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RESUMO

O uso de biomateriais capazes de gerar uma resposta bioldgica tem sido um dos maiores
progressos em medicina regenerativa, devido sua habilidade de suportar o crescimento e
estimular a regeneracdo do tecido danificado. Neste contexto, bioceramicas e,
particularmente o vidro bioativo, foram o objetivo de multiplos estudos devido sua
capacidade conhecida de promover ligacdo entre o tecido e o implante. Desde a
descoberta do vidro bioativo em 1970, vérios estudos in vitro confirmaram a grande
compatibilidade, propriedades de osteoinducdo e osteoconducdo do material. A técnica
de adicdo de agentes porogénicos para a sintese de scaffolds € uma técnica interessante,
pois varios tipos de agentes porogénicos podem ser usados. Este estudo prop6s obter
scaffolds através de quatro agentes porogénicos e avaliar os efeitos que a mudanga na
temperatura de tratamento térmico promovem na sua cristalinidade. O estudo preparou e
caracterizou scaffolds de vidro bioativo obtidos pela técnica sol-gel 100S (100% SiO)
mais agentes porogénicos: (I): parafina 1 com média de tamanho de 608,5um até
993,3um, (II): parafina 2, com tamanho de 1,929mm até 2,307mm, (lll): cera, com
tamanho de 9,272um até 204um e (IV): CMC (carboxi metil celulose), com tamanho de
27,74um até 382um. Como os melhores resultados foram obtidos com parafina 1,
scaffolds com composigdo 58S (60%Si02-36%Ca0-4%P.0s ) e 100S (100% SiO»)
usando parafina como agente porogénico foram preparados. Os scaffolds foram
submetidos a diferentes temperaturas de tratamento térmico para avaliar a cristalinidade
do material. A microscopia eletrénica de varredura (MEV) mostrou o formato da rede
de poros. A micro-tomografia computadorizada (UCT) apresentou o volume 3D dos
scaffolds, suas caracteristicas de surperficie e rede de poros. Os scaffolds apresentaram
tamanho de poros superior a 150 um, distribuicdo de poros satisfatoria e porosidade
superior a 50%, caracteristicas importantes para os scaffolds pois permitem migracao
celular, transporte de nutrientes, vascularizagdo e crescimento tecidual. A difracdo de
raio-X (DRX) constatou a natureza amorfa dos scaffolds. A 900°C, scaffolds de VB 58S
e 100S tiveram um pequeno aumento na sua cristalinidade. As analises de adsorgéo de
N2 (BET) mostraram estrutura mesoporosa no material com didmetro de 9,4nm no
scaffold 100S tratado a 900°C até 22,9nm no scaffold 100S tratado a 800°C, a area de
superficie especifica (SA) variou de 73,2m?/g no scaffold 58S tratado a 800°C até
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331,2m?/g no scaffold 100S tratado a 800°C. O material se mostrou néo toxico pelos
ensaios de citotoxicidade MTT. Os resultados mostraram que é possivel adicionar
agentes porogénicos ao VB obtido via sol-gel e obter scaffolds com poros
interconectados, porosidade, tamanho e distribuicdo de poros favoraveis a regeneracao
tecidual Gssea.

Palavras-chave: vidro bioativo, agente porogénico, biomateriais, sol-gel, cristalinidade.
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ABSTRACT

