) e HA (ZnTCP/HA) (ITO et al., 2002; COSTA et al., 2004); 2) avaliacédo
do zinco com fosfato a-tricalcico (a-ZnTCP) (KAWAMURA et al., 2003); e 3) avaliacdo da
HA com zinco (ZnHA) e lisina (STORRIE; STUPP, 2005); 4) e um tipo de cimento de HA

contendo estréncio mostrou ser um compdsito mais eficiente do que a HA pura no que diz
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respeito a biocompatibilidade, osteocondutividade e biodegradabilidade (DAGAND; KEWEI;
YONG, 2008), 0 que pode ser vantajoso para a aplicacdo pretendida.

Embora muitos grupos a nivel mundial pesquisem materiais a base de HA, no Brasil
também tém sido realizados estudos com esses materiais (NASCIMENTO et al., 2011;
RESENDE et al.,, 2013; DA SILVA SURUAGY et al.,, 2016). Em particular, o grupo
REGENERA tem desenvolvido materiais a base de HA carbonatada, ou contendo metais
como zinco e estroncio. Em um desses trabalhos, realizado por esse grupo brasileiro, a
biocompatibilidade e osteocondutividade de microesferas de HA nanoestruturada, contendo
ou néo estroncio (SrHA) foi analisada em ovelhas e os resultados mostraram que todos 0s
materiais induziram a formacdo de novo tecido dsseo nos locais defeituosos, ndo havendo
uma significativa diferenca no nivel de formacdo do osso comparando 0s compostos em
questdo. Assim, foram demonstradas as propriedades osteocondutoras e a biocompatibilidade
dos materiais, sugerindo as suas possiveis aplicacdes clinicas no reparo ésseo (MACHADO et
al.,, 2016). Outros resultados obtidos, também mostram a biocompatibilidade desses

biomateriais e diferencas significativas nos comparativos dos compostos (Tabela 4).

Tabela 4: Estudos realizados para avaliacdo de citotoxicidade e potencial osteogénico de materiais a base

de HA desenvolvidos por brasileiros que integram o grupo REGENERA.

Materiais avaliados | Ensaios realizados Resultados Realizado por

Ensaios
multiparamétricos de

Os compostos

Efeito do RGD na contendo Zn

adesdo e estimulacao
de osteoblastos em
superficie de HA
com Zinco (ZnHA)

viabilidade celular
(XTT, integridade da
membrana e densidade
relativa de células
aderentes)

apresentaram melhoria
de adsorc¢édo do
peptideo RGD

MAVROPOULOQOS et
al., 2013

HA carbonatada
nanoestruturada
contendo zinco a 3%
(ZncHA) ea HA
carbonatada (CHA)

Avaliaco in vivo em
ratos adultos

Compostos
biocompativeis e 0
grupo cHA mostrou
bioreabsor¢éo
significativa

RIBEIRO et al., 2016
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Continuacao Tabela 4

HA/alginato de sodio

Formacdo 6ssea em
ambos 0s grupos com

nanoestruturada Avaliacéo in vitro . s
carbonatada (testes biocompatibilidade,
N . s osteocondutividade e VALIENSE et al.,
contendo estréncio multiparamétricos bioreabsorcio 2015
(SrCHA) e nédo como 0 XTT) e invivo e . ¢
A significativa do
contendo estréncio em coelhos
(CHA) SrCHA comparada ao
composto CHA
Avaliagéo da Ambos mostraram ser
HA pura e _HA osteomduc_;ao com _blocompa,ttlv_els e NASCIMENTO et al.,
contendo Zinco ensaios citocompativeis, mas 2011
(ZnHA) multiparamétricos de ndo apresentaram

