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RESUMO

Doengas cardiovasculares sdao uma das principais causas de morte e
hospitalizagdes no mundo atualmente, e devido a baixa capacidade regenerativa
natural do musculo cardiaco, as opg¢des de tratamento para casos graves de
cardiopatias sao bastante limitadas. Portanto, a engenharia de tecidos vem sendo
investigada como uma alternativa para o tratamento dessas doengas. A abordagem
atual envolve a incorporagcdo de células tronco ou cardiomiécitos a scaffolds
tridimensionais biocompativeis capazes de estimular o desenvolvimento celular. No
entanto, a vascularizacdo de enxertos artificiais € um desafio. Os vidros bioativos
(VB), aplicados extensivamente para regeneracdo 6ssea, tem sido atualmente
investigados para aplicagdes em tecidos moles, sendo um dos motivos a sua
capacidade de estimulo da vascularizacdo, em especial quando sao incorporados
a sua estrutura ions com conhecidas propriedades angiogénicas, como ions cobalto
(Co). Nesse trabalho, foram sintetizadas nanoparticulas de VB no sistema SiO2/CoO
em diferentes composi¢des nominais pelo método de Stdéber modificado, e analises
quimicas confirmaram que cobalto foi incorporado com sucesso ao sistema, com
concentracdo maxima de 11,1% molar. A obtencdo de nanoparticulas esféricas e
densas foi confirmada, com tamanho de particula entre 63 + 9 e 66 * 7 nm,
confirmado por microscopia eletrbnica de transmissdao. A formacdo de Co0304
depositado como uma segunda fase na superficie das particulas foi observada e
confirmada por Difragdo de Raios-X, e a Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados
por Raios-X (XPS) indicou que o cobalto também foi incorporado a rede vitrea como
Co?*. Apesar de um perfil de liberagéo rapido de Co em tampéao fosfato salino (PBS),
as particulas obtidas nao se mostraram citotoxicas a células endoteliais da veia do
cordao umbilical humano (HUVEC) em concentragdes de até 500 ug.mL™'. Assim, a
metodologia sol-gel empregada permitiu a obtengdo de nanoparticulas esféricas
densas de VB contendo cobalto, como um modificador de rede, com potencial para

serem empregadas para a engenharia de tecidos cardiacos.

Palavras-chave: biomateriais, tecido cardiaco, vidro bioativo, sol-gel



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are one of the leading causes of death and
hospitalization in the world today, and due to the low natural regenerative capacity
of the heart muscle, treatment options for severe cases of heart disease are quite
limited. Therefore, tissue engineering has been investigated as an alternative
treatment for such diseases. The current approach involves the incorporation of stem
cells or cardiomyocytes into biocompatible three-dimensional scaffolds capable of
stimulating cell development. However, the vascularization of artificial patches is a
challenge. Bioactive glasses (BGs), which have been extensively used for bone
regeneration, are now being investigated for applications in soft tissues. One of the
reasons being their ability to stimulate vascularization, especially when ions with
known angiogenic properties are incorporated into their structure, such as cobalt
(Co) ions. In this work, VB nanoparticles were synthesized in the SiO2/CoO system
in different nominal compositions by a modified Stéber method, and chemical
analysis confirmed that cobalt was successfully incorporated into the system, with a
maximum concentration of 11.1% mol. Spherical and dense nanoparticle
morphology was confirmed, with particle size ranging from 63 £ 9 to 66 £ 7 nm by
transmission electron microscopy. Co304 formation deposited as a second phase on
the particles’ surface was observed and confirmed by X-Ray Diffraction, and X-Ray
Photoelectron Spectroscopy (XPS) indicated that cobalt was also incorporated into
the glass network as Co?*. Despite a rapid release profile of Co in phosphate-
buffered saline (PBS), the obtained particles were not cytotoxic to human umbilical
cord vein endothelial cells (HUVEC) at concentrations up to 500 ug.mL-1. Thus, the
sol-gel methodology employed proved effective for the obtention of dense spherical
BG nanoparticles containing cobalt as a network modifier, with potential applications

in cardiac engineering.

Keywords: biomaterials, cardiac tissue, bioactive glass, sol-gel
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1. INTRODUGAO

Doencgas cardiovasculares sdo umas das principais causas de hospitalizagdes
e mortes no mundo, levando ao o6bito milhdes de pessoas todos os anos e
resultando em custos elevados para os sistemas de saude de diversos paises.
Dentre as cardiopatias, destaca-se a doencga arterial coronariana, um subgrupo de
enfermidades que advém da restricdo do fluxo sanguineo ao musculo cardiaco.
Esse fluxo diminuido de sangue pode ocasionar na morte de parte do tecido
cardiaco, comprometendo o funcionamento adequado do coragdo (MONTERO et
al., 2020).

Como o tecido cardiaco apresenta baixa capacidade regenerativa, a principal
forma de tratamento atualmente empregada para cardiopatias graves, em que ha
significativa perda de fungdo do musculo cardiaco, € o transplante de érgéos
(CHANDIKA et al., 2020). Apesar de os transplantes terem sido um grande avango
médico-cientifico, existem uma série de fatores como a escassez de doadores, a
possibilidade de rejeicdo de 6rgaos implantados e a dificuldade técnica dos
procedimentos que suscitam a busca por tratamentos alternativos. Nesse sentido,
a engenharia de tecidos tem sido investigada como uma possibilidade para o
tratamento dessas doengas (MONTERO et al., 2020).

A engenharia de tecidos envolve uma abordagem multidisciplinar para auxiliar
na regeneracao e no eventual reparo dos tecidos danificados a partir da combinacgao
de células tronco ou compostos bioativos terapéuticos com biomateriais arranjados
em estruturas tridimensionais que sejam similares ao tecido nativo (NADERI;
MATIN; BAHRAMI, 2011). Para a engenharia de tecidos cardiacos, foram
inicialmente explorados tratamentos envolvendo apenas a injecéo de células tronco,
mas analises experimentais e testes clinicos mostraram que essa abordagem
apresentava limitagbes importantes na regeneragédo do tecido danificado. O foco
dos estudos na area de engenharia de tecidos cardiacos tem se voltado entdo nos
ultimos anos para o desenvolvimento de enxertos cardiacos a partir de

componentes terapéuticos e de scaffolds que atuam como substratos. Além disso,
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0 escopo da area de engenharia de tecidos cardiacos tem se expandido além da
busca por tratamentos regenerativos, para a modelagem de doencas e para a
testagem de medicamentos, por exemplo (HUYER et al, 2015; MEI, XUAN;
CHENG, 2020).

Diversos biomateriais sintéticos e de origem natural sdo usados para a
producao de scaffolds para engenharia de tecidos cardiacos. Dentre os materiais
de origem natural podem ser citados a quitosana e o colageno. Polimeros sintéticos
ja empregados para esse fim incluem a policaprolactona (PCL), poliésteres,
poliuretanos e o alcool polivinilico (PVA) (AHADIAN et al., 2017; DATTOLA et al.,
2019; POK et al., 2013). Esses scaffolds para tecidos cardiacos devem apresentar
diversas propriedades estruturais e funcionais similares ao tecido nativo para serem
adequados para a diferenciacao e proliferagao de células cardiacas. No entanto, um
dos grandes problemas enfrentados na area € a falta de vasos sanguineos
funcionais, que leva a uma baixa taxa de sobrevivéncia das células implantadas.
(BARABADI et al., 2016; KARGOZAR et al., 2018). Assim, torna-se necessario
incorporar aos scaffolds componentes que sejam capazes de promover a
angiogénese. Bons candidatos para essa finalidade sdo os vidros bioativos (VB)
(BARABADI et al., 2016; MADDEN et al., 2010) .

O vidro bioativo foi desenvolvido por Larry Hench e colaboradores em 1969 e
amplamente estudado nos anos seguintes pela sua alta biocompatibilidade e
bioatividade. Inicialmente produzido por Hench via rotas de fusdo na composicao
4585 (45% SiO2, 24,5% CaO, 24,5% Nax0O e 6% P20s, % em peso), os vidros
bioativos também podem ser obtidos por rotas quimicas, como o método sol-gel,
que permitiram a obtengcdo de novas composicdoes de vidros bioativos com
diferentes caracteristicas morfolégicas, como porosidade e tamanho de particulas
variados (KARGOZAR; HAMZEHLOU; BAINO, 2017). Dentre as morfologias mais
estudadas, as nanoparticulas se destacam pela sua elevada area superficial € maior
facilidade de incorporagédo homogénea em matrizes poliméricas, se comparadas as

particulas micrométricas. Nas Uultimas décadas, os vidros bioativos foram
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investigados e se estabeleceram como um material usual para a engenharia de
tecidos 0sseos. Mais recentemente, no entanto, passou-se a explorar o potencial
desse material ceramico também na engenharia de tecidos moles, como tecidos
cardiacos e pulmonares, integrando-o a scaffolds poliméricos, devido a sua
capacidade de promover a adesdo celular e a angiogénese (KARGOZAR;
HAMZEHLOU; BAINO, 2017; MIGUEZ-PACHECO; HENCH; BOCCACCINI, 2015).

As propriedades dos vidros bioativos sdo, em grande parte, atribuidas a elevada
reatividade superficial dessa classe de materiais, que resulta na liberagao de ions
soluveis, como Si e Ca, que induzem respostas fisiologicas positivas. A degradagao
controlada desse material permite ainda a liberagdo continua desses ions. Além
disso, é possivel incorporar a estrutura do vidro diferentes ions, como o cobalto,
manganés, cobre ou prata que, quando liberados em sua forma iGnica no meio
corporal, promovem efeitos terapéuticos especificos de forma continuada
(BARRIONI, BRENO ROCHA; DE OLIVEIRA; DE MAGALHAES PEREIRA, 2016).
Nesse sentido, o cobalto se destaca por sua capacidade de induzir a angiogénese
através da estabilizacdo do fator de inducédo da hipdxia (HIF-1a), e como
consequéncia promove a neovascularizagéo, favorecendo o crescimento in vivo de
tecidos (BARRIONI, BRENO ROCHA; DE OLIVEIRA; DE MAGALHAES PEREIRA,
2016; MOURA et al., 2017). No entanto, a mineralizagéo tipicamente associada a
vidros bioativos ndo é desejada para aplicagdes em tecidos moles, como o tecido
cardiaco. Embora ainda ndo existam estudos definitivos sobre o assunto, € possivel
que composi¢des binarias contendo apenas silica e o ion metalico desejado
diminuam o risco de calcificagcdo de tecidos moles (KARGOZAR et al., 2018;
KARGOZAR; HAMZEHLOU; BAINO, 2017). Além disso, particulas de composi¢ao
binaria permitem o estudo da incorporacao do ion metalico sem a influéncia dos

demais componentes.

Tendo em vista as informagdes acima, o presente trabalho visa a obtencao e
caracterizacao de nanoparticulas esféricas de vidro bioativo contendo cobalto, um

potencial ion terapéutico com propriedades angiogénicas, obtidas a partir da rota
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sol-gel, para a possivel aplicagdo em engenharia de tecidos cardiacos. Vale
destacar que até o momento, ndo € do nosso conhecimento a obtencdo de
particulas nanométricas esféricas no sistema SiO2-CoO, produzidas via rota sol-gel

para possivel aplicagdo na engenharia de tecidos cardiacos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir nanoparticulas densas de vidro bioativo contendo cobalto e avaliar
suas propriedades estruturais e fisico-quimicas para possivel aplicagdo na

engenharia de tecidos cardiacos.

2.2 Objetivos Especificos

Sintese e caracterizacdo de particulas nanométricas densas de VB em

diferentes composi¢des nos sistemas SiO2/CoO pelo método sol-gel.

¢ Avaliar a composi¢ao quimica das nanoparticulas obtidas por espectroscopia de

emissao optica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES).

e Avaliar a morfologia, o tamanho de particula e as propriedades texturais das
nanoparticulas por microscopia eletrénica de transmissao (MET), espalhamento
dinamico de luz (DLS), potencial zeta (PZ) e BET.

e Avaliar a estrutura quimica das nanoparticulas por espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR), difracdo de raios-X (DRX) e

espectroscopia de fotoelétrons excitados por raio-X (XPS).

e Avaliar a liberacéo de ions em PBS pelas nanoparticulas ao longo de um periodo
de 14 dias.

e Avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas obtidas por MTT.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Tecido Cardiaco

O coragao é o 6rgao responsavel pelo bombeamento continuo e unidirecional
de sangue que garante a circulagao de oxigénio e nutrientes ao longo do sistema
cardiovascular a um custo elevado de energia (MONTERO et al., 2020). E o primeiro
orgao a ser formado, apos apenas trés semanas de gestagdo em seres humanos,
e funciona ininterruptamente até o fim da vida. Ao longo da vida, as valvulas
cardiacas se abrem e se fecham, em média, trés bilhdes de vezes, o que representa
uma média diaria de cem mil movimentos (BRAND, 2003; MISFELD; SIEVERS,
2007).