The use of biomaterials capable of generating a biological response has been one of the
biggest progresses in regenerative medicine, due to their ability to support growth
stimulation and damaged tissue regeneration. In this context, ceramics and particularly
bioactive glass, were the subjects of multiple studies because of their known capacity to
promote strong bonds between the tissues and the implant. Since the discovery of
bioactive glass in the 1970s, various in vitro studies confirmed a high compatibility,
osteoconductive and osteoinductive properties of this material. The technique of
porogen agent addition for the synthesis of scaffolds is an interesting procedure because
several types of porogen agents can be used. The aim of this present work was to obtain
scaffolds using four porogen agents and to evaluate the effects that a change in
treatment temperature can have on their crystallinity. This study prepared and
characterized sol-gel bioactive glass 100S (100% SiO.) scaffolds more porogen agents:
two types of paraffin, (1): paraffin 1, with average size 608.5um until 993.3um, (I1):
paraffin 2,with size 1.929mm until 2.307mm, (l11): wax, with size 9.272um until 204um
and (IV): CMC (carboxy methyl cellulose), with size 27.74um until 382um. As the best
results were obtained with paraffin 1, scaffolds 58S (60%Si02-36%Ca0-4%P,0s) and
100S (100% SiO») using paraffin 1 as porogen agent were prepared. The scaffolds were
submitted to different treatment temperatures to evaluate the effect on their crystallinity.
The scanning electron micrographs (SEM) showed the porous network shape. Micro-
computed tomography (LCT) presented the 3D volume rendering of scaffolds, showing
structural characteristics of the scaffold surface and porous network. Scaffolds
presented satisfactory pore size and pore size distribution, important characteristics for
scaffolds because they allow cell migration, nutrient transport, vascularization and
tissue ingrowth. The scaffolds exhibited pore size diameter higher than 150um,
adequate pore distribution and open porosity higher than 50%, which facilitates cell
growth, migration and nutrient flow. X-ray powder diffraction (XRD) showed the
amorphous nature of the scaffolds. At 900°C, scaffolds BG 58S and 100S showed a
small increase in cristallinity. N-adsorption (BET) indicated a mesoporous with
distribution ranging from 9.4nm in BG 100S with paraffin 1 treated at 900°C to 22.9nm
in BG 100S with paraffin 1 treated at 800°C. The specific surface area (SA) varied from
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73.2m?/g for scaffold 58S with paraffin 1 treated at 800°C to 331.2m?/g for scaffold
100S with paraffin 1 treated at 800°C. The materials obtained showed no toxic effects
by MTT cytotoxicity assays. Results showed that the development of scaffolds is
possible using porogen agents, with 3D interconnected porous structure and might
therefore be a potential biomaterial for bone tissue regeneration.

Keywords: bioactive glass, porogen agent, biomaterials, sol-gel, crystallinity.
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1.1 INTRODUCAO

A medicina regenerativa tem avancado com o emprego de biomateriais que suscitam
resposta bioldgica favoravel e estimulagdo do crescimento/regeneracdo de tecidos
danificados. Materiais ceramicos sdo objetos de varios estudos, pois apresentam
capacidade de promover forte ligacdo entre o tecido e o dispositivo implantado. Desde
a descoberta do vidro bioativo (VB) na década de 70, diversos estudos in vitro
confirmam a alta biocompatibilidade e propriedades osteocondutoras e osteoindutivas
desses materiais (MOREIRA, 2014).

A engenharia de tecidos e a medicina regenerativa tém como objetivo promover a cura e
idealmente a regeneracdo das estruturas teciduais, restabelecendo a fungéo tecidual com
previsibilidade, mais rapidamente e de forma menos invasiva em relacdo as técnicas
convencionais. Enxertos 6sseos autdégenos fornecem uma matriz osteocondutora, além
de células e fatores de crescimento. Entretanto, a qualidade do osso autégeno € variada,
dependendo da salde geral do paciente. Muitos pacientes necessitam de um enxerto
0sseo superior e em maior quantidade que seu organismo pode oferecer, tais como:
pacientes com osteopenia, osteoporose, diabetes, historia de fumo (LYNCH et al.,
2008).

Pacientes submetidos a tratamento com enxertos autdgenos, além da recuperacao
cirdrgica da area implantada, terdo o trauma no local doador, com dois sitios cirdrgicos.
A realizacdo destes enxertos, algumas vezes, requer internacdo hospitalar do paciente
para retirar enxerto da crista iliaca ou calota craniana. Esta internacdo pode ser evitada
com o uso de biomateriais (PINHEIRO & GERBI, 2010).

Os vidros bioativos (VBs) sdo materiais que possuem capacidade de induzir uma
resposta biologica na interface do material, levando a formacdo de camada de
hidroxiapatita carbonatada (HCA), responsavel pela formagéo de forte ligacdo entre o
material e os tecidos moles e duros (RAHAMAN et al., 2011). O conceito de materiais

bioativos formarem ligagcdo com o 0sso foi sugerido inicialmente por Hench e, desde



entdo, esses materiais vém sendo intensamente estudados em variadas composigdes para
aplicacdes na area biomédica (PEREIRA & HENCH, 2004).

Os componentes principais dos VBs sédo SiOz, CaO, P,Os e NaxO em proporgdes
especificas. A composicdo do sistema é um fator determinante para a interacdo do
biomaterial com o tecido, sendo que a mais comum € formada por SiO2, CaO e P20s
(RATNER et al., 2004).

