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Uso de hidroxiapatita nanométrica em enxertos na fibula de ratos
Nanometric hydroxyapatite use in grafts of rats fibula

Marilia A. Pereira'; Rafael S. Geonmonond?; Uyara S. Oliveira?;
Tomaz H. Aragjo*; Wagner C. Rossi’; Mirta Mir®.

Resumo: A apatita ¢ um mineral que pertence ao grupo dos fosfatos e que possui diversas aplica¢des na linha de
desenvolvimento de novos materiais. Dentre as variantes de apatitas, encontramos as hidroxiapatitas (HAP), que
constituem uma por¢ao consideravel do nosso tecido 6sseo. Atualmente, em praticas de enxertia, sdo utilizados
diferentes tipos de ceramicas para que se possa regenerar um defeito 6sseo. No entanto, a utilizacdo da hidroxiapa-
tita nanométrica em enxertos tem sido uma alternativa interessante e plenamente satisfatoria, pois este material
apresenta propriedades similares as do tecido 6sseo. Desta forma, este trabalho tem como objetivo estudar como a
composicao e a cristalinidade da hidroxiapatita podem afetar o enxerto 6sseo. Para isto foram estudados trés tipos
de amostras, HAP comercial cristalina, HAP nanométrica ¢ HAP carbonatada nanométrica (HAC). As amostras
foram testadas em enxertos 0sseos utilizando ratos machos jovens. A analise microestrutural foi realizada utilizan-
do a técnica de difragdo de raios X por p6 e o refinamento foi feito pelo método de Le Bail.

Palavras-chave: Hidroxiapatita manométrica; Caracterizagdo microestrutural; Enxertos 0sseos.

Abstract: Apatite is a mineral belonging to the group of phosphates, which have various applications in the line of
development of new materials. Among the variants of apatite, found the hydroxyapatites (HAP), which constitute
a substantial portion of our bone. Actually different types of ceramics may be used to regenerate the bone defect
on grafting practices. However, the use of nano-hydroxyapatite grafts has been a fully satisfactory and attractive
alternative due this material has similar properties to human bone tissue. This work aims to study how the com-
position and crystallinity of hydroxyapatite may affect the graft bone. For this we studied three types of samples,
commercial crystalline HAP, nano- HAP and nano-carbonated HAP (HAC). The samples were tested for bone
grafts using young male rats. The microstructural analysis was performed using the technique of powder X-ray

diffraction and refinement was done by the Le Bail method.
Keywords: Nano-hydroxyapatite; Microstructural characterization; Bone grafts.

INTRODUCAO

A apatita ¢ um mineral que apresenta a formula ge-
ral [A1,][A2,](BO,),X, formada por diversos tipos de
atomos. Nos sitios A, B ¢ X podemos incorporar dife-
rentes ions, alterando as propriedades finais do com-
posto (WHITE e ZHILI, 2003). Tais minerais sdo de
extrema importancia na linha de desenvolvimento de
novos materiais. Nesse contexto, torna-se notavel o au-
mento de atividades de pesquisa fundamental sobre tais
materiais, assim como o uso de diversos métodos da
caracterizagdo de tais sistemas.

Dentre as diversas variantes de apatitas, encontra-
mos as hidroxiapatitas (HAP), Ca, (PO,)(OH),, que
possuem diversas aplicagdes na medicina pelo fato de
sua composi¢do se aproximar da composi¢do Ossea.
Dentre as maiores contribuigdes biologicas desta va-
riante esta sua aplicagdo em enxertos 0sseos € em im-
plantes dentarios.

O enxerto 6sseo ¢ basicamente um procedimento
cirurgico onde se acrescenta uma ou mais formas de
estimulacdo a um determinado local do corpo humano

onde haja a necessidade da presenga 6ssea (BAPTIS-
TA et al., 2003). Em pequenas articulagdes, as vezes ¢
possivel que se utilize o proprio osso, neste caso temos
um auto-enxerto. Para reconstrugdes mais extensas, o
material para enxerto ¢ fornecido por um banco de te-
cido 6sseo, 0sso bovino, utilizando materiais sintéticos
como a hidroxiapatita cristalina, o fosfato tricalcico
(PTC), ou ainda uma mistura destes (BAPTISTA et al.,
2003; PELEGRINI ¢ MACEDO, 2008; RESNICK e
NIWAYAMA, 1998).