O funcionamento adequado do 6rgao é obtido a partir de uma arquitetura
tridimensional bastante especializada e de uma composi¢ao variada de células e
fases acelulares. A macroestrutura do coragao € caracterizada por quatro cavidades
interligadas por valvulas que impedem o refluxo, conforme ilustrado na Figura 3.1.
Os dois atrios recebem o sangue do corpo e dos pulmdes a partir das veias cavas
inferior e superior e das veias pulmonares e, ao se contrairem, movimentam o
sangue para os ventriculos. Os ventriculos, por sua vez, se contraem e bombeiam
0 sangue para os pulmdes e para o restante do corpo. O ventriculo esquerdo,
responsavel pelo bombeamento para o corpo, € notadamente maior e apresenta
paredes musculares mais espessas (CHANDIKA et al.,, 2020; MONTERO et al.,
2020).

A formacao do coracao envolve uma série de eventos moleculares, celulares e
morfolégicos. A maioria das células progenitoras tem sua origem na mesoderme, e
sob a atuagao de diversos sinalizadores e moduladores moleculares se diferenciam
em cardiomiocitos (CM), as células do musculo cardiaco, e também em células
endoteliais, células vasculares e fibroblastos, que juntos compdem a estrutura

cardiaca (MEILHAC et al., 2014). O desenvolvimento do coragédo continua apés a
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fase embrionaria, e ha diferengas marcantes entre CMs adultos e fetais. CMs
adultos sdo maiores e possuem um formato mais regular, além de utilizarem acidos
graxos como fonte energética. CMs fetais apresentam uma forma irregular,
tamanhos menores e metabolizam glucose, uma fonte menos eficiente de energia.
Por esses motivos, CMs fetais apresentam ainda uma capacidade de contragao
menor € ndo sdo capazes de exercer tensdes mecanicas tao elevadas quanto CMs
adultos. Esse € um aspecto importante para a engenharia de tecidos cardiacos,
visto que os esforgcos para produzir esses tecidos em laboratério devem levar em
conta medidas para promover a maturacdo dos CMs fetais em CMs adultos
(KARBASSI et al., 2020; MEILHAC et al., 2014; YANG et al., 2008).

Aorta

_ _ +—— Artéria pulmonar
Veia cava superior

, Atrio esquerdo
Valvula pulmonar d

Veias pulmonares <

Atrio direito

Veias pulmonares

Valvula aoértica

Valvula bicuspide
Cordas tendinosas
Musculo papilar

Valvula tricuspide

Ventriculo direito

Ventriculo esquerdo

Septo interventricular
Veia cava inferior

Figura 3.1: llustragdo esquematica do coragao (CHANDIKA et al., 2020).

Os cardiomiécitos adultos sdo alongados, ramificados e tem formato cilindrico,
com diametro médio entre 10 e 20 ym e comprimento entre 50 e 100 um (KOCICA
et al., 2007). Eles tém a capacidade unica de se contrairem sem a interferéncia de
células nervosas, permitindo o bombeamento sanguineo, e constituem a maior

parte do volume do musculo cardiaco. Embora isso seja um consenso, a fragdo
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numeérica das células que compdem o tecido cardiaco € mais incerta. A composigao
celular do coragao nao se restringe a CMs, e alguns estudos relatam uma fragéao
numérica maior de CMs em relacdo aos fibroblastos e células endoteliais, que
também compdem o tecido. Outros estudos atribuem uma fracdo maior as células
endoteliais em relagdao a CMs (CHAUDHURI et al., 2017; MONTERQO et al., 2020).

Células endoteliais e fibroblastos desempenham um papel fundamental para o
funcionamento do tecido cardiaco. Além de serem responsaveis pelo fornecimento
de nutrientes e oxigénio, as células endoteliais permitem a remodelagem do tecido,
caso este sofra algum dano. No entanto, como os CMs adultos s&o células
totalmente diferenciadas, a regeneracao do tecido nativo ndo & possivel, e essa
remodelagem acompanha algum grau de perda de fungao. Ja os fibroblastos, além
de auxiliarem na maturacao celular, mantém a matriz extracelular cardiaca (ECM)
através de um equilibrio de degradacgéao e deposicéo (LI et al., 2009; MONTERO et
al., 2020) .

As células ndo estdo sozinhas nos tecidos. Na verdade, elas se arranjam ao
longo de uma matriz glicoproteica que fornece uma estrutura e ancoragem as
células do tecido. No tecido cardiaco, essa matriz extracelular € composta
primariamente por colageno, predominantemente do tipo | (80%) e do tipo Il (11%),
que corresponde a cerca de 5% da massa total do coragédo (EGHBALI; WEBER,
1990). Outro componente fundamental da ECM sao as fibras elasticas. Essas fibras
apresentam um nucleo de elastina, cercado por microfibrilas, que conferem
propriedades elasticas ao tecido cardiaco. Elas garantem que o tecido seja capaz
de se distender sob tensao e de retornar as dimensdes originais uma vez que a
carga € removida (LONG; TRANQUILLO, 2003). A ECM desempenha, portanto, um
papel fundamental, ndo s6 como um elemento estrutural passivo, mas também
como um importante sinalizador e determinador de funcionalidade celular. No tecido
cardiaco, ela transmite as contracbes dos cardiomiocitos, e é observado um
comportamento dinAmico da ECM, que se modifica ao longo do desenvolvimento e

também em caso de patologias. Nesse ultimo caso, constata-se alteragbes na ECM
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em caso de doencgas, mas alteragdes na ECM também podem levar a defasagem
na fungéo cardiaca, que resulta em uma condi¢ao patoldgica. A Figura 3.2 ilustra
esquematicamente como os principais componentes celulares e acelulares se
organizam para formar o tecido cardiaco (CHANDIKA et al., 2020; MONTERO et
al., 2020).
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Figura 3.2: llustragdo esquematica do tecido cardiaco e de seus principais
componentes (MONTERO et al., 2020).

Embora a composigao, a forma como os componentes celulares e acelulares
se organizam microscopicamente no tecido cardiaco, e o funcionamento global do
coragao sejam bem conhecidos, ainda ha lacunas no entendimento sobre a
arquitetura cardiaca. Ainda ndo esta claro, por exemplo, como as diferentes
estruturas interagem entre si para produzir o comportamento global. Nao se sabe
também se os cardiomidcitos sao a unidade funcional basica do tecido cardiaco ou
se essas unidades basicas sao, na verdade, conjuntos de CMs. Ou ainda como os
diferentes tipos de movimento apresentados pelos CMs, em diferentes direcdes se
combinam, de forma a permitir a contragdo global observada macroscopicamente.
Sabe-se, porém, que a orientacdo de CMs depende da posicdo no 6rgao, e que
essa orientacao esta relacionada com a dire¢ao da tensao produzida. Além disso,
CMs estao sempre proximos aos capilares, a distancias de cerca de 20 ym, devido

a alta demanda energética dessas células (MONTERO et al., 2020).
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A combinagao dessas caracteristicas resulta em um tecido de propriedades
complexas. O coracio apresenta propriedades mecanicas que variam nio somente
com a orientagdo, mas também com o estado de contragdo. No inicio da diastole,
foram medidos valores de rigidez entre 10 e 20 kPa para o ventriculo esquerdo. Ja
no fim da diastole, esses valores variam entre 200 e 500 kPa (CHEN, QI ZHI et al.,
2008).

Outro aspecto importante do tecido cardiaco é a constante atividade elétrica,
essencial para a contracao e relaxamento das células musculares cardiacas. Como
o bombeamento do sangue depende da contragao coordenada de bilhdes de células
cardiacas, a transmissdo de sinais elétricos entre essas células € de suma
importancia. O sinal elétrico no coragao se inicia no noé sino atrial, localizado acima
do atrio direito. As células dessa regiao sdo CMs especializados, denominados
células marca passo, capazes de se polarizarem eletricamente sem estimulos
externos. As células musculares sdo conectadas por proteinas que possibilitam um
fluxo de ions, permitindo assim a conducdo elétrica através de células vizinhas.
Além disso, existem barreiras isolantes entre os atrios e ventriculos, que diminuem
a velocidade de transmissdo do impulso elétrico, o que garante a contragao
escalonada das cavidades cardiacas (SUNDNES et al., 2007).

3.2 Engenharia de Tecidos Cardiacos

Doencgas cardiacas sdo uma das principais causas de morte no mundo,
atingindo milhdes de pessoas todos os anos. Conforme ja discutido, o coragao
apresenta uma baixa capacidade regenerativa. Doengas que bloqueiam o fluxo
sanguineo para o coragao provocam a morte de parte do tecido cardiaco, o que é
conhecido como infarto do miocardio. Os cardiomiécitos adultos ndo sao capazes
de se replicar e o numero de células tronco cardiacas produzidas nao € suficiente
para reparar o musculo cardiaco perdido. Como consequéncia, esse tecido é

substituido por tecido cicatricial fibroso que n&o apresenta propriedades contracteis.



22

O consequente enrijecimento da area afetada provoca perda da fungao cardiaca,
associada a uma menor capacidade de bombeamento sanguineo, o que pode
resultar em doencgas cronicas com um prognostico desfavoravel (HIRT; HANSEN;
ESCHENHAGEN, 2014; TENDERA, 2006). Um dos tratamentos propostos para
individuos com perda de funcao cardiaca significativa € o transplante de 6rgaos.
Essa é, no entanto, uma alternativa desafiadora e envolve uma série de dificuldades
éticas e praticas, sendo a principal delas a escassez de doadores (FEINER;
SHAPIRA; DVIR, 2019).

Motivado por esse cenario, 0 campo de medicina regenerativa tem se
desenvolvido cada vez mais. A partir dos anos 2000, o avango das pesquisas com
células tronco trouxe esperangas de que terapias celulares, envolvendo a injegao
de células tronco em regides comprometidas do coragéo, seriam a chave para
desenvolver novas formas de reparar o tecido cardiaco danificado. O avancgo nessa
area foi rapido e testes clinicos foram desenvolvidos para avaliar a eficacia dessa
modalidade de tratamento para a insuficiéncia cardiaca. Esses testes clinicos
estabeleceram a seguranga e a viabilidade das terapias celulares, mas nao foram
observadas melhoras clinicas significativas nos pacientes tratados (BEHFAR et al.,
2014). A baixa eficiéncia desses tratamentos foi atribuida principalmente a alta taxa
de morte celular, a baixa taxa de adesao celular e a inabilidade das células injetadas
de recriar a estrutura nativa do coracdo, mesmo quando a diferenciagdo em CMs
foi bem sucedida (CHANDIKA et al., 2020).

Embora as terapias celulares ndo tenham atingido os resultados incialmente
propostos, o conhecimento adquirido por meio dessas tentativas mostrou que sem
um substrato adequado, a regeneragao do tecido cardiaco nao seria atingida de
forma satisfatéria. A engenharia de tecidos cardiacos €, entdo, uma area de atuagao
multidisciplinar, que tem como objetivo reunir células com capacidade apropriada
de diferenciagao com scaffolds biocompativeis para obter-se, in vitro, tecidos vivos,
capazes de serem implantados e promoverem a regeneragdo no corpo humano.