Pesquisas recentes tem demonstrado que o VB, na composicdo 58S (60%SiO:-
36%Ca0-4%P,0s em % molar ou 58%Si0,-33%Ca0-9%P.0s em % massico), tratado
a 700°C, apesar da grande bioatividade, apresenta taxa de reabsorcdo muito rapida, ndo
sendo indicado para uso em defeitos 0sseos criticos. O defeito 6sseo é caracterizado
critico, considerando fatores como tamanho, espécie, idade, localizagdo anatdmica da
leséo, estabilidade e tipo de fixacdo dos fragmentos ésseos (ALVES, 2013).

O tratamento térmico e mudancas na composi¢cdo dos VBs permitem controlar sua
velocidade de reabsorcdo no organismo. Deve ser considerado que nem todas as
aplicacdes dos VBs requerem rapida reacdo bioldgica. O aumento do teor de silicio
diminui a taxa de degradacdo, sendo este um efeito direto da composi¢do dos VBs.
Tratamentos térmicos em elevadas temperaturas tornam esse biomaterial mais
cristalino, diminuindo a resposta do organismo ao biomaterial (BELLUCCI et al.,
2010).

A obtencédo de scaffolds macroporosos de VB pela rota da espuma (COELHO, 2003;
ALVES, 2013), apesar de apresentar biomateriais com alta porosidade, poros
interconectados, com diametro medio superior a 150um, tem demonstrado dificil
reprodutibilidade e dificuldade de obtencdo, devido a necessidade de ajuste de varios
pardmetros e de controle das condigdes ambientais. A possibilidade da formagédo de

poros por agentes porogénicos € uma metodologia alternativa proposta nesse trabalho.



A técnica de adicdo de agentes porogénicos é uma técnica versatil, uma infinidade de
agentes porogénicos pode ser utilizada e ndo foi encontrado na literatura nenhum estudo

sobre sua adi¢do ao VB obtido via sol-gel.

Apoiado ao grande potencial dos VBs, este estudo surge com 0s objetivos de: (i)
desenvolver uma nova rota de obtencdo de scaffolds porosos de VB por adicdo de
agentes porogénicos ao VB obtido via sol-gel (ii) avaliar os efeitos provocados na sua
cristalinidade por modificacbes na composicdo e mudangas nas temperaturas de

tratamento dos scaffolds de VB obtidos.



1.2 JUSTIFICATIVA

Um dos desafios da engenharia de tecidos e da medicina regenerativa é o tratamento de
defeitos Osseos criticos, caracterizados por grandes perdas dsseas, incapazes de se

regenerarem naturalmente (LYNCH et al., 2008).

A cirurgia ortopédica reconstrutiva se depara com defeitos 6sseos por trauma, resseccao
de tumores ou doencas dsseas. O tratamento para reparo 0sseo envolve tecido doador e
implantacdo de biomaterial. Enxertos 0sseos autdgenos, alégenos e xenoenxertos tem
limitacdes (GUIMARAES, 2002). O enxerto 0sseo autégeno exige dois sitios
cirargicos, além de depender da quantidade e qualidade do osso doador do paciente. A
vantagem dos substitutos 0sseos sintéticos em relacdo aos enxertos alégenos e
xenoenxertos é que eles diminuem o risco de transmissdo de doencas. Os biomateriais
sintéticos permitem a individualizacdo do material de acordo com a sua aplicacdo
clinica (JENSEN et al., 2010).

O mercado de biomateriais fornece ampla gama de produtos, como alternativas
terapéuticas, porém ha um desafio: indicar o material mais adequado as necessidades do

paciente.

Os VBs, biomaterial sintético, constituem os mais efetivos materiais bioativos ja
pesquisados, ou seja, aqueles que formam ligagGes mais pronunciadas com os tecidos
vivos. Uma caracteristica das ceramicas bioativas é a formacdo de uma camada de
hidroxiapatita carbonatada (HCA) na superficie do implante. Esta fase é equivalente em
composigdo e estrutura a fase mineral do 0sso e é responsavel pela ligagdo interfacial
(PEREIRA et al., 2012).

O controle da cristalinidade pela composicdo e tratamento térmico do VB permite
ajustar sua taxa de degradacdo e bioatividade, favorecendo diferentes aplicacfes na
regeneracdo 6ssea (BELLUCCI et al., 2010).