viabilidade celular

osseoinducéo

Estréncio contendo
HA carbonatada

Avaliages in vivo em

Compostos
biocompativeis,
osteocondutivos e

CARMO et al., 2018

nanoestruturada ratos bioreabsorviveis com
(SrcHA) formacéo de novo
0SSO
Ambos foram
HA nanoestruturada Analise biocompativeis e
e HA histomorfométrica osteocondztivos com DA SILVA
nanoestruturada . ] ’ SURUAGY etal.,
. com testes in vivo em | reparo 6sseo, mas sem
contendo Zinco coelhos) diferencas 2016
(NZnHA) arrerenc
significativas
Ambos materiais
. foram biocompativeis,
HA pura e HA Testes In vivo com romoveram a
P . coelhos para avaliar a P . RESENDE et al.,
contendo Zinco biocompatibilidade a osteogénese € 0 2013
(ZnHA) P composto ZnHA
longo prazo «
apresentou absorcao
mais rapida

Fonte: Autoria propria.
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Esses sé@o alguns dos diversos estudos que mostram quéo promissores Sdo 0S compostos
a base de HA contendo zinco, estroncio e carbono. No entanto, embora existam muitos
trabalhos que exploram as atividades osteogénicas e a citotoxicidade desses materiais a base
de HA, poucos sdo os estudos que exploram os possiveis efeitos genotoxicos dos mesmos.
Uma vez que estes materiais tém como objetivo final uma aplicacdo clinica, a avaliacdo desse

ultimo pardmetro é também fundamental e precisa ser mais avaliada.

3.5. TESTES DE CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE

Para que um biomaterial seja aprovado objetivando aplicacdes clinicas, deve respeitar
uma série de requisitos, incluindo a avaliagdo de biocompatibilidade do material através de
metodologias que permitem analisar os efeitos causados por determinado composto (GASIK,
2017). A avaliacdo da citotoxicidade e genotoxicidade in vitro de um material é de grande
importancia, pois prever o comportamento biolégico do composto, minimizando a quantidade
de testes in vivo que precisardo ser realizados (OLIVEIRA, 2009). Nesse contexto, existem
normas que regem os principios fundamentais que devem ser utilizados nessas avaliagdes
bioldgicas de biomateriais e dispositivos biomédicos, havendo como principal a norma da
“ISO 10993-1: General Principles” (ISO 10993-1, 2009).

Segundo essa 1SO, os testes de citotoxicidade devem ser o0s primeiros a serem
realizados quando é necessario avaliar a biocompatibilidade de materiais destinado a
aplicacdes biomédicas. Citotoxicidade é a capacidade que uma substancia ou material tem de
gerar efeitos toxicos nas células, como mudancas na permeabilidade da membrana da célula,

morte celular ou inibicdo enzimatica (MULLER, 2008).

Existem diferentes métodos para analisar a citotoxicidade de materiais, dentre os quais
encontra-se o de coloracdo com Trypan blue (Azul de Tripan) (STROBER, 1997), que é um
dos testes mais simples, e utiliza um metodo de exclusdo através da coloracdo com o azul de
tripano para verificar a quantidade de células viaveis (RIBEIRO et al., 2005). O principio
desse teste é que células vivas possuam suas membranas integras, excluindo assim corantes
como o azul de tripano, eosina ou iodeto de propidio. Sendo assim, por avaliacdo visual, as

células viaveis serdo aquelas que, apos terem sido coradas, apresentardo seus citoplasmas sem
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corante (excluiram o corante), ao passo que, as ndo viaveis (com membrana rompida) estardo
com cor azul (LIU et al., 2016). Entretanto, esse teste pode avaliar incorretamente a
viabilidade celular, caso, por exemplo, a célula esteja comprometida, mas, a sua membrana
ainda esta integra (AVELAR-FREITAS et al., 2014).

Outro teste muito utilizado para avaliar a citotoxicidade é o MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-
2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina), um ensaio colorimétrico que verifica a viabilidade
celular atraves da atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase (MOSMANN,
1983). Nesse teste, 0 MTT, que é um sal de tetrazélio solivel com cor amarela, é reduzido nas
celulas vivas a cristais de formazana, que tem uma coloragdo roxa (TANG et al., 2007).
Assim, pode-se correlacionar a viabilidade celular com a quantidade de cristais formados, que
depois de solubilizados, usando um solvente organico, podem ser analisados por densidade
Optica em um espectrofotbmetro (BHATIA; YETTER, 2008).