Outra aplicacao promissora € a utilizagcao desses tecidos produzidos em laboratério
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para melhorar o processo de testagem de drogas na avaliagdo de toxicidade e
eficacia em humanos (MONTERO et al., 2020; ZHAO et al., 2014). Esses scaffolds
devem, portanto, apresentar propriedades compativeis com o tecido nativo, visto
gque um material com propriedades similares as do tecido cardiaco tem mais
chances de ser um substrato adequado para formacao de tecido. Para isso, é
necessario que o material apresente propriedades mecanicas adequadas: a rigidez
deve ser similar a do tecido nativo, assim como a capacidade de sofrer deformacdes
ciclicas sem se deformar plasticamente. O material deve ainda apresentar
porosidade elevada, de forma a permitir a ancoragem das células tronco, a sua
proliferacdo e diferenciacdo. A distribuicdo do tamanho de poros deve levar em
conta ainda diferentes necessidades: poros menores que 50 um, de tamanho similar
a das células possibilitam uma ancoragem eficiente. Poros intermediarios, de cerca
de 100 um s&o necessarios para permitir o crescimento celular. Poros maiores que
200 ym e interconectados permitem, por sua vez, a vascularizacdo do tecido e o
transporte de nutrientes. Outra caracteristica importante é a hidrofilicidade,
relacionada a adeséo celular, e a capacidade de absorver agua. A manutengao de
agua na estrutura é importante para a difusdo de moléculas soluveis e para manter
o estado de hidratacdo adequado para sobrevivéncia do tecido (BRUZAUSKAITE
et al., 2016; CHANDIKA et al., 2020; DATTOLA et al., 2019; POK et al., 2013).
Finalmente, para garantir a manutencdo do tecido produzido € essencial a
vascularizacao rapida, eficiente e que permita a integragcdo com o tecido nativo
(OGLE et al., 2016; SAYED et al., 2019; ZHAO et al., 2014). Tendo em vista os
requerimentos discutidos acima, a sele¢cao adequada das células, dos materiais e
das rotas de processamento s&o essenciais para se obter um enxerto cardiaco bem
sucedido. Tang et al. (2018) produziu, por exemplo, um scaffold de PVA para
implantacdo de células estromais cardiacas em um coragao danificado, que se
mantiveram ativas apds o implante, sendo observado melhora na funcao cardiaca.
POK et al., (2013) sintetizou scaffolds de PCL, recobertos por hidrogéis de gelatina
e colageno para diferenciacdo e maturacdo de cardiomiocitos a partir de células

tronco pluripotentes, obtendo ao fim células pulsantes.
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Devido a complexidade do tecido cardiaco e a necessidade de se obter
scaffolds com caracteristicas semelhantes a do tecido nativo, a integragdo de
diferentes materiais, capazes de conferir propriedades importantes ao produto final,
tem sido o foco da engenharia de tecidos (CHANDIKA et al., 2020). Para a
engenharia de tecido cardiacos, algumas dessas propriedades s&o a condutividade
elétrica, a capacidade de promover a vascularizacdo rapida e eficiente ou a
capacidade de suportar ciclos de tensdo continuamente (MONTERO et al., 2020).
A vascularizagdo dos scaffolds é particularmente importante, dado que que a
viabilidade dos implantes é significativamente reduzida na auséncia de vasos
sanguineos funcionais (MONTGOMERY; ZHANG; RADISIC, 2014). DVIR et al.,
(2009) mostrou que enxertos cardiacos pré-vascularizados, construidos a partir de
scaffolds de alginato se mostraram mais eficazes na integracdo com o tecido nativo

e na melhora da funcéo cardiaca.

Para esse fim, vidros bioativos vém sendo investigados para a obtengao de
compositos para engenharia de tecido cardiaco. Integrando-os a scaffolds
poliméricos, obteve-se melhorias na promogéo da adesao celular e da angiogénese
e da biocompatibilidade apos a implantagdo de células tronco (BARABADI et al.,
2016; CHEN, QIZHI et al., 2010). Ha o receio, porém de que a incorporagéo de
vidros de composicdes tradicionais, como a 45S5, possam induzir uma calcificagao
indesejada do tecido cardiaco (KARGOZAR et al., 2020).

3.3 Vidro Bioativo

Biomateriais capazes de regenerar, reparar ou substituir partes do corpo
humano s&o vitais na medicina moderna. Bioceramicas como a hidroxiapatita, a
alumina ou o vidro bioativo tem sido amplamente explorados (CORMACK;
TILOCCA, 2012). O vidro bioativo em particular € uma classe de materiais
ceramicos desenvolvidos por Larry Hench no inicio dos anos 1970 que se destacou

nao somente pela sua biocompatibilidade, mas também por sua capacidade de
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induzir uma resposta biolégica positiva na interface com o tecido nativo. O material
inicialmente obtido por Hench apresentava composicdo molar de 46,1% SiO2,
26,9% Ca0, 2,6% P20s5 e 24,4% Naz0, posteriormente denominado 45S5 e
patenteado como Bioglass® (HENCH, L. L. et al., 1971; HENCH, LARRY L., 2006).
Suas investigacbes e estudos subsequentes mostraram que era observada a
formacao de cristais de hidroxiapatita na superficie do vidro, quando imerso em
solugdes de fluido corporal simulado. Além disso, constatou-se que devido a essa
elevada reatividade em ambientes fisioldgicos, o vidro bioativo se ligava fortemente
a tecidos 6sseos (JONES, 2015).

A descoberta de Hench estimulou o desenvolvimento do campo de estudo das
bioceramicas, com um foco especial no vidro bioativo. Nos ultimos 40 anos,
pesquisas na area demonstraram a eficacia desse material para regeneragéo e
reparacao ossea e dental, e se traduziram em aplicagcdes clinicas comerciais. As
utilizagdes classicas incluem recobrimentos em implantes ortopédicos, obturagdes
dentarias e pequenos implantes o6sseos (MIGUEZ-PACHECO; HENCH;
BOCCACCINI, 2015). Nos ultimos anos, no entanto, apds seguidos avangos nos
métodos de obtencdo e de controle da composi¢cao e das propriedades dos VBs,
tem-se proposto a sua aplicagdo também na engenharia de tecidos moles. Esses
campos emergentes de estudo incluem a regeneragdao neuronal, implantes
epiteliais, desenvolvimento de cornea artificial, regeneragdo do tecido pulmonar,
desenvolvimento de curativos para feridas cutédneas e regeneragdo do tecido
cardiaco (KARGOZAR et al., 2020; KARGOZAR; HAMZEHLOU; BAINO, 2017;
MIGUEZ-PACHECO; HENCH; BOCCACCINI, 2015).

VBs sao compostos ceramicos amorfos e sua estrutura é formada por
compostos formadores de rede, compostos intermediarios e compostos
modificadores de rede. Os compostos formadores de rede sao aqueles capazes de
formar a estrutura vitrea sem a adicao de qualquer outro componente. Os principais
formadores de rede para obtencao de VBs sao a silica (SiO2), o pentoxido de sédio

(P205) e trioxido de boro (B203). VBs cujo principal formador de rede é silica sao os
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mais utilizados atualmente. A unidade basica estrutural desses vidros silicatos € o
SiO4, que assume uma geometria tetraédrica que se conecta a outras unidades
basicas por meio de ligagdes Si-O-Si. Os compostos modificadores de rede, como
o sodio, se ligam na forma de cations a atomos de oxigénio, provocando a
perturbagao da rede vitrea ao converter oxigénio ligantes em oxigénios nao ligantes
e alterando propriedades, como a temperatura de fusdo. A composicao do vidro esta
intimamente ligada a suas propriedades, assim como suas caracteristicas

morfoldgicas, tais qual tamanho de particula e a porosidade (BRAUER, 2015).

Os VBs podem ser utilizados isoladamente ou em compdsitos, associados a
matrizes poliméricas ou como revestimento para materiais metalicos. Além disso,
podem ser produzidos em diversos formatos: pds, scaffolds, fibras ou
nanoparticulas  (IZQUIERDO-BARBA; SALINAS; VALLET-REGI, 2013). A
capacidade de incorporagao de farmacos e ions terapéuticos na estrutura do vidro
€ de particular interesse, uma vez que permite a liberagdo controlada desses
componentes, induzindo respostas bioldgicas compativeis com as necessidades do
tecido tratado (KARGOZAR et al., 2018).

Nanoparticulas de VB sao particularmente atrativas para uma série de
aplicagcdes biomédicas. O tamanho diminuto, bem como uma area superficial
elevada e uma razao elevada entre volume e area tornam as nanoparticulas mais
apropriadas para a liberacido controlada de farmacos ou ions terapéuticos e para a
construcdo de compédsitos quando comparadas a particulas de tamanho
micrométrico. Particularmente para essa ultima finalidade, a superioridade das
caracteristicas morfolégicas das nanoparticulas é evidente, sendo a incorporagao
homogénea em matrizes poliméricas bastante facilitada (BOCCACCINI et al., 2010;
EROL-TAYGUN; ZHENG; BOCCACCINI, 2013).
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3.3.1 Métodos de obtencao de VBs

O vidro bioativo pode ser produzido a partir de rotas de processamento distintas.
A metodologia mais tradicional, por fusdo, empregada inicialmente por Hench, e
utilizada até hoje na producédo de VBs comerciais, consiste na mistura dos oxidos
precursores do vidro e no seu posterior aquecimento a temperaturas superiores a
1300 °C. Em geral, sdo adicionados 6xidos modificadores de rede como o Na20O,
que atuam como fundentes, diminuindo a temperatura de fusdo do material e
melhorando sua processabilidade. Em seguida, a mistura fundida é rapidamente
resfriada, de forma a prevenir a cristalizacao e resultando na obten¢éo do vidro com
a composigao desejada (JONES, 2015). Apesar do seu uso disseminado, o controle
fino das propriedades do material final ndo é trivial. Outras desvantagens desse
meétodo de produgédo sdo a obtencdo de particulas com formatos irregulares e
distribuicdo de tamanho pouco homogéneas. Além disso, o custo energético é
elevado, uma vez que a fusdo dos Oxidos precursores s6 acontece em altas
temperaturas (LUKOWIAK et al., 2013).

Atualmente, o foco tem se voltado para a obtengao de VBs pelo método sol-gel,
que se da em temperatura ambiente e que permite um controle maior do tamanho
e da morfologia das particulas formadas, bem como de sua pureza. Essa rota
também permite a obtencao de vidros com concentragao de silica de até 100% e
que ainda apresentam bioatividade significativa, superando uma limitagdo do
método de fusdo tradicional (PINNA et al., 2021, ROMAN; PADILLA; VALLET-REGI,
2003). O processo sol-gel consiste em reagdes de hidrdlise, condensagdo e
gelificacdo de precursores, seguidos por etapas de secagem e estabilizacdo. O
controle dos parametros reacionais, como pH, a concentragdo dos reagentes e
precursores, os catalisadores e o solvente utilizado, permite o controle das
propriedades do material final, como sua morfologia e composi¢gdo, com grande
precisdo (HENCH, LARRY L; WEST, 1990).

O método sol gel envolve a transformagao de um sol, uma suspencao coloidal

de particulas nanométricas, em um gel, uma rede integrada de particulas discretas



28

ou de agregados de particulas. O processo se inicia com a preparagao do sol a
partir de precursores organometalicos. Para a sintese de VBs baseados em
silicatos, os precursores mais comuns sdo os alcéxidos metalicos como o tetraetil
ortossilicato (TEOS) e o tetrametil ortossilicato (TMOS). Esses precursores sao
inicialmente hidrolisados resultando na formagao de grupos silano (Si-OH). Esses
grupos silano presentes em moléculas hidrolisadas reagem entre si, formando
ligacdes siloxano (Si-O-Si). A medida em que as reagdes de condensacédo se
desenvolvem a estrutura tridimensional do gel é formada, com liberagao de agua ou
alcool. As reacgdes de hidrolise e de condensacao estdao esquematizadas na Figura
3.9. Ao fim do processo de gelificagdo, o material deve passar por um processo de
secagem para remover os liquidos solventes e formados ao longo do processo dos
poros do gel. Em seguida, o gel seco é submetido a um tratamento térmico a
temperaturas mais elevadas, entre 600°C e 800°C, em que os grupos silandis sao
removidos da superficie, resultando em um material quimicamente estavel. Além
disso, em temperaturas elevadas, observa-se também a densificacdo do material,
resultando em maior estabilidade mecanica (RAHMAN; PADAVETTAN, 2012;
VICHERY; NEDELEC, 2016).

Si(OC,Hs)4 + H,O

Hidrolise

Si(()(::H;);()H + C,H50H
=SiI-O-H+ H-0-Si=

Condensacdo da agua

=S1i—-0-S8i= + H,O
=Si-0C,Hs+H-0-Si=

Condensacéo do alcool

= Si— 0O - Si = +C,H5;0H.

Figura 3.3: Reagbes de hidrolise e condensacao do TEOS no processo sol-gel.
Adaptado de (RAHMAN; PADAVETTAN, 2012)

O pH do meio em que a sintese ocorre tem um papel fundamental no controle

do processo de polimerizacdo observado, o que implica em propriedades
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morfoldgicas diferentes do produto final. Para valores de pH menores que 2, o
processo de gelificagdo € bastante lento e a formagao e agregagéo das particulas
acontece ao mesmo tempo. Para esses valores de pH, as particulas que se
agregam e formam a estrutura do gel sdo muito pequenas, de cerca de 2nm. Para
valores de pH entre 2 e 7, a condensacao acontece preferencialmente entre
particulas mais condensadas e menos condensadas, de forma que a dimerizacao
demora a acontecer. No entanto, uma vez formados, esses dimeros reagem
preferencialmente com mondémeros para formar trimeros que, por sua vez, reagem
com outro monémero para formar tetrameros. A continua adigdo de espécies menos
condensadas as mais condensadas resulta na formacdo de cadeias e redes
interconectadas. Para valores de pH acima de 7, as particulas de silica apresentam
maior probabilidade de estarem ionizadas e, por isso, se repelem mutuamente.
Dessa forma, o principal mecanismo de crescimento € por adicdo de mondémeros
as particulas mais condensadas e ndo por agregacdo. Além disso, nessas
condicdes basicas, a solubilidade das particulas influencia no tamanho médio final,
uma vez que a taxa de crescimento esta relacionada a solubilizagao de particulas
menores (mais soluveis) e sua posterior deposigdo em particulas maiores. Aqui, a
temperatura também se destaca como um fator importante, dado que a solubilidade
da silica € maior em temperaturas mais elevadas (BARRIONI, 2018; BRINKER;
SCHERER, 1990).