A obteng&o de scaffolds porosos de VB pela rota da espuma (COELHO, 2003; ALVES,
2013) tem demonstrado dificil reprodutibilidade e dificuldade de obtencédo, devido a
necessidade de ajuste de varios parametros e de controle das condi¢cdes ambientais. Em
particular, destaca-se que o vazamento da espuma no molde é controlado visualmente, o
que torna o processo altamente dependente da pessoa que realiza a sintese. A
possibilidade da formacéo de poros por agentes porogénicos adicionados a uma solucao
precursora obtida pela rota sol-gel € uma metodologia alternativa proposta nesse
trabalho, que visa a obtencdo de uma estrutura porosa sem a necessidade de formacéo
de espuma durante a sintese. Espera-se, assim, desenvolver uma metodologia de sintese

mais simples e mais reprodutivel.



1.3 REVISAO DE LITERATURA

1.3.1 FORMACAO OSSEA

Durante a embriogénese, a formacao 0ssea ocorre através de uma complexa série de
interacdes celulares. O tecido 6sseo de varias partes do corpo passa por uma fase de
formacdo cartilaginosa e calcificacdo e entdo € substituido por 0sso em um processo
conhecido como formacgdo Ossea endocondral. Interessantemente, o reparo 6sseo no
adulto é similar a este processo. Durante o reparo 6sseo, muitos fatores de crescimento

liberados afetam o processo de regeneracdo (SCHWARTZ et al., 1997).

Para entendermos a neoformacdo Ossea temos que compreender que as células
osteoprogenitoras, isto é, células precursoras de osteoblastos, estdo presentes na matriz
organica da medula 6ssea, no endosteo e no peridsteo que recobre a superficie 0ssea.
Essas células, caracterizadas pela habilidade de formar osso sdo chamadas de células
precursoras osteogénicas (GUIMARAES, 2002).

Os osteoblastos sdo caracterizados por uma incapacidade de locomocdo e divisao, ndo
sendo capazes de proliferarem para dentro do tecido. A regeneracdo do defeito
dependerd da presenca de células precursoras osteogénicas (mesenquimais
indiferenciadas) ao redor do 0sso ou do tecido mole e da sua habilidade para invadir o
defeito e se diferenciar em osteoblastos. Também serd necessaria a presenca de um
estimulo osteoindutor, para iniciar a diferenciacdo das células mesenquimais
indiferenciadas em osteoblastos, e a presenca de um meio osteocondutor, formando uma
matriz sobre a qual o tecido possa proliferar e onde as células osteoprogenitoras

estimuladas possam diferenciar em osteoblastos (LANG et al., 1999).

O tecido 0sseo atua como um sistema inteligente, as células respondem dinamicamente
a estimulos, expressando fatores de crescimento em doses e tempos especificos (JIANG
et al., 2002).



Para que ocorra formacdo de novo 0sso, as células progenitoras dsseas devem sofrer
mitose. Em pessoas idosas, células progenitoras 0sseas estdo presentes em pequena
quantidade e devem receber o estimulo quimico correto do ambiente local para iniciar o
ciclo celular. O novo ciclo celular inicia quando as células completam a mitose. Se o
ambiente quimico é adequado, ocorre um periodo de crescimento na fase Gle a célula
inicia a fase S que é o momento da sintese de DNA com a duplicacdo de todos 0s
cromossomos no nucleo. Apos, inicia-se a fase G2 em que a célula prepara para se
dividir e verifica com precisdo sua replicacdo através de enzimas reparadoras de DNA.
Para que ocorra a transicdo para a fase G2-M € necessario um grande aumento de
massa, sintese e ativacdo de varios fatores de crescimento. Se o ambiente quimico ndo
permitir que ocorra a fase G1 ou a fase G2, acontecera a apoptose, que € morte celular
programada. Os materiais inertes ou 0s materiais bioativos classe B ndo produzem
ambiente quimico propicio para que as poucas células progenitoras 0sseas presentes
completem o novo ciclo celular. Somente os materiais bioativos classe A permitem que
estes eventos ocorram com o rapido resultado de nova formacdo Ossea in vivo. A
arquitetura 3D do osso mineralizado é criada pelos osteoblastos, quando células séo
expostas a determinadas concentracdes de constituintes idnicos solUveis liberados pelo
VB. Aproximadamente 17 a 20ppm de Si soltvel e 88 a 100ppm de ions Ca sollveis
sdo necessarios. A principal funcdo dos VB é liberar concentracfes criticas de ions
biologicamente ativos com taxas necessarias para proliferacdo e diferenciacdo celular
(HENCH, 2006). A Figura 1.1 mostra a imagem pUCT de 0sso esponjoso removido da
articulacdo do joelho e uma fotografia de fémur humano e a Figura 1.2 é imagem de
MEV mostrando a estrutura porosa do trabecular 6sseo,a cabeca do fémur, com baixa
densidade mostrando os poros abertos, cabega do fémur apresentando uma densidade
superior e o condilo femoral, com densidade intermedidria, tendo estrutura orientada,
poros abertos e interconectados (GERHARDT, 2010).