Seguindo esse mesmo principio, o ensaio de XTT (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil)-2H-tetrazdlio-5-carboxanilida), também indica a viabilidade celular pelo
metabolismo mitocondrial (ALTMAN, 1976; SCUDIERO, 1988). Esse teste in vitro foi
utilizado para avaliacdo da atividade mitocondrial de células em contato com biomateriais
como a HA nanoestruturada carbonatada contendo estroncio (Figura 15) (VALIENSE et al.,
2015). Uma das vantagens da utilizacdo do XTT, € o fato do produto resultante da reducédo ser
solivel (NASCIMENTO et al., 2011), o que para algumas aplicacGes € fundamental.
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Fig. 15: Resultados de ensaios de citocompatibilidade multiparamétricos de HA e Zn-HA em células
MC3T3-EL1. Atividade mitocondrial (reducédo XTT). Controle: células crescidas em meio de cultura;

poliuretano: controle negativo; fenol: controle positivo.

ETT Reduction
(% Control)
F

VP

Fonte: Nascimento et al. (2011).

Assim como a citotoxicidade, a genotoxicidade de biomateriais também deve ser
estudada quando se trata de riscos a saude, avaliando-se o potencial genotdxico das
substancias que compdem o biomaterial. Isso é verificado através da analise de possiveis
mudancas no DNA das células, que podem gerar falhas genéticas e problemas carcinogénicos
quando as células sdo colocadas em contato com o biomaterial em estudo (SINGH et al.,
2009). Essas alteracdes podem envolver grandes danos nos cromossomos, mutacdes
genéticas, aneuploidia (alteragdo no material genético da célula com divergéncia de nimero
cromossdmico) e recombinagio (FROTSCHL, 2015). Para padronizar esses testes, garantindo
assim a seguranga de wuso dos biomateriais, a Organizacdo de Cooperagdo e de
Desenvolvimento Econdmico (OECD) define algumas diretrizes. Dentre elas, encontra-se a
necessidade da realizagdo de pelo menos trés diferentes testes para averiguar os riscos

genotoxicos (FROTSCHL, 2015).

Nesse contexto, o primeiro teste recomendado a ser realizado ¢ o da mutacdo reversa
bacteriana, AMES (avaliacdo de mutagdes genéticas em bactérias) (AMES; JOYCE;
YAMASAKI, 1975), que avalia a mutagenicidade de substincias ou produtos e os riscos

\

associados aos biomateriais, quanto a sua reatividade ou nao com o DNA (acido
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desoxirribonucléico) (WAHAB et al., 2018). O ensaio de mutag¢dao reversa AMES avalia o
potencial mutagénico do biomaterial, detectando danos ao material genético que levam a
mutacgdes nos genes, causando, por exemplo, o desenvolvimento de carcinomas (FROTSCHL,
2015), danificando potencialmente a linhagem germinativa, levando a problemas de
fertilidade e a mutagdes em geragdes futuras. Nesse teste, podem ser detectadas mutagdes
pontuais que ocorrem na sequéncia de um gene importante para a produ¢do do aminoacido
histidina, mutagdes essas que podem ser substituicoes, adigdes ou delegdes de um ou alguns
nucleotideos, o que faz com que o quadro de leitura seja alterado (OECD, 1997). Nesse
ensaio, o material é colocado em contato direto com cepas de Salmonella typhimurium,
geneticamente modificadas de forma a possuirem deficiéncia na producdo de histidina
(aminodcido importante para a viabilidade das bactérias). Sao utilizados, geralmente, extratos
contendo enzimas de figado de ratos que atuam de forma semelhante as do homem, fazendo
assim com que seja avaliada a possivel toxicidade das substancias e compostos apds sua
metabolizacdo (HAKURA et al., 2003). Ao final do ensaio o biomaterial em estudo sera
considerado mutagénico se alterar o DNA das bactérias, revertendo entdo o seu fendtipo,