Além dos parametros citados acima, o método de secagem e o tratamento
térmico utilizados também tem grande influéncia sobre a forma e as propriedades
do vidro bioativo obtido ao fim do processo. Dentre as varias formas possiveis para
os vidros bioativos, as particulas nanométricas esféricas e densas se destacam
como boas candidatas a reforcos de estruturas poliméricas e para liberagao
controlada de agentes terapéuticos. Particulas densas, por apresentarem area
superficial menor do que particulas mesoporosas, podem ser uma escolha de

material superior se deseja-se obter taxas mais lentas de dissolugéo e consequente
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liberacdo desses agentes terapéuticos (EROL-TAYGUN; ZHENG; BOCCACCINI,
2013; LIVERANI et al., 2018).

Um meétodo pioneiro foi relatado por Stober para a obteng¢ao de nanoparticulas
esféricas e monodispersas em meio basico. A sintese ocorre com o uso de TEOS
como precursor e hidréxido de amdnia como catalisador. O meio alcalino resulta na
repulsdo entre as particulas formadas, como descrito acima. Dessa forma, séo
obtidas particulas cujos didmetros estdo no intervalo entre 50nm e 1um. Stdber
correlaciona ainda uma série de parametros do processo que influenciam no
tamanho final das particulas, como a razdo entre as quantidades de solvente e
precursor, valor do pH, temperatura de reacédo e o tipo de precursor (STOBER;
FINK; BOHN, 1968; ZHENG; BOCCACCINI, 2017).

BARRIONI et al. (2019) utilizou um método de Stober modificado para produgao
de nanoparticulas esféricas de vidro bioativo com incorporagdo de manganés.
Utilizando uma mistura de etanol absoluto, agua destilada e hidroxido de aménio,
além de TEOS como precursor, obteve-se nanoparticulas esféricas de vidro com
tamanho de até 142,3 + 10,8nm, apds a incorporagdo de manganés. Os resultados
obtidos demonstram ainda que nanoparticulas produzidas por esse método tem
grande potencial para aplicagdo na engenharia de tecidos devido a sua
biocompatibilidade e bioatividade. Além disso, foi possivel a incorporagao de ions
metalicos terapéuticos sem provocar alteragao na morfologia esférica das particulas
(BARRIONI et al., 2019; GREASLEY et al., 2016). Por esse motivo, esse foi o

meétodo selecionado para realizagao desse trabalho.

3.3.2 Aplicagcdes biomédicas dos VBs para Engenharia de Tecidos Cardiacos

Os VBs foram inicialmente conceptualizados para a aplicacédo no tratamento de
danos no tecido ésseo. De fato, essa aposta se mostrou bem sucedida e, ao longo
dos anos, os VBs se consolidaram no emprego para reparo e regeneragao 6ssea.

Nos ultimos anos, porém, as bioceramicas e, em especial os VBs, tem sido
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investigados como materiais muito promissores para aplicagdes na area de tecidos
moles (COHRS et al., 2017). Propriedades intrinsecas ja documentadas, como a
promogdo do crescimento celular, indugdo da angiogénese e atividade anti-
microbial, sdo ideais para compor sistemas que visam a reparagao ou a formagao
de diversos 6rgaos. Para a engenharia de tecidos cardiacos, a promogédo do
crescimento celular e a indugdo da angiogénese sao particularmente importantes,
ja que um dos grandes problemas enfrentados na area é a falta de vasos
sanguineos funcionais nos enxertos produzidos em laboratério, que resultam na
morte das células que compdéem o tecido fabricado (BAINO; HAMZEHLOU;
KARGOZAR, 2018; BARABADI et al., 2016).

CHEN et al. (2010) produziu nanocompoésitos elastoméricos a partir de
poliglicerol sebacato (PGS) e nanoparticulas de vidro bioativo, de composigéo
45S5. A biodegradagédo do PGS resulta na acidificagdo do meio, resultando em
morte celular. As particulas de vidro bioativo foram adicionadas para
contrabalancear esse efeito, uma vez que seus produtos de dissolugdo sao
levemente basicos. O material resultante apresentou grande melhora na

biocompatibilidade e propriedades mecanicas compativeis com o tecido cardiaco.

Considerando a necessidade ja citada da formagdo de vasos sanguineos
funcionais, BARABADI et al. (2016) investigou o efeito de nanoparticulas de vidro
bioativo, também de composi¢cao 45S5, na promocado da angiogénese quando
incorporadas a scaffolds de colageno e gelatina, destinados a aplicagdo na
engenharia de tecido miocardico. O material resultante apresentou boa
biocompatibilidade e promoveu a diferenciagdo de células tronco em linhagens
endoteliais, indicando uma melhora na vascularizagdo do tecido final. Hidrogéis
injetaveis de alginato com nanoparticulas de vidro de mesma composi¢ao foram
investigadas por QI et al.(2020) como uma alternativa para tratamento regenerativo
de tecido miocardico infartado. Foi constatado que a adicdo das nanoparticulas
melhorou a vascularizagdo do tecido danificado, o que resultou na melhora da

funcao cardiaca.
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Particulas de vidro bioativo contendo SiO,, CaO e P20Os também foram
investigadas isoladamente como agentes para promog¢ao da angiogénese no tecido
cardiaco e verificou-se um aumento na producdo e secrecdo de fatores de
crescimento endotelial, como VEGF, por parte dos cardiomiécitos (SHI; ZHAO; et
al., 2021). Particulas de VB também demonstraram um efeito protetivo sobre as
células cardiacas quando um tecido cardiaco infartado foi submetido a reperfusao,
uma forma de tratamento para isquemias cardiacas, indicando a sua viabilidade

para aplicagdes na regeneracao do tecido miocardico (SHI; CAO; et al., 2021).

Os estudos citados acima empregaram o VB com o objetivo de explorar a sua
capacidade intrinseca de inducdo da angiogénese, mas se restringiram a
composi¢des contendo calcio. Recentemente, novas composicées de VB vém
sendo investigadas, com a adicdo de ions metalicos que potencializam essas
propriedades desejaveis para aplicagdes em tecidos moles. Trabalhos anteriores
mostraram, por exemplo, que VBs com capacidade de liberagdo de cobalto se
mostraram mais eficazes na promog¢ao da angiogénese quando comparados a VBs

sem a incorporacao de cobalto (DE LAIA et al., 2021).

No entanto, a aplicacdo de VBs de composigao tradicional, contendo calcio, em
tecidos moles pode aumentar o risco de uma calcificagdo indesejada. Como esse
risco ainda nao foi extensivamente avaliado, composi¢cdes binarias contendo
apenas silica e o ion metalico desejado se mostram promissoras (KARGOZAR et
al., 2018; KARGOZAR; HAMZEHLOU; BAINO, 2017).

3.3.3 Incorporacgao de ions terapéuticos em VBs

Nanoparticulas de VB sao altamente reativas e soluveis em fluidos corporais e,
por isso, sao capazes de liberar ions em solugao. Muitas das propriedades dos VBs
estdo associadas aos produtos da sua dissolucéo, de forma que é possivel modificar
a composigao do vidro para se obter as propriedades desejadas, uma vez que se

conheca os efeitos dos componentes utilizados (HOPPE; MOURINO;
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BOCCACCINI, 2013). Os efeitos terapéuticos de diversos ions metalicos que
podem ser incorporados a estrutura do vidro ja foram investigados. Por exemplo, o
calcio favorece a mineralizagdo da matriz extracelular e promove a diferenciagao de
osteoblastos, enquanto que a liberagao de Si contribui para os estagios iniciais de
calcificacdo da matriz 6ssea. A prata, assim como o cobre, apresenta efeito anti-
microbiano, muito explorado em aplicagdes para tratamento de feridas cutaneas. O
cobre também €& capaz de promover a vascularizacdo, bem como o cobalto
(BARRIONI et al., 2018; KARGOZAR; HAMZEHLOU; BAINO, 2017; MOURA et al.,
2017).

Esses ions metalicos podem ser incorporados a rede do vidro de duas formas.
Para processos sol-gel catalisados por bases, como aqueles baseados no método
descrito por Stober, a incorporagao se da pela imersdo das particulas de silica
sintetizadas numa solucdo de sais metalicos e posterior calcinagdo. Durante a
imersado, os ions se adsorvem a superficie da particula e durante o tratamento
térmico se difundem para o interior do material. Em geral, sao utilizadas solugdes
com excesso de sais, uma vez que a incorporagao do ion precursor ao material
pode nao ser completa. No entanto, observa-se para esse método a manutencao
da morfologia esférica das nanoparticulas (BARRIONI et al, 2019;
NARUPHONTJIRAKUL et al., 2016). Para outros tipos de processo sol-gel, sais
metalicos podem ser adicionados durante a sintese. Nesse caso, a incorporacéo de
ions € mais eficiente e a composic¢ao final do vidro € mais préxima da composi¢cao
nominal da solugado. Isso acontece devido ao tamanho nanométrico das particulas
do sol, que sao capazes de adsorver uma quantidade maior de ions do que as
particulas maiores do material ja finalizado (ZHENG; BOCCACCINI, 2017). No
entanto, a incorporagdo de ions nessa etapa pode afetar a morfologia das
particulas, provocando a aglomeragao e perda do formato esférico desejado
(GREASLEY et al., 2016).
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3.3.3.1 VBs contendo Cobalto

O cobalto é um metal cuja forma i6nica em meios fisioldgicos apresenta uma
bem documentada capacidade de promogao da angiogénese. A angiogénese ¢é a
formagdo de novos vasos sanguineos a partir de uma estrutura vascular pré-
existente, e 0 seu estimulo é visto como terapia potencial para varias doengas, como
as doencas arteriais coronarianas, para tratamento de feridas e para a regeneragao
de tecidos. Além disso, € um dos aspectos mais importantes a ser investigado na
engenharia de tecidos, uma vez que esta diretamente ligado ao sucesso de
implantes sintéticos projetados para substituir e reparar tecidos corporais
danificados (KARGOZAR et al., 2018). A angiogénese ¢é controlada pela
disponibilidade de oxigénio e pela presenca de fatores de crescimento vascular
endotelial. Em condi¢ées normais de oxigenagéo, o fator de indugdo da hipdxia
(HIF-1a) é produzido e degradado a uma taxa constante. No entanto, em condi¢des
hipdxicas, a sua degradacgao € inibida e resulta na promog¢ao da transcricdo de
genes que promovem a vascularizagao, codificando a produgao de fatores pro-
angiogénicos. O cobalto atua como um estabilizador do HIF-1a e, portanto, simula
condigbes de hipdxia, desencadeando a resposta fisiolégica que resulta na
neovascularizagdao. Assim, materiais com capacidade de liberagdo controlada de
cobalto tém sido amplamente investigados como uma alternativa para promover a
vascularizacdo de implantes e tecidos produzidos em laboratério, ou em tecidos
danificados por doengas causadas por uma queda no suprimento de sangue
(BARRIONI et al., 2018; CHAI et al., 2018; KARGOZAR et al., 2018).

Devido as suas propriedades angiogénicas, o cobalto € investigado também
como um possivel agente terapéutico para o tratamento de doencas
cardiovasculares (OKA; MORITA; KOMURO, 2016). ENDOH et al. (2000) observou
uma melhora na fungao cardiaca de ratos que sofreram infarto do miocardio apdos o
tratamento com cloreto de cobalto (CoCl.) em baixas concentragdes. BELAIDI et al.
(2012) reportou também uma redugao significativa da regido infartada em ratos pré-

tratados com CoClz, além de um aumento consideravel do fluxo sanguineo na
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regiao apoés o infarto. Além do efeito angiogénico, NG et al. (2011) reportou a
promoc¢ao da diferenciacdo e maturacdo de células tronco embrionarias em
cardiomidcitos, também relacionada ao efeito de estabilizagcdo do HIF-1a, um efeito

desejavel para producio de enxertos cardiacos.

Vidros bioativos contendo cobalto tém sido estudados nos ultimos anos como
um veiculo de liberagao controlada desse ion e incorporados em aplicagdes em que
a angiogénese € necessaria, como para a regeneragao de tecidos 6ésseos ou para
o tratamento de feridas cutaneas. VBs contendo cobalto foram sintetizados via rotas
de fuséo e sol-gel (AZEVEDO et al., 2010; HOPPE et al., 2015). Esses estudos
mostraram que o cobalto atua com um modificador de rede, reduzindo a fragao de
ligacbes Si-O-Si, e que é liberado no meio a medida em que a dissolugao das
particulas prossegue (KARGOZAR et al., 2018). A composi¢ao do vidro deve ser
formulada de tal maneira que a concentragao de cobalto se mantenha dentro dos
limites terapéuticos, uma vez que concentracbes muito elevadas sao toxicas.
Estudos in vitro e in vivo relataram faixas de concentracao entre 3 e 13ppm de ions
Co?* para que seja observada a promogédo da angiogénese pelos mecanismos ja
discutidos (BARRIONI. et al., 2018). No entanto, foi reportada também uma
diminui¢ao da viabilidade celular apds exposi¢cao a concentragdes de Co de 10 ppm
apos 72h (FLEURY et al., 2006). A resposta angiogénica induzida por VBs contendo
cobalto, derivados da composig¢ao 58S, foi investigado em ensaios in-vitro e in-vivo
por DE LAIA et al., (2021). Foi demonstrado que o vidro estimulou a formagéo de
estruturas tubulares em HUVEC S, tipicas do processo de neovascularizagao, além
de promover um aumento na expressao de fatores pro-angiogénicos como HIF-1a
e VEGF.