Figura 1.1- (a) Imagem pCT de 0sso esponjoso removido da articulagdo proximal do
joelho. (b) Fotografia de fémur humano (JONES, 2013).

LIRS

Figura 1.2- Imagem de MEV mostrando a estrutura porosa do trabecular 6sseo. (a)
baixa densidade, (b) densidade superior, (c) densidade intermediaria (GERHARDT,
2010).

1.3.2 SCAFFOLDS PARA ENGENHARIA DE TECIDO OSSEO

A engenharia de tecidos, para restaurar a funcdo 6ssea, combina: células funcionais
isoladas e scaffolds biodegraddveis construidos pela engenharia de biomateriais.

Equipes multidisciplinares trabalham no desenvolvimento de scaffolds adequados que
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funcionem como arcaboucos para a adesdo e proliferagdo de células tronco.Vérias
pesquisas para desenvolvimento desses scaffolds estdo sendo realizadas in vitro e in
vivo. Uma das maiores promessas de scaffolds para aplicagdo em engenharia de tecidos
0sseos sdo os VBs, devido a bioatividade destes materiais. Varias técnicas citadas a
seguir permitem obter scaffolds altamente porosos, com estruturas em trés dimensoes,
porosidade adaptada e tamanho de poro e interconectividade adequados (CHEN et al.,
2008).

MANGANO (2011), relata que o scaffold ideal deve possuir poros abertos, lembrando o
Sistema Haversiano, para absorver o sangue e os fatores de crescimento. Deve-se
refazer a estrutura do 0sso, 0 aspecto repetitivo da célula para que essa relembre o que

deve ser feito.

O scaffold ideal devera comandar a regeneracdo tecidual e remodelagdo in vivo, para
tanto, deve ter uma superficie osteocondutora para que ocorra ligacdo e migracdo
celular. Terd que induzir quimiotaxia (¢é o nome dado ao processo de locomoc¢do de
células em direcdo a um gradiente quimico), estimular proliferacdo celular e coordenar a
sintese de matriz no tecido hospedeiro. A complexidade da resposta celular para
sinalizacdo da matriz extracelular fez com que se desenvolvesse scaffolds
tridimensionais (3D) que imitam as propriedades da matriz extracelular e ndo atuam
apenas como suporte celular e tecidual (OWEN & SHOICHET, 2010).

O scaffold devera guiar a regeneracdo tecidual e remodelagdo in vivo, com sua
superficie osteoindutora, anatomia, tamanho dos poros e morfologia da parede dos
poros ideais, porosidade (superior a 50% do volume do biomaterial), area de superficie
e interconectividade dos poros, para que ocorra ligacdo e migracao celular. Deveriam
ainda ter caracteristicas moduladas para induzir quimiotaxia, estimular proliferacdo

celular e coordenar a sintese de matriz no tecido hospedeiro.

A técnica da réplica da esponja também conhecida como "polymer sponge method"
consiste na impregnacdo de uma esponja polimérica ou natural com uma barbotina

cerdmica. Apoés, segue-se o tratamento térmico do material, quando ocorrerd a queima



11

(decomposicdo) do material orgéanico e sinterizagcdo inorganica (processo no qual a
temperatura de processamento € menor que a temperatura de fusdo). As pequenas
particulas do material se ligam por difusdo no estado solido, transformando o material
compacto poroso em um produto resistente e denso. A medida que as particulas se
tornam maiores com o tempo de sinterizacdo, a porosidade diminui e com isso atinge-se
um tamanho de grdo de equilibrio do material ceramico, resultando em um corpo
ceramico que consiste na réplica da estrutura da esponja em que a barbotina foi
impregnada inicialmente (STUDART et al., 2006).

BAINO et al. (2013) relatam e comparam em seu trabalho um scaffold desenvolvido e
estudado por Vitale-Brovarone e colaboradores. O scaffold foi obtido pela técnica de
replicacdo da esponja. Foram adicionados 30% de vidro em pé obtido pela técnica da
fusdo, seguindo a composicdo do tradicional Bioglass®, 64% de agua destilada e 6% de
poli (&lcool) vinilico (PVA) em modelos porosos de poliuretano. As amostras foram
secas em temperatura ambiente por 6 horas e tratadas termicamente para remover a fase
organica e sinterizar a fase inorganica, obtendo assim scaffolds macroporosos derivados
do vidro. Os scaffolds foram tratados termicamente a 1000°C por 3 horas. Nos testes de
bioatividade por imerséo do scaffold durante 7 dias em SBF, houve a formacdo de uma
camada continua de apatita de aproximadamente 75um sugerindo a bioatividade do

scaffold produzido.