tornando-as novamente capazes de produzirem esse aminoacido e crescerem em meio sem

histidina (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

Entretanto esse teste (AMES) ndo ¢ suficiente para a avaliagdo de todos os tipos de
danos causados ao DNA. Sendo assim, para completar esse tipo de avaliacdo, existem outros
ensaios como o ensaio de microniicleo com bloqueio da citocinese, como o CBMN
(Cytokinesis-Block MicroNucleus), que permite a avaliacdo de diferentes tipos de aberracdes
cromossdmicas, como a geracdo de micronucleos, pontes ou brotos. Esse ensaio de
micronucleos (formados durante a divisdao celular) ¢ utilizado com o intuito de detec¢dao de
mutagdes nos cromossomos, representando assim a perda de cromatina e identificando
alteracdes no DNA (Figura 16) (MARIA; CHEQUER, 2008). O teste CBMN possui uma alta
confiabilidade e boa reprodutibilidade, tornando-se assim um dos testes citogenéticos padrao
na avaliacdo da toxicologia genética em células humanas e de mamiferos em geral (FENECH,

2011).
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Fig. 16: Fotomicrografias de células coradas com Giemsa (corante azul de metileno - eosina) analisadas no
ensaio CBMN. a) Célula mononucleada; b) célula binucleada (BN); c) célula multinucleada; d) célula
necrética inicial; (e) célula apoptotica tardia; (f) célula BN contendo um ou mais microntcleos (MN); g)
célula BN contendo uma ponte nucleoplasmatica (NPB) (e um MN); h) célula BN contendo botGes
nucleares (NBUD). A frequéncia de células BN com micronucleos, pontes nucleoplasmaticas ou bot6es

nucleares fornece uma valor que mede os danos no genoma e/ou a instabilidade cromossémica.

Ensaio
CBMN

Fonte: Adaptado de Fenech (2011).

Além desses, o ensaio Cometa, também chamado de eletroforese de célula unica,
permite avaliar diferentes danos no DNA. Quando um agente causa quebras nas fitas do
DNA, sdao gerados fragmentos que irdo apresentar mobilidade diferente na eletroforese. O
DNA ¢ carregado negativamente e, quando recebe uma dada corrente elétrica, migra em
dire¢cdo ao anodo e, caso o DNA esteja danificado, gera uma imagem semelhante a um cometa
(com cauda contendo os framentos menores e cabeca o DNA com maior integridade)

(AZQUETA et al., 2014). A realizacao desse ensaio ocorre da seguinte maneira: 1) a aplicagao
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de células em um gel de agarose em lamina de microscépio; 2) as células sdo entdo tratadas
com um tampao de modo a serem lisadas e os nucleos permanerecem intactos; 3) o DNA se
desnatura sob condic¢des alcalinas; 4) o DNA passa por eletroforese, possibilitando assim que
fragmentos de DNA danificado migrem mais rapidamente no gel; 5) e por fim a coloragdo
especifica, que permite a andlise e quantificagdo do DNA contido na cauda e, na cabeca do
cometa, como também permite avaliar o comprimento da cauda do cometa; sendo estes os
parametros utilizados para determinar o grau de dano causado ao DNA (Figura 17)

(KARLSSON, 2010; WAHAB et al., 2018).

Fig.17: Etapas da realizacéo do ensaio cometa.

CELULAS

ANALISE COMPUTACIONAL : )

_ LISE
COLORACAO
C_: : DNA  — @.
e
g — — | CUBA DE ELETROFORESE ALCALINA

Fonte: Adaptado de Karlsson (2010).

Seguindo as normas que definem e padronizam as avaliagdes de produtos e
biomateriais, a ISO e a OECD, os ensaios descritos acima, quando associados, constituem

testes considerados padrdes na avaliagdo de genotoxicidade de produtos.