A preparacao de scaffolds a partir desses materiais também mostrou bastante
eficaz na capacidade de induzir a expressao dos fatores biologicos responsaveis
pela angiogénese, como VEGF (WU et al, 2012). Scaffolds fibrosos de
policaprolactona foram produzidos com a incorporacdo de particulas de VB

contendo cobalto com o intuito de promover a indugédo da angiogénese em tecidos
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moles, demonstrando um aumento significativo na expressao de fatores de
crescimento vascular endotelial (CHEN, Sl et al., 2020). Dessa forma, materiais
contendo vidros bioativos dopados com cobalto sdo bastante promissores para a

engenharia de tecidos moles, incluindo a engenharia de tecido cardiaco.
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4. METODOLOGIA

A metodologia empregada nesse estudo foi subdividida em duas etapas: a
sintese de nanoparticulas de vidro bioativo com a incorporagao de ions de cobalto
por meio de uma rota sol-gel e, em seguida, a caracterizagado quimica, morfoldgica,
textural e estrutural das nanoparticulas obtidas. O fluxograma ilustrado na Figura

4.1 indica as etapas de execugao propostas nesse trabalho.
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4.1 Materiais

Para as sinteses e caracterizagbes realizadas foram utilizados reagentes em

grau analitico (P.A.) e 4gua deionizada milli-Q para o preparo de solugdes.

Para a sintese do vidro bioativo, foram utilizados Tetraetilortosilicato (TEOS:
CgH2004Si — 98% de pureza, Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA), hidréxido de aménio
(NH4OH, Synth), alcool etilico absoluto (EtOH, C2HsOH — 99,8% de pureza, Exodo
Cientifica) e nitrato de cobalto hexahidratado (Co(NO3)2-6H20, Exodo Cientifica).

4.2 Sintese das particulas nanométricas de Vidro Bioativo contendo Cobalto

via rota Sol-Gel

A metodologia de obtencao das nanoparticulas de VB adotada nesse trabalho
foi adaptada da metodologia empregada por BARRIONI et al. (2019) para produgao
de particulas nanométricas de VB contendo manganés. Nesse trabalho, tem-se
como objetivo a obtencdo de particulas em um sistema binario de silica e cobalto a
partir de uma modificagdo do método de Stdber e utilizando-se nitrato de cobalto

(Co(NOs3)2:6H20) como precursor de cobalto.

Para producéo das nanoparticulas, etanol absoluto, agua destilada e hidroxido
de aménio (NH4OH) foram misturados por 10 minutos sob agitagdo magnética. Em
seguida, TEOS foi adicionado lentamente a solugdo, que permaneceu sob agitagao
magnética por 12h. A suspenséo foi entdo centrifugada a 7000 rpm por 40 minutos
para coleta das particulas de SiO2, que foram lavadas com etanol por trés vezes e
secas a 60°C por 24h. Foram usadas concentracées de 0,28M TEOS, 0,23M
NH4+OH e 6M H>O0.

Apds a secagem, as particulas foram submetidas a um tratamento térmico a
680°C por 3h, a uma taxa de aquecimento de 3°C por minuto, para obtencédo da

amostra controle de silica pura (VB).



39

Para a obtencdo de amostras contendo cobalto, as particulas de silica foram
dispersas em uma solugdo contendo Co(NO3)2-6H20, em diferentes proporgdes
molares entre silica e cobalto, como indicado na Tabela 4.1, por 30 minutos. A
suspensao foi entdo centrifugada a 7000 rpm e as particulas foram coletadas e
secas por 24h a 60°C. Em seguida, a amostra foi submetida a um tratamento térmico
a 680°C por 3h a uma taxa de aquecimento de 3°C por minuto. Finalmente, as
particulas foram lavadas com etanol por duas vezes e uma vez com uma solugao
de acido nitrico 2M para remocao do excesso de ions que nao foram incorporados
a estrutura do vidro. A escolha das razdes molares Si:Co se basearam nos trabalhos
de GREASLEY et al. (2016), NARUPHONTJIRAKUL et al. (2016) e BARRIONI. et
al. (2019) em que ions calcio, estrdbncio e manganés, respectivamente, foram

incorporados a nanoparticulas de VB seguindo uma metodologia similar.

Tabela 4.1: Razao molar Si:Co para sintese das amostras de Vidro Bioativo

Amostras Razao molar Si:Co
VB 1Si:0Co

VB05Co 1Si:0,5Co
VB1Co 1Si:1,0Co

4.3 Caracterizacoes das particulas de VB

4.3.1 Espectrometria de emissao optica com plasma acoplado indutivamente
(ICP-OES)

A composicdo das particulas de VB foi analisada por meio de ICP-OES no
equipamento Optima 7300 DV (PerkinElmer, EUA). Para essa analise, foi pesado
0,1g das amostras de VB, que foram transferidas para um cadinho de grafite,
contendo 0,7g de metaborato de litio. Foi feita outra adigdo de metaborato de litio
ao cadinho, de 0,7g, e, em seguida, a mistura foi levada a mufla a uma temperatura
de 950 + 25°C por 10 minutos. O cadinho foi posteriormente retirado do

equipamento, a mistura nele contida foi homogeneizada e entéo retornada a mufla



40

por 10 minutos adicionais a mesma temperatura. Em seguida, a mistura foi
transferida para um béquer contendo 100mL de solugao de acido nitrico 10% (v/v)
e submetida a agitagédo até atingir-se a completa dissolu¢do. Finalmente, a solugao
resultante foi transferida para tubos falcon para armazenamento e posterior analise
no ICP. A partir dessas analises, pode-se medir as concentracbes de Si e Co

presentes nas nanoparticulas, e o teor de SiO2 e CoO foi calculado.

4.3.2 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Para avaliagdo da morfologia das nanoparticulas foram realizadas analises em
um microscopio eletrénico de transmissao Tecnai G2-20 - FEI SuperTwin 200 kV.
Para tanto, as amostras foram dispersas em etanol e sonicadas por 30 minutos a
uma concentragao de 0,1 mg/mL. Posteriormente, algumas gotas da disperséo
foram colocadas em uma grade de cobre de 400 mesh recoberta com um filme de

carbono apropriada para utilizagdo no MET.

Para avaliacdo do tamanho de particulas das amostras, o didmetro das
particulas foi medido a partir das imagens obtidas no MET, utilizando-se o software

ImagedJ. Para cada composi¢ao de VB, foram medidas 100 particulas.

4.3.3 Espalhamento dinamico de luz (DLS) e medigao do potencial Zeta (PZ)

Para medicao do potencial Zeta e do diametro hidrodinamico das particulas de
VB, as amostras foram dispersas a uma concentragcdo de 0,01 mg/mL em agua
deionizada e metanol, respectivamente. Em seguida, as dispersdes foram
submetidas ao banho ultrassénico por 20 minutos e, em seguida, ao ultrassom de
ponta, por 20 minutos, para dispersao mais eficiente das particulas. As analises
foram conduzidas no equipamento Zetasizer 3000 HS 1256, com um laser de 4mW
de hélio/neon, de comprimento de onda 633nm. Os resultados finais foram obtidos

a partir da média aritmética de 5 medicoes.
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4.3.4 Adsorcao de nitrogénio

Para avaliacdo das propriedades texturais dos VB, as amostras foram
desgaseificadas a 200° por 24h. Em seguida, o equipamento Quantachrome —
NOVA 2200 foi utilizado para a obtencéo das isotermas de adsorcdo e dessorcao
de N2, a 77K. A area superficial especifica das amostras foi determinada pela
metodologia de Brunauer-Emmett-Teller (BET), com os pontos de adsorgdo com
pressao relativa (P/P0) entre 0,01 e 0,30. Utilizando os dados das curvas de
dessorcao, os didmetros médios de poros foram calculados pelo método Barrett-
Joyner-Halenda (BJH).

4.3.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR)

As anadlises de FTIR (Bruker Alpha) foram realizadas nos VBs para
caracterizagdo quimica qualitativa, a partir da detecgdo dos grupos funcionais
presentes nas amostras. As analises foram feitas em modo ATR (reflectancia total
atenuada), em uma faixa de nimeros de onda entre 400 cm™ e 4000 cm™!, com

resolucdo de 4 cm™' e no decurso de 128 escaneamentos.

4.3.6 Difragao de raios-X (DRX)

A analise por DRX foi empregada para avaliagao da cristalinidade das particulas
de vidro bioativo contendo cobalto e dos scaffolds compdsitos. Os difratogramas
foram obtidos com um passo de 0,06° na escada de varredura entre 4,05° e 89,95°,
e radiagdo Cu Ka, com =1,54018A, a 40kV.40mA-1, com eixo de transmissdo de
20, no equipamento Phillips PW1700.
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4.3.7 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS)

A analise de XPS foi conduzida utilizando-se o equipamento Amicus, Kratos,
com radiacdo Al-K-alfa. A corrente de emissao da fonte de raios-X foi de 10mA e a
tensdo de 12mV. Deslocamentos da energia de ligacdo devido ao acumulo de
cargas foram corrigidas utilizando a linha C 1s, com BE = 285,0 kV (BARRIONI et
al., 2021). Espectros de alta resolugao foram obtidos para Si 2p, O 1s e Co 2p.

4.3.8 Liberagao de ions Co?*

A avaliacdo da capacidade de liberacado de ions cobalto pelas particulas de VB
foi feita utilizando-se o meio fisiolégico de tampao fosfato-salino (PBS). Para tanto,
45mg de nanoparticulas de VB nas diferentes concentragbes analisadas, foram
dispersas em PBS, a uma temperatura constante de 37°C, na concentracdo de
1,5 mg/mL (MACON et al., 2015). Apés diferentes periodos de tempo (Oh, 4h, 8h,
24h, 3 dias, 7 dias e 14 dias) aliquotas de 1mL foram coletadas das amostras e
diluidas em 9mL de uma solucédo de acido nitrico (2M) para posterior leitura por ICP-
OES para determinagao das concentracdes de silicio e cobalto em solugdo. Em
seguida, 1mL de PBS foi acrescentado novamente aos frascos contendo as
amostras. As analises foram realizadas em triplicata e um frasco contendo apenas
PBS, sem particulas, foi submetido ao mesmo procedimento como uma amostra

controle.

4.3.9 Analise de viabilidade celular por MTT

Para avaliagao da citotoxicidade das particulas de VB, células endoteliais da
veia do corddo umbilical humano (HUVECs - ATCC) foram cultivadas em meio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) e DMEM F12, com adig&o de soro fetal
bovino (FBS) e penicilina/estreptomicina. As células foram incubadas a 37°C em

uma atmosfera imida de 5% de CO» até 90% de confluéncia.
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A biocompatibilidade das amostras foi avaliada através do ensaio de brometo
de (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT). As HUVECs foram
semeadas em uma placa de 48 pocos. Apds serem cultivadas por 24h, as células
foram tratadas com solugdes preparadas pela dispersdo de todas as amostras de
VB em 1xPBS (concentragdes de 100 yg.mL™", 500 yg.mL' e 1000 ug.mL"). Uma
amostra de controle negativo foi tratada apenas com 1xPBS. Apds esta etapa, os
grupos celulares foram avaliados em 24, 48 e 72h. O meio foi removido e uma
solugao contendo 130 yL de DMEM/DMEM F12 e 100 yL de MTT foi adicionada a
cada pogo. Apds 2 h, os cristais de formazan foram observados ao microscoépio
optico e dissolvidos em 130 uL de SDS a 10% em HCI 0,01 M. Para todas as etapas
descritas acima, as placas de cultura foram incubadas a 37°C em uma atmosfera
umidificada de 5% de CO». Apds 18 horas, 100 pL da solugéo foram transferidos
para uma placa de 96 pogos para medigdo da absorbancia a 595 nm. Os

experimentos foram realizados em triplicatas biolégicas.
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5. RESULTADOS
5.1 Composi¢ao quimica

A Tabela 5.1 apresenta a razdo molar nominal utilizada nas sinteses de vidro
bioativo e as composi¢cdes quimicas obtidas, em %mol, por digestdo acida e ICP-
OES. A avaliacdo da composicdo quimica permite uma correlacdo adequada do
vidro com a sua estrutura e a constatacdo da obtencdo de um material de
composic¢ao binaria, contendo silica e 6xido de cobalto, como proposto. Foram
observadas diferengas significativas entre a composig¢ao determinada por ICP-OES
e a razdo molar empregada na sintese do material. Nesse método, obtém-se
inicialmente as particulas de silica puras e, em seguida, adiciona-se o precursor de
cobalto em excesso para incorporagao do ion a rede, obtendo-se a concentragao
maxima de 11,1 £ 0,4 %mol para as amostras VB1Co. Trabalhos anteriores que
utilizaram métodos semelhantes para a incorporacdo de ions em nanoparticulas
densas de silica reportaram concentragdes similares, numa faixa entre 7 e 13%
(BARRIONI et al., 2019, 2021; GREASLEY et al., 2016). NARUPHONTJIRAKUL et
al. (2016), por exemplo, reportou concentragdes de ions que variaram de 7,2% de
Ca a 12,9% de Sr em nanoparticulas densas de silica, obtidas de forma similar. No
processo de centrifugagdo subsequente, anterior ao tratamento térmico, parte da
solucao precursora de cobalto é descartada. Os precursores que se depositaram na
superficie da particula durante o processo de secagem podem ser incorporados a
rede vitrea por difusdo idnica, em processo posterior de tratamento térmico
(BARRIONI et al., 2019; GREASLEY et al., 2016).