A técnica "foaming” ou da espuma de barbotinas ceramicas consiste na incorporagédo de
uma fase gasosa (foaming) dispersa em uma suspensdo (barbotina) contendo o material
cerdmico, agua, ligante polimérico, surfactante, e agentes de geleificacdo. Essas
suspensdes podem ser produzidas mecanicamente, através da injecdo de um vapor; um
gas produzido em uma reacao exotérmica ou pela vaporizacao de um solvente de baixo
ponto de fuséo dissolvido, como o freon. Existe um intervalo entre a formagéo da bolha
e a estabilizacdo final da espuma. Algumas bolhas podem contrair e desaparecer,
enquanto outras podem aglutinar e formar grandes bolhas. Os filmes que envolvem as
bolhas podem permanecer intactos até a estabilizacdo, levando a formacdo de uma
espuma. Esses também podem se romper produzindo espumas parciais. Quando bolhas

excessivamente grandes estdo presentes a ruptura do filme leva ao colapso da espuma.
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A estabilizacéo da estrutura das bolhas pelo ajuste do sistema deve ocorrer durante toda
a vida util da espuma (SANTQOS, 2002; COELHO, 2003).

A técnica de inclusdo de agente porogénico envolve a mistura do pd cerdmico ou
barbotina cerdmica e agente porogénico. Em seguida, faz-se a compactacdo ou
moldagem e posteriormente remove-se 0 agente porogénico no processo de pré
sinterizacdo da ceramica, por queima ou volatilizacdo, o que ocorre com facilidade

quando utiliza-se agente porogénico organico fugitivo (IKEGAMI, 2007).

CROVACE (2009) testou e comparou cinco agentes porogénicos: (i) naftaleno, (ii)
amido de milho, (iii) amido de mandioca, (iv) microesferas de polietileno e (v) negro de
fumo. A técnica de adicdo de agentes porogénicos permitiu a obtencdo de scaffolds
exibindo porosidade total entre 67 e 87%, com estrutura de poros altamente
interconectada. Os scaffolds foram sintetizado a partir do pé do VB com 45% de silica,
obtido pela técnica da fusdo. O melhor resultado foi alcangado através do uso do negro
de fumo, porque o tamanho médio de poros e porosidade total obtidos foram
superioriores aos outros agentes porogénicos, 230um e 87%, tornando-o 0 mais
promissor para aplicacdo como scaffold. A Figura 1.3 mostra a imagem do MEV dos
scaffolds produzidos pela técnica de inclusdo de diferentes agentes porogénicos.
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Figura 1.3- MEV dos scaffolds produzidos pela técnica de inclusdo de agentes
porogénicos: (a) naftaleno, (b) amido de milho, (c) amido de mandioca, (d) microesferas
de polietileno e (e) negro de fumo (CROVACE, 2009).
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A técnica conhecida como robocasting pode construir scaffolds por depdsito de VB
camada por camada. A vantagem desta técnica é que a estrutura de poros é ditada por
desenho arquivado em computador, CAD (desenho auxiliado por computador).
Scaffolds de VB foram produzidos por robocasting. Os scaffolds produzidos
apresentaram resisténcia a compressao >150MPa em dire¢do aos canais dos poros e de
50MPa perpendicular a dire¢cdo dos canais dos poros em matrizes, com 60% de
porosidade. A composicdo do VB usada foi 6P53B (51,9 mol.% SiO2, 9,8 mol.% NaO,
1,8 mol.% K>0, 15,0 mol.% MgO, 19,0 mol.% CaO, 2,5 mol.% P,0s) com tamanho de
particula de 1,2um. Barbotinas foram preparadas com mistura de 30% de volume das
particulas de VB em 20% de solucdo de pluronic F-127. As barbotinas foram
extrudadas por uma abertura na seringa de 100um e impressas em um substrato de
alumina. Apos os scaffolds serem imprimidos, eles foram secos e tratados a 700°C. Os
vidros obtidos pela rota sol-gel também podem ser utilizados para produzir scaffolds por
robocasting. P6s de VB foram misturados com um ligante, como alcool polivinilico
aquoso (PVA) e impressos. Obteve-se scaffolds com 60% de porosidade e tamanho de
poro de 1mm, com forca de compressdo de 16MPa. Devido a natureza do processo sol-
gel , o sol pode ser usado diretamente e impresso em um substrato antes da gelificacdo
(JONES, 2013). A Figura 1.4 mostra um exemplo de Scaffolds de VB feitos por
robocasting (JONES, 2014).
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3-D print of bioglass

Figura 1.4- Scaffolds de VB feitos por robocasting (JONES, 2014).