Para aumentar a biofixagdo dos implantes de tita-
nio tem-se procurado aumentar as interagdes implante-
tecido mediante a deposi¢do de uma camada de material
bioativo na superficie do implante. Esse preenchimen-
to bioativo pode ser realizado a partir da hidroxiapatita
(HAP), pois as células epiteliais da gengiva aderem com
maior facilidade a este tipo de material comparadas ao
titanio (KARSTEN, SOILEAU e MEFFERT, 1990).

No nosso caso especifico, o estudo esta sendo feito
em uma hidroxiapatita de forma nanométrica. Isto se
baseia no fato do osso humano apresentar esta estrutura,
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pelo que se espera que o0 0sso apresente maior afinidade
por este material, acelerando o processo de crescimento
0sseo. Até o momento, a maioria dos materiais sintéti-
cos que existem no mercado para enxertos ndo sao utili-
zados em tamanhos nanométricos, dai 0 nosso interesse
nestas estruturas.

Neste trabalho foi feita uma analise de todo o pro-
cesso que envolve desde a caracterizag@o até a aplica-
c¢do cirurgica em ratos da hidroxiapatita estequiométrica
(HAP) em forma cristalina (comercial) e nanométrica, e
da hidroxiapatita carbonatada (HAC) nanométrica. Ini-
cialmente foram realizadas as sinteses com o objetivo
de se produzir uma quantidade de amostra suficiente
para o enxerto. As amostras foram estudadas utilizando
a técnica de difragdo de raio-X, para estimar a cristalini-
dade do material obtido. Foram realizados enxertos em
ratos para comparar o crescimento 0sseo om as amos-
tras de HAP que existem no mercado.

O estudo proposto neste trabalho podera oferecer in-
formagdes relevantes para a utilizagdo da hidroxiapatita
nanométrica em enxertos 0sseos ¢ o entendimento de
suas propriedades para aplica¢des na area da medicina.

METODOLOGIA

*  Sintese da hidroxiapatita

estequiométrica (HAP)

A HAP estequiométrica, [Ca, (PO,) (OH),], (razdo
molar Ca/P=1,67) foi produzida pela adi¢do contro-
lada de (NH,),HPO,, ¢ NH,OH sobre uma solugéo de
Ca(NO,), . 4H,0 e o pH ajustado a temperatura ambien-
te. A solugdo obtida foi mantida em agitagdo constante e
o pH controlado. Ao final do gotejamento a solugao fi-
cou em digestao por duas horas sob agitagdo constante.
Apds a mistura ¢ a maturagao dos reagentes o material
precipitado obtido, foi separado por filtragdo, lavado re-
petidamente com agua deionizada e seco por 24 horas
(MAVROPOULOS et al., 2013).

e Sintese da hidroxiapatita

carbonatada (HAC)

A HAC [Ca, ,[(PO,) (CO,),]I(OH),,(CO,)]
para x= 0,44 foi obtida pelo método de solugdo aquosa
por precipitagdo de Ca(NO,),. 4 H,O, (NH,)2HPO, e
(NH,)2CO,. A solugdo fosfato/carbonato foi adicionada
sob fluxo lento a solugdo de célcio. A temperatura e o
pH foram rigorosamente controlados. Apos a adigdo, a
suspensao ficou em agitagdo por 2 horas. O precipitado
foi lavado, filtrado e lavado repetidamente com agua
deionizada pelo método Milli-Q. As HAC foram pre-
cipitadas a baixa temperatura para obter amostras com
baixa cristalinidade (WANG et al., 2010). A secagem foi
realizada em estufa por 24h em temperatura de 70°C.

e Caracterizagao por difraciio de raio-X
Os dados de DRX das amostras de hidroxiapa-
titas foram obtidos de um difratometro da marca RI-
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GAKU, modelo Ultima IV, usando a radiagdo CuKa
(A=1,5418A). A varredura angular 20 compreendeu
o intervalo angular de 10.00° a 90.00°, com passo de
0.02° e tempo de 2 s/passo. O material padrao usado
para obter a resolugdo instrumental foi o hexaborato de
lanténio (LaB,) medido nas mesmas condigdes das hi-
droxiapatitas.