ApoOs o tratamento térmico, foram empregados processos de lavagens e
centrifugacdo subsequentes para a remocao de sais que podem se formar nas
superficies das particulas. A presencga desses sais em particulas que nao passaram
pelas lavagens indica que nem todos os ions depositados na superficie sdo capazes
de se difundir e serem incorporados a estrutura da rede vitrea (GREASLEY et al.,
2016).
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E possivel observar ainda que todas as amostras apresentam um elevado teor
de silica, proximo a 90%. Embora a bioatividade de VBs obtidos por rota de fusao
seja prejudicada para teores tdo elevados de silica, VBs produzidos via rotas sol-
gel apresentam significativa bioatividade mesmo para essas concentracoes. Essa
propriedade esta relacionada a maior desorganizacao da rede estrutural que forma
o material devido a presenga de grupos -OH que interrompem a rede de silica e
garantem uma elevada taxa de dissolugdo (LABBAF et al., 2011; ROMAN;
PADILLA; VALLET-REGI, 2003).

Tabela 5.1: Razdo molar e composi¢céo quimica (%mol) das amostras de vidro
bioativo determinadas pelo método de digestao acida e por ICP-OES.

Amostras Razao molar Composig¢ao medida (%mol)
Si:Co
SiO; CoO
VB 1:0 100 £ 0,0 00
VB05Co 2:1 91,1 +£,01 8901
VB1Co 1:1 88,9+0,4 11,1+0,4

Assim, baseando-se nos dados obtidos a partir da analise por ICP-OES, pode-
se afirmar que o método de sintese empregado foi bem sucedido na produgao de
amostras com incorporacdo de cobalto ao sistema, podendo este ter sido
incorporado a rede de silica ou ter se depositado em fases adicionais na superficie
das particulas. Vale ressaltar ainda que a composicao final das amostras contendo
cobalto foi similar, ainda que a concentracido de Co adicionado as amostras VB1Co
tenha sido o dobro daquela adicionada a amostra VB05Co. Dessa forma, a adi¢cao
de grandes quantidades de Co ndo se faz necessaria, visto que as composi¢oes

finais foram préximas, o que indica que a razdo molar Si:Co de 2:1 pode ser ideal.
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5.2 Analises morfolégicas e texturais
5.2.1 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Micrografias das amostras de vidro bioativo com diferentes concentracdes de
cobalto estdo apresentadas na Figura 5.1. A analise das imagens permite constatar
a obtencao de nanoparticulas densas e esféricas a partir da rota sol-gel empregada
para todas as composi¢cdes obtidas, cujos tamanhos variaram de 63 £ 9 nm a
66 + 7 nm. Vale ressaltar que particulas esféricas, de morfologia regular,
demonstram propriedades fisico-quimicas e biolégicas superiores se comparadas a
particulas de formatos irregulares, como a minimizagdo dos riscos de reagdes
inflamatorias (LEI et al., 2011).

Na Figura 5.2 estdo apresentados os histogramas referentes a distribuicdo dos
tamanhos de particula medidos para cada uma das amostras. Pode-se observar
que a distribuicdo estreita do tamanho de particulas indica a obtencao de particulas

monodispersas.
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Figura 5.1: Imagens das nanoparticulas
VB05Co; E e F: VB1Co.

obtida por MET. A e B: VB; C e D:



48

50 60 70 80 90
40

B VB05Co

50 60 70 80 90
Diametro (nm)

Figura 5.2: Histograma do didmetro de particula para as amostras de VB,
VB05Co e VB1Co
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Comparando-se ainda as trés amostras, € possivel observar uma fase extra nas
micrografias, indicadas por setas azuis, referentes as amostras contendo cobalto,
sugerindo que as etapas de lavagem ndo foram completamente eficazes na
remogao do cobalto ndo incorporado. Essa fase adicional esta possivelmente
associada a formacgao de 6xido de cobalto a partir de ions cobalto que se aderiram
a superficie das particulas, mas que nao se difundiram para o interior da rede vitrea,
e pode facilitar a aglomeragao das mesmas, como conforme reportado em trabalhos
anteriores (GREASLEY et al., 2016). A formagdo dessa fase cristalina
provavelmente se da pelo excesso de nitrato de cobalto utilizado durante a
incorporacdo do metal a nanoparticula de silica. Um método para obtencdo de
nanoparticulas de 6xido de cobalto (I1,1ll) (Co304) consiste na cristalizagdo de um
precursor de cobalto, como o Co(NOs3)2, sobre uma matriz polimérica por secagem,
seguida de tratamento térmico a 600°C (BROCKNER; EHRHARDT; GJIKAJ, 2007;
LUISETTO; PEPE; BEMPORAD, 2008; TUTI; PEPE, 2008). Assim, o polimero e os
ions nitrato sdo decompostos e parte dos ions Co?* sdo oxidados, levando a
obteng¢ao do Co304 (LUISETTO; PEPE; BEMPORAD, 2008). Portanto, é provavel
que parte do Co(NO3)2, usado como precursor de Co para incorporagao na rede
vitrea, se cristalizou na superficie do vidro apds a secagem e foi convertido em
Co304 durante o tratamento térmico, mas uma avaliagdo mais aprofundada é
necessaria para confirmar a deposicdo desse 6xido como uma segunda fase. A
baixa solubilidade desse 6xido em agua dificulta a sua remocéao da superficie das
particulas e, por isso, as amostras contendo cobalto foram submetidas a lavagem
com uma solucgdo de acido nitrico. Em meio acido, o 6xido de cobalto se degrada.
No entanto, o processo de degradacao € lento e a fase extra depositada na
superficie das particulas ndo foi completamente eliminada (ORTEGA et al., 2014).
A analise por MET mostrou entdo que esse método € eficaz para obtengao de
nanoparticulas densas de silica e que a incorporacdo de cobalto ao sistema nao
resultou em alteragdes significativas na morfologia das particulas, embora tenha-se

observado a formacdo de uma fase extra nas amostras contendo cobalto.
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5.2.2 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta (PZ)

Os tamanhos de particulas determinados por andlise DLS, os tamanhos de
particula medidos a partir das imagens obtidas por MET e o Potencial Zeta medido

para as trés amostras de vidro estao descritos na Tabela 5.2.

Tabela 5.2: Diametro Médio das particulas por DLS, MET e valores de Potencial
Zeta para as amostras VB, VB05Co e VB1Co

Diametro Médio Diametro Médio Potencial Zeta (mV)

Amostras (DLS) (nm) (MET) (nm) (pH = 7; 25°C)
VB 58+5 66 £7 -28,4+ 3,4
VB05Co 93+4 6319 -24,8 + 2,1
VB1Co 112 + 10 65+9 -29,3 £ 3,2

A analise de variancia dos diametros de particula obtidos por microscopia
eletrébnica de transmissdo revelou que nao houve variagdo estatisticamente
significativa no tamanho das particulas com a incorporacdo de cobalto, para um
nivel de significancia de 5%. Comparando-se os valores de didmetro hidrodinamico
das particulas, determinados por DLS, verificou-se que o tamanho de particula
aumentou com o aumento do teor de cobalto nas amostras. Nota-se ainda que
esses valores sao superiores aqueles medidos por MET para as amostras contendo
cobalto. Essa discrepancia se deve possivelmente a presenca da fase extra formada
na superficie das nanoparticulas que, como observado nas micrografias
apresentadas acima, favoreceu a aglomeragdo das mesmas, resultando em leituras
maiores do didametro médio por DLS, enquanto que nas analises por MET o diametro
real da particula pode ser medido diretamente (GREASLEY et al., 2016).

Além disso, trabalhos anteriores demostraram que particulas nanométricas de
tamanhos similares sdo capazes de serem internalizadas por diferentes tipos de

células humanas, incluindo HSPCs e células epitelias (BARRIONI et al., 2021;
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NARUPHONTJIRAKUL et al., 2019). Dessa forma, as particulas obtidas sao

candidatas para liberagao intracelular de ions terapéuticos, como o cobalto.

Na Tabela 5.1 estéo relatados ainda os valores de Potencial Zeta, e observa-se
que a carga superficial medida para todas as amostras é negativa e relativamente
elevada, com valores entre -29,3 + 3,2 mV e -24,8 £ 2,1 mV. Valores elevados de
PZ, préximos a 30 mV, em mddulo, conferem as particulas maior estabilidade
eletrostatica, o que dificulta a aglomeragao e a floculagéo, o que é benéfico para
nanoparticulas para fins terapéuticos (CABANAS-POLO; BOCCACCINI, 2015;
DOOSTMOHAMMADI et al., 2011). Valores negativos de PZ sao desejaveis ainda
por promover a proliferagéo e a adesao celular, devido a grupos hidroxila que podem
estar presentes na superficie do vidro (TAVAKOLIZADEH et al., 2017).

5.2.3 Adsorgao de nitrogénio

Para a avaliagao de propriedades texturais, como area superficial e tamanho de
poros, empregou-se métodos de analise por adsor¢ao e dessorgao de N2 para todas
as amostras. As isotermas referentes a essas analises estdo apresentadas na
Figura 5.3. Para todas as amostras foram observadas isotermas similares, do tipo
[Il, com histereses do tipo H2, que podem ser atribuidas a materiais mesoporosos
e, tipicamente associadas a estruturas porosas complexas, com poros parcialmente
ou totalmente obstruidos. Na Tabela 5.3 estdo apresentados os valores de area
superficial obtidos por BET e do tamanho médio dos poros, obtidos pelo algoritmo
BJH (DE OLIVEIRA et al., 2013; EL-FIQI et al., 2012; THOMMES et al., 2015). Os
valores de area superficial obtidos estdo dentro do esperado para nanoparticulas
densas de vidro produzidas a partir de rotas similares, cujas area superficiais
especificas variaram entre 35,9 e 48,1 m?.g™", e a incorporagdo de cobalto ndo
provocou alteragdes significativas nos valores obtidos (BARRIONI et al., 2019,
2021). Particulas mesoporosas de tamanhos similares podem atingir areas

superficiais significativamente maiores, da ordem de 800 m2.g"' (EL-FIQI; KIM,
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2021). A menor area superficial de nanoparticulas densas faz com que sua
dissolugéo seja mais lenta e a liberacédo de ions no meio ocorre de forma mais
controlada (EROL-TAYGUN; ZHENG; BOCCACCINI, 2013). Como ions cobalto
podem ser toxicos em concentracdes elevadas, a morfologia densa é interessante

para aplicagdes biomédicas (FLEURY et al., 2006).

Vidros bioativos mesoporosos sdo comumente obtidos através da introdugao
de um surfactante durante a sintese sol-gel, como o CTAB, que atuam como
agentes formadores de poros (EROL-TAYGUN; ZHENG; BOCCACCINI, 2013). O
método empregado nesse trabalho para obtengdo de nanoparticulas ndo envolve a
adicao de nenhum agente formador de poros. Além disso, as imagens obtidas por
MET nao revelaram uma estrutura porosa em nenhuma das amostras. Dessa forma,
€ provavel que a porosidade detectada pela analise por adsor¢cdo de N2, com
tamanhos médios de poros variando entre 21,8 e 23,8 nm, esta relacionada ao
espaco entre as particulas empacotadas durante a analise e nao pela presenca de
poros no vidro bioativo (BARRIONI et al., 2019).
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Figura 5.3: Isotermas de adsor¢ao de N2 das amostras A) VB; B) VB05Co e C)
VB1Co.

Tabela 5.3: Propriedades texturais determinados por BET e BJH para as
amostras VB, VB05Co e VB1Co.