O desenvolvimento de scaffolds de VB por electrospun é demontrado por
POOLOGASUNDARAMPILLAI et al. (2014) que desenvolveram scaffold de VB
70S30C por electrospun com fibras de pequeno didmetro, em média 0,5-2um, com
arquitetura de macroporos em 3-D. O processo sol-gel foi usado em combinagdo com
electrospinning para produzir scaffold 3D para regeneracdo 0ssea. A estrutura de fibras
3-D é ideal para preenchimento de defeitos complexos. O espaco maior entre as fibras
promove vascularizacdo, penetracdo de células e transporte de nutrientes através do
scaffold. Este estudo apresentou novas condigdes de processamento para produzir uma
solucdo sol-gel inorgéanica viscoelastica que resultou em emaranhado de fibras com
ligagcBes intermoleculares com particulas de nanosilica na solugdo, eliminando a
necessidade de ligante, somente quando solucBes contendo nitrato de calcio foram
usadas, sugerindo que a concentracdo de fons Ca?* tem um efeito significante. O
biomaterial mostrou bioatividade quando imerso em SBF e ndo apresentou citotoxidade
quando em contato em cultura de células pré osteoblasticas MC3T3-E1, sendo

observados crescimento e ligacdo celular ao material. A Figura 1.5 mostra imagens de



16

MEV das fibras de VB obtidas pela rota sol-gel e electrospun. A Figura 1.6 mostra o

biomaterial 70S30C e uma de suas possiveis aplicacdes.

(b)
Figura 1.5- MEV das fibras de VB obtidas pela rota sol-gel e electrospun, (a) 100S e (b)
70S30C. A imagem mostra a superficie lisa das fibras 100S e a estrutura de nanoporos
da fibra 70S30C (POOLOGASUNDARAMPILLAI et al., 2014).

FACIL APLICACAO
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FIBRA DE VIDRO
BIOATIVO 70S30C

POTENCIALIZA A

REGENERACAO
OSSEA

Figura 1.6- (a) biomaterial 70S30C, (b) biomaterial inserido no local do dente extraido,
(c)colocacéo do implante, (d) colocacéo da coroa dental
(POOLOGASUNDARAMPILLAI et al., 2014).
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1.3.3 VIDRO BIOATIVO

O estudo dos materiais bioativos iniciou-se pelos tecidos do sistema 0sseo dentario, ja
gue uma exposicao maior a esforgos fisicos torna mais dramatica a necessidade de uma
interacéo forte entre tecido-biomaterial. O conceito de ceramica bioativa capaz de ligar-
se ao tecido 6sseo foi originalmente sugerido por Larry Hench e colaboradores no inicio
da década de 1970. O mecanismo de formacdo de ligacdo envolve uma série de reacdes
fisico-quimicas complexas, em que a formacdo de uma camada de fosfato de célcio
biologicamente ativa é induzida pelo material do implante. Uma caracteristica das
ceramicas bioativas é a formagdo de uma camada de hidroxiapatita carbonatada (HCA)
na superficie do implante. Esta fase é equivalente em composicdo e estrutura a fase

mineral do 0sso e é responsavel pela ligacdo interfacial (PEREIRA et al., 2012).