Além dos riscos comentados anteriormente, a genotoxicidade também ¢ importante por

ter relagdo com problemas como inflamagao, falhas de sinalizagdo celular e estresse oxidativo
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(FRANCHI; TAKAHASHI, 2012). Mesmo assim, diante da relevancia dos testes genotoxicos,
para analisar danos no material genético, grande parte da aten¢do das avaliacdes realizadas
com biomateriais baseados em HA tem sido voltada apenas para a toxicidade, deixando de
lado o potencial genotoxico. Isso mostra a necessidade de aprofundamento e maior quantidade
de estudos desses materiais para compreensdo e ensaios clinicos com resultados sobre o

potencial genotoxico (SINGH et al., 2009).

Ainda nesse contexto, analises quantitativas de estudos e ensaios sobre a toxicidade e
genotoxicidade de materiais baseados em HA foram realizadas. Para isso foram feitas buscas
na Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos através do PubMed, que ¢ um
sistema de busca com livre acesso a base de dados MEDLINE, o qual oferece resumos de
artigos e citacdes na area biomédica. Nessas buscas o periodo do levantamento desses estudos
ndo foi limitado e foram utilizadas palavras chave, como: “hydroxyapatite”, “hydroxyapatite
bone regeneration, “hydroxyapatite cytotoxicity” e “hydroxyapatite genotoxicity”. Sendo

mostrado abaixo na tabela 5 esse quantitativo de pesquisas abordadas nessas areas:

Tabela 5: Levantamento quantitativo do PubMed em 25 de Novembro de 2018.

Termos Tipo de artigo Quantidade
Hydroxyapatite Ensaio clinico 642
Hydroxyapatite bone Ensaio clinico 169
regeneration
Hydroxyapatite Cytotoxicity Todos 578
Hydroxyapatite Genotoxicity Todos 26

Fonte: Dados retirados do sistema de busca aberto PubMed. Autoria propria.

Assim, percebe-se que existem diversos estudos voltados para a pesquisa de forma geral
usando HA, entretanto, quando se trata de aplicacdes biomédicas, deve haver uma

preocupacao na realizagdo de testes praticos que avaliem e comprovem a seguranca do uso
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desses biomateriais para que possam ser utilizados em fins clinicos. E, nesse contexto, existe
uma discrepancia entre a quantidade de pesquisas envolvendo biomateriais de HA para uso na
regeneragdo Ossea ¢ a quantidade de pesquisas sobre a genotoxicidade dos mesmos. Nao
podemos esquecer que, para que sejam certificadas as propriedades desses biomateriais a base
de HA, a avaliagdo da sua genotoxicidade ¢ fundamental e o que se percebe € que o nimero

de ensaios pré-clinicos ¢ maior do que o nimero de ensaios gendtoxicos.
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4. CONCLUSAO

Sabendo da complexidade oferecida pelo tecido 6sseo e consequentes dificuldades
enfrentadas em sua regeneragdo, diversos biomateriais sdo constantemente estudados para
substituir e reparar o o0sso. Nesse contexto, destaca-se a HA, por apresentar grande
similaridade com a parte mineral do osso, sendo uma ceramica sintetizada facilmente em
laboratorio. Estudos com esse biomaterial associado a outros materiais como zinco, estroncio
e carbono tém sido realizados em diversos paises, inclusive no Brasil, pelo grupo

REGENERA.

Como discutido, sdo diversas as pequisas envolvendo esses materiais ¢ as suas
propriedades osteoindutivas e osteocondutoras. Contudo, para avaliar esses biomateriais
visando uma aplicacdo na regeneracdo Ossea, ¢ essencial a realizacdo de testes citotoxicos e
genotoxicos seguindo as padronizagdes e regras estabelecidas por diversos 6rgaos (OECD,
ISO, FDA), mas como foi discutido, a avaliacdo de genotoxicidade tem sido negligenciada,
sendo necessarios estudos que foquem nesse objetivo. As pesquisas devem considerar todos
os aspectos da biocompatibilidade dos materiais quando se busca pela translagao dos

resultados da pesquisa para a aplicagao clinica.
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