Amostra Area superficial Diametro médio de
especifica (m?/g) poros (nm)
VB 52,5 23,8
VB05Co 56,5 22,6

VB1Co 51,2 21,8
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5.3 Caracterizagao estrutural
5.3.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Para a caracterizagao estrutural das nanoparticulas foram feitas analises de
FTIR das trés amostras produzidas com diferentes concentracdes de cobalto. Os

resultados foram analisados e os espectros obtidos estao registrados, na Figura 5.4.
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Figura 5.4: Espectros de FTIR obtidos para VB, VB05Co e VB1Co

Nos trés espectros é possivel observar as bandas de absorgao tipicas para
vidros bioativos, relatadas na Tabela 5.4. A banda de absorbancia na regido em
torno de 450 cm', por exemplo, é indicativa do dobramento das ligagdes Si-O,
tipicamente observadas em estruturas amorfas de silica (LUZ; MANO, 2011). Ja a

banda observada em torno de 800 cm™ é indicativa do estiramento simétrico dessas
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ligagbes Si-O (BARRIONI et al., 2018). A banda observada entre 1000 cm™' e 1200
cm', pode ser atribuida ainda ao estiramento assimétrico das ligagbes Si-O-Si
(HOPPE et al., 2014). A presenca dessas bandas de absorbéancia nas trés amostras
indica a manutencdo da estrutura quimica principal do material mesmo apds a

incorporagao de cobalto, indicando que a estrutura de silicato se manteve.

Tabela 5.4: Bandas de absorbancia observadas por FTIR para as amostras de
vidro bioativo contendo diferentes teores de cobalto.

v (cm) Atribuicao Referéncia
450 Dobramento das ligag¢des Si-O (LUZ; MANO, 2011)
800 Estiramento simétrico Si-O (BARRIONI et al., 2018)
1000 a 1200 Estiramento assimétrico Si-O-Si (HOPPE et al., 2014)
570 Estiramento Co3*-O (NASSAR, 2013)
670 Estiramento Co?*-O (NASSAR, 2013)

Além disso, nos espectros referentes as amostras contendo cobalto, VB05Co e
VB1Co, foram observadas bandas de absor¢ao centradas nas regides em torno de
670 cm™ e 570 cm™ (DUBEY et al., 2018; WANG et al., 2011). A banda centrada em
670 cm™" esta relacionada ao estiramento da ligagéo do tipo M-O, em que M é Co?*
e se encontra tetraedricamente coordenado, enquanto que a banda observada em
570 cm™! pode ser atribuida ao estiramento de uma ligagdo do mesmo tipo, em que
M é Co%" e esta coordenado octaedricamente, ambas presentes em estruturas
cristalinas de Co3z04 (NASSAR, 2013). Dessa forma, a presenga dessas bandas
sugere a formacao de uma fase adicional de 6xido de cobalto (11,111), e a intensidade
das bandas referentes ao 6xido de cobalto (I1,111) € notadamente maior na amostra
VB1Co, sugerindo a presenga de uma maior quantidade do 6xido nessa amostra.
Observou-se, portanto, que apesar da deposi¢cao de uma fase extra na superficie
do vidro, a estrutura principal de silicato foi mantida apds a incorporagao de cobalto

ao sistema.
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5.3.2 Difragao de Raios-X (DRX)

Os difratogramas obtidos por meio da Difracdo de Raios-X para as trés
amostras, com diferentes concentracbes de cobalto, sdo apresentados na Figura
5.5.

Intensidade (u.a)

10 20 30 40 50 60 70 80
20

Figura 5.5: Padrdes de difragdo de raios-X (DRX) das amostras VB, VB05Co e
VB1Co e padrdao JCPDS 00-001-1152 para C030a.

Para todas as amostras, foi observado um halo amplo e difuso entre os valores
angulares de 26 = 15° e 30°. Esse padréao de difragéo é tipicamente observado em
materiais de silica predominantemente amorfos, sugerindo que nas trés amostras,
obteve-se uma estrutura principal de silicato amorfa (EL-FIQI; KIM, 2021).
Estruturas amorfas sdo desejadas em detrimento a estruturas cristalinas, uma vez

que a amorfia do material implica em uma rede parcialmente aberta, o que facilita a
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permeacao de moléculas de agua e consequentemente a dissolugédo do vidro e a
liberacao de ions terapéuticos. Dessa forma, a bioatividade do material é favorecida
(BARRIONI et al., 2018; BRAUER, 2015).

Nos difratogramas correspondentes as amostras contendo cobalto, VB05Co e
VB1Co, foram observados picos indicativos de uma fase cristalina. Esses picos sao
compativeis com a estrutura cristalina cubica de face centrada, tipica de espinélios,
do o6xido de cobalto (Il,1l) (Co3z04, JCPDS 00-001-1152), conforme relatado na
Tabela 5.5. A presenca desses picos corrobora os resultados obtidos nas analises
de FTIR, que também apontaram para a presenca de uma fase cristalina composta
pelo 6xido de cobalto (I1,111) (NASSAR, 2013; WANG et al., 2011). Apesar do carater
predominantemente amorfo das amostras, regides cristalinas podem afetar
negativamente a bioatividade do material, uma vez que resultam em uma taxa de
dissolucdo mais lenta. No entanto, diversos estudos reportaram a obtencdo de
vitroceramicas bioativas e vidros com cristalinidade de até 40% nao demonstraram
reducao na bioatividade (KAUR et al., 2019; MONTAZERIAN; DUTRA ZANOTTO,
2016; PEITL; LATORRE; HENCH, 1996).

Tabela 5.5: Angulos e planos cristalinos correspondentes para CozOsa.

20 (°) Plano Cristalino Referéncia
19 111 (WANG et al., 2011)
32 220 (DUBEY et al., 2018)
37 311 (DUBEY et al., 2018)
39 222 (WANG et al., 2011)
45 400 (GHADI; GHARA; NAEIMI, 2018)
56 422 (GHADI; GHARA; NAEIMI, 2018)
59 511 (GHADI; GHARA; NAEIMI, 2018)

65 440 (IQBAL et al., 2019)
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O Co0304 é um 6xido de valéncia mista, estavel e pouco soluvel, que vem sendo
investigado como um material em potencial para diversas aplica¢gdes biomédicas,
como a liberacao de farmacos, biosensores e engenharia de tecidos (ABBASI et al.,
2021; LEE; SUNG, 2020). Dentre suas aplicagbes biomédicas, o 6xido de cobalto
(I,111) se destaca por uma capacidade anti-oxidativa moderada, como reportado por
GHADI et al., 2018, IQBAL et al., 2019 e KHALIL et al., 2020. O interesse na
pesquisa de antioxidantes naturais e sintéticos esta relacionada a prevencio da
oxidacdo descontrolada de lipidios, DNA e proteinas causadas por diversas
doengas, como infecgbes, isquemiais cerebrais e cardiacas, além de outras
doencas cardiovasculares (BAHEIRAEI et al., 2014; HALLIWELL, 1996). Tendo em
vista que a presenca de radicais livres em regides danificadas do coragao se da em
maior concentracéo e que essas concentragdes podem ser danosas para as células,
a presenca de antioxidantes em materiais desenvolvidos para a engenharia de
tecidos cardiacos é de grande importancia (SHIEKH; SINGH; KUMAR, 2018;
WASHINGTON; BASHUR, 2017). Assim, um sistema vitroceramico contendo Co304
na superficie das particulas pode ser favoravel para a engenharia e para o reparo

de tecidos.

5.3.3 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS)

Analises de XPS foram realizadas para investigar de forma mais detalhada a
estrutura do vidro e a possivel incorporacdo de Co na rede vitrea. Os espectros de
ampla varredura para todas as amostras, mostrados na Figura 5.6, exibiram as
linhas Auger e picos de fotoemissao caracteristicos associados a todos os
elementos constituintes do vidro. Um pico C 1s, relacionado a impurezas de
hidrocarbonetos na superficie da particula, também foi observado (SERRA et al.,
2003). A energia de ligagédo do pico C 1s, definida como 285,0 eV foi usada para
corrigir os efeitos de carga da amostra (NESBITT et al., 2011).
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Figura 5.6: Espectros de XPS das amostras de VB, VB05Co e VB1Co

Uma banda larga dentro da faixa tipica de energia de ligagao para vidros a base
de SiO2 foi observada nos espectros de alta resolugao Si 2p, apresentado na Figura
5.7, para todas as amostras (BARRIONI et al., 2021; EL-FIQI; KIM, 2021). A banda
de Si 2p foi mais larga para as amostras contendo Co, com a maxima referente a
amostra VB1Co ligeiramente deslocada a valores de BE mais baixos (103,7 eV)
quando comparados a VB e VB05Co (104,1 eV). Esse resultado € indicativo de uma
mudanga na proporc¢ao entre as espécies de oxigénio ligantes (BOs) e oxigénio n&o
ligantes (NBO) na rede do vidro bioativo apds a incorporagao de cobalto. Os BOs
sao os responsaveis pela ligacao de dois atomos de silicio, dando origem a ligacdes
do tipo Si-O-Si. Ja os NBOs s&o aqueles ligados a um cation metalico incorporado
a estrutura do vidro como modificador de rede, resultando em ligagbes do tipo
Si-O-M"* (DALBY et al., 2007; NESBITT et al., 2011). Assim, diferentes espécies de
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silicatos estao presentes e podem ser designadas como espécies Q", em que n é o
numero de BOs em uma unidade tetraédrica de silica. A incorporacao de ions
modificadores de rede na estrutura do vidro resulta na substituicido de unidades BO
por unidades NBO, o que altera a proporgao de espécies Q" presentes no vidro
(NESBITT et al., 2011). Como a densidade eletrbnica de cada atomo de silicio é
dependente do numero de BOs e NBOs ligados a ele, € possivel observar um
deslocamento nos valores de energia de ligagdo do Si 2p para valores mais baixos
a medida em que modificadores de rede sao incorporados a estrutura do vidro
(DALBY et al., 2007). Portanto, os picos mais largos e os valores de BE ligeiramente
deslocados das amostras contendo Co indicam que o cobalto também foi
parcialmente incorporado a rede de vidro e atua como um modificador de rede. Os
ions de cobalto foram incorporados a rede vitrea por um mecanismo de difusao
durante o tratamento térmico em altas temperaturas (GREASLEY et al., 2016). Esse
€ um processo que ocorre simultaneamente a oxidacao parcial das espécies de
Co?* durante o tratamento térmico, o que leva a obtengdo de Co304 na superficie

das particulas bem como a incorporagao de Co na estrutura do vidro.
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Figura 5.7: Espectro de alta resolugao Si 2p das amostras VB, VB05Co e
VB1Co

Analogamente ao que foi observado nos espectros de alta resolugéo Si 2p, nos
espectros referentes ao O 1s (Figura 5.8) observou-se um pico com maximo em
533,4 eV para VB e picos ligeiramente deslocados para 533,3 eV e 532,9 eV e
achatados para as amostras VB05Co e VB1Co, respectivamente. Oxigénios nao-
ligantes na estrutura de silica sdo geralmente observados em menores valores de
energia de ligacdo, dessa forma a incorporagdo do cobalto como modificador de
rede no material pode resultar no comportamento observado, corroborando os
resultados apresentados anteriormente para o Si 2p (DALBY et al., 2007; NESBITT
et al., 2011). Além disso, atomos de oxigénio presentes na estrutura cristalina do

Co304 também sdo observados em menores valores de energia de ligagao e,
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portanto, podem contribuir para o deslocamento do pico de O 1s para menores
valores de energia (DUPIN et al., 2000).
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Figura 5.8: Espectro de alta resolugao O 1s das amostras VB, VB05Co e VB1Co

Na figura 5.9 estdo apresentados os espectros de alta resolugéo Co 2p para as

trés amostras de vidro.