As amostras de HAP (hidroxiapatita estequiomé-
trica), HAC (hidroxiapatita carbonatada) e HAP+PTC
(hidroxiapatita comercial) foram analisadas em forma
de po. Ja as amostras da fibula humana e da fibula do
rato estavam na forma do “proprio 0sso”.

Para o refinamento, foi utilizado como modelo ini-
cial o arquivo CIF niimero 26205 reportado por Sudar-
sanan e Young e disponiveis na base de dados, no Por-
tal da CAPES “Inorganic Crystal Structure Database”
(BELSKY et al., 2002). O grupo espacial P63/m, foi o
grupo que mais justificou a estrutura das HAs. Para o re-
finamento utilizou-se o método de Le Bail implementa-
do no programa Fullprof (RODRIGUEZ-CARVAJAL,
2012). Foi utilizada a fungdo Thompson-Cox-Hastings
(TCHZ) junto ao método dos harmonicos esféricos com
objetivo de estudar o tamanho dos cristais de forma ani-
sotropica (WHITE e ZHILI, 2003).

e Aplicacio cirurgica

Para o enxerto 6sseo foi realizada uma pequena ca-
vidade cirurgica na fibula do rato. Para a reconstituigdo
do osso, foram utilizadas a HAP, HAC ¢ HAP+PTC
(comercial) para se acrescentar uma estimulagdo no lo-
cal onde houve a necessidade da presenga dssea.

Os experimentos foram conduzidos de acordo com
as normas internacionais para o estudo com animais
de laboratorio e o trabalho foi encaminhado e aprova-
do pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
(CEPE-UNIFAL-MG).

RESULTADOS

Na tabela 1 aparecem resumidos os resultados do
refinamento como tamanho médio do cristalito, grupo
espacial e fatores de concordancia para os refinamentos
de cada amostra. Os fatores de concordancia mostrados
na tabela, tais como %2, Rp e Rwp, indicam a qualidade
do refinamento para cada amostra. Nas figuras 1,2 ¢ 3
aparecem os refinamentos obtidos para cada amostra.
Como podemos ver, as amostras HAP e HAC, apresen-
taram tamanhos de cristal de ordem nanométrica com
picos largos, diferentemente da comercial.

Os testes realizados em ratos mostraram que todas
as amostras apresentaram uma boa regeneracdo ossea.
Em todos os casos, as amostras nanométricas apresen-
taram uma regeneragao 6ssea mais rapida que a amostra
comercial cristalina.
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Tabela 1: Tamanho médio do cristalito (T.C.), grupo espacial (G.E.), e fatores de concordancia (Rp, Rwp ¢ %?).

Amostra G.E. T.C. (A) 1 Rp (%) pr (%)
HAP P 6,/m 57.90 1.42 I1.2 13.0
HAC P 6,/m 40.60 1.82 4.43 2.81
(HAP+PTC)*  P6,/m  4931.50 0949  17.1 19.0
*Comercial (HAP+PTC)
T v T ' v T T T ) T " T " T T T T T T T T T T T T T T
(A) lobs (B) lobs
—Ical - . — lcal
Yobs-Ycalc Yobs-Ycalc 7
F Posicao_Bragg | I Posigao_Bragg
d 6
Frorr o menr rmimn i i mm e mnien ey —l } PR
e e e Y i
10 20 30 40 50 50 70 80 90 0 2|0 ' alo ' 4|0 ' 5|0 k 610 ' ?Ju . slo 90
2 theta (graus) 2 theta (graus)
(C) lobs
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CONCLUSAO oo
A partir da utilizagdo da HAP, HAC ¢ HAP+PTC W e of P i e i
em enxertos 6sseos, foi possivel concluir que o uso da S S R

hidroxiapatita nanométrica HAP e HAC resultou na re-
generagdo Ossea mais eficaz que a amostra comercial.
Em todos os casos as regeneragdes Osseas foram mais
rapidas nos ratos enxertados com HAC nanométrica.
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