63

Co 2p satélites Co 2p,;,
"shake up"

Co 2p,,

satélites Co 2p,, VB1Co
"shake up"

Co 2p,, \

Intensidade (cps)

VB05Co

I 4] I o 1 B I 2 I kL I e 1
805 800 795 790 785 780 775
Energia de ligacao (eV)

Figura 5.9: Espectro de alta resolugao Co 2p das amostras VB05Co e VB1Co

O cobalto pode ser incorporado a estrutura do vidro como Co3* e Co?*, porém
em trabalhos recentes que utilizaram metodologias semelhantes para a preparagao
de nanoparticulas de vidro bioativo contendo cobalto, verificou-se que o metal é
predominantemente incorporado como Co?* (BARRIONI et al., 2021; EL-FIQI; KIM,
2021). Nos espectros de alta resolugdo Co 2p, mostrados na Figura 5.6, foram
observados picos que podem ser atribuidos as espécies Co?* e Co?®*, tanto para a
amostra VB05Co, quanto para VB1Co. Essas espécies de Co foram incorporadas
a rede vitrea e também estao contidas na fase cristalina de Co304 na superficie da
particula. E possivel distinguir entre os estados de oxidacdo do cobalto através de
estruturas satélite do espectro de Co 2p, bem como através dos valores de energia
de ligagao associados aos picos XPS (CHUANG; BRUNDLE; RICE, 1976; TIAN et
al., 2011). Picos satélite “shake-up” pronunciados podem ser atribuidas a espécies
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de Co?* e ndo podem ser observados no espectro de Co®* 2p. O éxido de cobalto
(IL,111), que esta presente em ambas as amostras, € um composto de valéncia mista
de Co?* e Co®*, portanto, as estruturas satélite devem ser observaveis, porem em
menor intensidade (CHUANG; BRUNDLE; RICE, 1976). Além disso, a diferenca de
energia de ligacéo entre os picos Co 2p'? e Co 2p®? é menor para espécies Co3*
(15,0 — 15,5 eV) quando comparadas as espécies Co?* (15,7 — 16,0 eV) e as
energias de ligagdo sdo também menores para as espécies Co3* (BARRIONI et al.,
2021; BIESINGER et al., 2011). Para a amostra VB05Co, foram observados um par
de picos em aproximadamente 782 eV e 798 eV com uma diferenca de energia de
ligacdo entre eles de 16eV e estruturas satélite "shake-up" muito pronunciadas, o

que ¢ indicativo de uma proporgao mais elevada de espécies Co?*.

Ja para a amostra VB1Co, foram observados picos ligeiramente deslocados
para valores menores de energia de ligagao, em 781,7 eV e 797,3 eV, com uma
menor separagao entre eles, de 15,6 eV. Estruturas satélite “shake-up” menos
pronunciadas também foram observadas, o que sugere que as espécies Co?* estédo
presentes, mas que ha uma maior proporcao de espécies de Co**, se comparada a
amostra VB05Co. Considerando que o 6xido de cobalto (ll,lll) esta presente em
ambas as amostras, conforme indicado pelas analises de FTIR e DRX, a maior
propor¢do de ions Co®" na amostra VB1Co indica que o Co30s também esta
presente em maior proporgao. Isso provavelmente esta relacionado a maior razdo
molar Si:Co usada para amostras de VB1Co. Trabalhos anteriores que empregaram
um metodo semelhante para incorporagdo de calcio em nanoparticulas de VB
mostraram que existe uma razdo molar 6tima para incorporagao de calcio, e
concentragbes mais altas n&o resultaram em vidros com maior teor de Ca
(GREASLEY et al., 2016). Portanto, é possivel que, para amostras de BG1Co, a
razao molar 6tima foi excedida e os ions de cobalto em excesso nédo foram

incorporados a rede de vidro, sendo convertidos a C030a4.

Assim, a analise XPS indicou que o cobalto foi incorporado a rede vitrea

majoritariamente como Co?*, enquanto que o Co304 na superficie das particulas é
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responsavel pela presenga de Co3*. Os espectros de Si 2p e O 1s indicaram que o
Co atua como um modificador de rede, aumentando o numero de unidades NBO.
Essa ruptura da rede de silica leva a vidros que apresentam maiores taxas de
dissolugdo, o que impacta positivamente a bioatividade do material e a liberagcdo de
ions terapéuticos (BRAUER, 2015).

5.4 Liberagao I6nica em PBS

As concentracbes idnicas de Si e Co em PBS medidas por ICP-OES em
diferentes periodos de tempo (0, 4, 8 e 24h e 3, 7 e 14d) estdo apresentadas na
Figura 5.10. O PBS foi selecionado para o estudo de liberagdo de ions para evitar
interferéncias da formacao de apatita e por ser uma solugcédo com forcga ibnica e pH
similares as do sangue (BEJARANO et al., 2020; MEI, NANXUAN et al., 2019; WU
et al., 2013). Uma amostra de controle, sem particulas adicionadas a solucao de
PBS, também foi analisada no mesmo periodo de tempo para avaliar quaisquer
alteragcbes na concentracdo dos elementos em solucdo. Como era esperado, 0s

ions Si e Co permaneceram indetectaveis durante o experimento.
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Figura 5.10: Perfil de liberacdo de ions Si e Co de VB, VB05Co e VB1Co e
amostra controle de PBS

Todas as amostras apresentaram um perfil de liberacdo de Si semelhante, em
que as concentragcdes de Si aumentaram rapidamente nas primeiras 24h, depois
mais gradualmente nos dias seguintes. Para amostras contendo Co, a concentragéo
de Si estabilizou no dia 3, atingindo um pico entre 50 e 52 ppm. Para a amostra VB,
a concentragcdo de Si aumentou até o dia 14, atingindo um maximo de 50 ppm.
Trabalhos anteriores mostraram que a liberagao de silica pode auxiliar na regulagao
do comportamento celular, aumentar a proliferacdo de cardiomiécitos e favorecer a
biocompatibilidade (BARRIONI et al., 2018; SHI; CAO; et al., 2021). Vale ressaltar
que a liberagdo de Si para amostras contendo Co foi mais rapida, indicando que
VB05Co e VB1Co apresentaram uma taxa de dissolugdo maior que VB,
corroborando os resultados de XPS que indicaram que o cobalto foi parcialmente
incorporado na estrutura do vidro como modificador da rede, desestruturando a rede

vitrea e consequentemente aumentando a taxa de dissolugéo do vidro.



67

VB05Co e VB1Co também apresentaram perfis de liberagdo de Co
semelhantes, em que as concentragdes de Co aumentaram acentuadamente nas
primeiras horas de imersdo, atingindo picos de 16,5 ppm e 13,8 ppm,
respectivamente, e entdo comecaram a declinar, estabilizando em uma
concentracao final de 6,2 ppm apds 14 dias para ambas as amostras. Esse declinio
na concentragao provavelmente esta relacionado a alta afinidade do Co pelos ions
fosfato presentes na solugdo de PBS, o que leva a formacdo de complexos
insoluveis que precipitam até que um estado de equilibrio seja alcancado (MEI,
NANXUAN et al., 2019). A concentracao final de Co esta dentro do intervalo
terapéutico relatado anteriormente, de 3-14 ppm, necessario para a ativacao da via
HIF-1a (BARRIONI et al., 2021; RAJA et al., 2019). Trabalhos anteriores relataram
que scaffolds contendo vidro bioativo capazes de liberar ions Co?* em
concentragdes entre 8-51 ppm durante um periodo de 7 dias foram capazes de
induzir um aumento na expressao de VEGF em linhagens celulares humanas
SAOS-2 e THP-1, além de estimular a formacdo de estruturas tubulares
caracteristicas de formagdes neovasculares em células HUVEC (RAJA et al., 2019).
DE LAIA et al. (2021) também demonstrou que vidros bioativos com uma liberagao
controlada de Co foram capazes de estimular a expressao de fatores pro-
angiogénicos em ensaios in vitro e in vivo. No entanto, uma liberacao inicial rapida
pode induzir toxicidade celular, ja que trabalhos anteriores relataram uma
diminui¢ao na viabilidade celular apds exposi¢cao a concentragdes de Co de 10 ppm
apos um periodo de 72 horas (FLEURY et al., 2006). A taxa de dissolugéo e a
cinética de liberagdo ibnica das nanoparticulas de VB podem ser significativamente
controlados pela incorporagdo em uma matriz polimérica e a exploséao inicial de
liberacdo de ions pode ser reduzida (BOCCACCINI et al., 2010; EL-FIQI; KIM,
2021). Portanto, nanoparticulas densas de VB contendo cobalto podem também ser
incorporadas a matrizes poliméricas, proporcionando uma liberagao controlada de
cobalto, possibilitando seu emprego em aplicagdbes na engenharia de tecidos

cardiacos, bem como para reparagao tecidual.
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5.5 Analise de viabilidade celular por MTT

Um ensaio de citotoxicidade in vitro € um passo importante na avaliagdo da
seguranca das particulas para aplicagdes biomédicas (VICENTE et al., 2017).
Nesse trabalho, a viabilidade de células HUVEC, quando tratadas com o produto
ibnico da dissolucdo das nanoparticulas de VB, foram avaliadas por MTT. As células
HUVEC foram selecionadas para este estudo ja que células endoteliais
desempenham um papel importante na formagédo de novos vasos sanguineos
(LAMALICE; LE BOEUF; HUOT, 2007). Além disso, essas células s&o
frequentemente usadas como modelos in vitro para o estudo do processo de
angiogénese (HARO DURAND et al., 2017; RAJA et al., 2019). A Figura 5.11 mostra
os resultados do ensaio de MTT para todas as amostras apos 24h, 48h e 72h de
contato com o produto de dissolugdo ibnica das nanoparticulas densas. Os
resultados indicam que a viabilidade celular foi mantida em niveis elevados, acima
de 80%, para todos os periodos de tempo a concentragdes de nanoparticulas de
100 pg.mL" e 500 ug.mL-*, indicando boa biocompatibilidade celular. Uma queda
mais significativa na viabilidade celular foi observada para amostras de VB05Co a
1000 ug.mL" apos 48 e 72h, o que pode estar relacionado a maiores concentragbes
de Co liberadas no meio. Trabalhos anteriores mostraram que as microparticulas
de VB contendo cobalto ndo apresentaram citotoxicidade para células HUVEC em
concentragdes de 1000 pug.mL" apds 72 horas, porém os teores de cobalto eram
menores (BARRIONI et al., 2018). Um ensaio semelhante foi realizado com
nanoparticulas de VB contendo estrébncio em células de linhagens pré-
osteoblasticas, em que a citotoxicidade foi significativa para concentragdes
superiores a 250 pug.mL' (NARUPHONTJIRAKUL; PORTER; JONES, 2018). As
particulas de VB05Co e VB1Co se mostraram viaveis para um faixa de
concentracdo superior. Portanto, esses resultados indicam que nanoparticulas
densas contendo Co podem ser usadas, em concentracbes adequadas, sem
toxicidade celular significativa como meio para a liberacdo de fatores pro-

angiogénicos.
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6. CONCLUSOES

Nesse trabalho, novas composi¢cdes de vidros bioativos nanométricos foram
obtidas a partir do processo sol-gel em um sistema binario com a incorporagao de
cobalto, um ion com potencial efeito terapéutico pré-angiogénico para possivel
aplicagcado na engenharia e reparo de tecidos cardiacos. A analise da composigao
quimica confirmou a presenga de cobalto no sistema, até uma concentragao
maxima de 11,1 £ 0,4% em mol. A morfologia esférica e nanométrica das particulas
foi confirmada por MET, e didmetros na faixa de 63 a 66 nm foram obtidos.
Observou-se ainda a deposicdo de uma fase extra na superficie das particulas,
constituida de Co0304, como confirmado por analises de FTIR e DRX. As analises
de FTIR e DRX indicaram ainda que a estrutura predominantemente amorfa do vidro
se manteve com a incorporacao de Co. Além disso, confirmou-se a incorporagao do
cobalto a rede vitrea como um modificador de rede, na forma Co?*, a partir das
analises de XPS. A avaliagao da liberagao idbnica em PBS indicou uma liberagao
controlada de Si e uma liberacédo incialmente rapida de Co no meio, mas com
concentracdes finais dentro dos valores terapéuticos citados na literatura. E,
finalmente, a citocompatibilidade das particulas com HUVECS foi confirmada para
concentragdes de até 500 ug.mL! para todas as amostras através de ensaios por
MTT. Comparando-se as diferentes composicbées contendo cobalto avaliadas,
observou-se um menor teor de oxido de cobalto na amostra VB0O5Co e uma
pequena variagao na concentracdo de cobalto incorporado, de forma que essa
composicao seria a mais indicada para trabalhos subsequentes. O cobalto
incorporado ao VB atua como um modificador de rede e ao ser liberado durante a
dissolugdo tem capacidades bem documentadas de estimulo a angiogénese,
enquanto que o oxido de cobalto(ll,lll) apresenta propriedades antioxidantes
moderadas. Dessa forma, as particulas obtidas tem potencial para serem aplicadas

na engenharia de tecidos cardiacos.



71

. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Caracterizagdo das nanoparticulas de vidro bioativo por 2°Si NMR para

confirmacao da incorporagao de Co na rede vitrea.

Testar novas composi¢cdes nominais de precursores de Co para avaliagao da
incorporacao do metal a rede de silicato e a concomitante deposicao de 6xidos

na superficie da particula.

Introducéo das particulas de VB em uma matriz polimérica porosa constituida

de, por exemplo, PCL para obtencao de scaffolds.

Realizagdo de ensaios bioldgicos in-vitro para avaliagdo da capacidade das

nanoparticulas de VB de promover a liberagao de fatores pro-angiogénicos.

Realizag&o de ensaios biologicos in-vivo para avaliagdo da resposta fisiologica
as particulas e seu potencial angiogénico.

Avaliar a interagdo das nanoparticulas de VB com cardiomiécitos e a sua

atuacao sobre tecidos cardiacos danificados.
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