Os VBs constituem os mais efetivos materiais bioativos ja pesquisados, ou seja, aqueles
que formam ligacdes mais pronunciadas com os tecidos vivos. A bioatividade dos
vidros foi observada para certas composicdes contendo CaO, P.Os e Na;O e outras
composi¢fes como o0 boro que também sdo bioativas, além da silica, em implantes
introduzidos em o0ssos. Tal composi¢do visa a formacdo de superficie apta a promover
ligacdo tecido-material (osso-material), além de proteger o material da total dissolucéo.
No nivel do arranjo atémico, o que distingue 0s materiais vitreos dos materiais
cristalinos € a auséncia de periodicidade. Os vidros sdo normalmente formados pelo
resfriamento de uma mistura de matérias primas no estado liquido em alta temperatura.
A taxa de resfriamento é extremamente importante para estes materiais, taxas
excessivamente lentas permitem o rearranjo dos atomos que se encontram dispersos na
fase liquida, provocando a cristalizacdo do material. Vidros também podem ser
formados utilizando-se formadores (normalmente a silica, SiO2) e modificadores da
rede, normalmente ions alcalinos (Na, K).Tais componentes permitem a formacéo de
materiais vitreos em que a estrutura de rede tridimensional ndo organizada é formada
pela silica, com os ions alcalinos ocupando sitios aleatorios na estrutura da silica, o que
ocasiona a formacdo de uma estrutura que ndo apresenta periodicidade. Outros ions
podem ainda ser adicionados a essa estrutura aleatoria, permitindo a modificacdo de
suas propriedades (PEREIRA et al., 2012).
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Os vidros sdo materiais de carater amorfo, ou seja, ndo apresentam cristalinidade. Sdo
formados por um elemento de elevado estado de oxidacdo, normalmente o silicio,
responsavel por formar uma rede tridimensional infinita, sendo entdo, um formador de
rede. A inclusdo de cations (modificadores de rede) na estrutura aberta dos vidros
amorfos permite producdo de uma larga escala de vidros de silica. A presenca de cations
tais como Na*, K*, Ca?* no vidro causa a descontinuidade da rede através do
rompimento de ligacdes Si-O-Si . O rompimento destas ligacbes pelos cations permite a
solidificacdo do fundido com alto grau de desordem, no VB produzido por fusdo. A
estrutura dos vidro de silicato é formada por tetraedros (SiOs4). Esta estrutura
desordenada, realcada pela presenca de modificadores de rede, causa aumento da
reatividade destes vidros em meio aquoso. A reatividade € a principal vantagem de
aplicacdes dos VBs em reparos 0sseos, Visto que o produto obtido pela reacdo deste tipo
de vidro com fluido fisiolégico resulta na formacdo de hidroxiapatita cristalina
(CORBELLINI, 2006).

A Figura 1.7 mostra as etapas de reacOes interfaciais entre 0 0sso e o VB classe A
(HENCH, 2014).
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VIDRO BIOATIVO NO FLUIDO CORPOREO

Troca de ions Na* com ions hidrogénio do fluido corporeo.

Formacéo de ligacédo de SiOH e liberacéo de Si(OH)a.

Policondensacédo de SiOH + SiOH— Si-O-Si para forma silica gel hidratada.

Adsorcéo de Ca?* + PO4* + CO3? amorfos.

Cristalizagéo da hidroxiapatita carbonatada.

Adsorcao de grupos bioldgicos na camada de hidroxiapatita.

Acao dos macraéfagos.

Ligacao de células indiferenciadas capazes de diferenciar em osteoblastos.

Diferenciacéo e proliferacdo de osteoblastos.

Geracao de matriz.

Cristalizacao da matriz.
Proliferacdo e crescimento 0sseo.
Figura 1.7- Fluxograma mostrando as etapas de reacgdes interfaciais entre 0 0sso e 0 VB
classe A (HENCH, 2014).

A capacidade do biomaterial ligar-se ao 0sso é importante, mas ndo € suficiente para
que o biomaterial seja usado como dispositivo biomédico. A taxa de degradacdo deve

ser ajustada ao tempo de remodelacdo 6ssea. Em determinados tratamentos, espera-se
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que o VB ndo reabsorva tdo rapidamente, como nos defeitos dsseos criticos,
considerando idade e saude do paciente, tamanho e localizacdo anatdmica da lesdo
(BELLUCCI et al., 2010).

MA et al. (2010) avaliaram a influéncia da temperatura de sinterizacdo nas
caracteristicas estruturais e bioatividade do VB. Os p6s foram submetidos a tratamento
térmico a 700° 900°, 1000° e 1200°C. As amostras foram imersas em um fluido
corporeo simulado (SBF). A formacédo de camada de apatita na superficie das amostras
foi determinada por DRX, MEV, e FTIR. As amostras, depois de 7 dias imersas em
SBF, apresentaram picos caracteristicos de apatita (JCPDS 24-0033). As amostras
tratadas a 700°C mostraram dois grandes picos de difracdo correspondentes aos planos
(00 2) e (211), caracteristicos de uma fase apatita. Em altas temperaturas (900-
1200°C), ocorreu cristalizacdo e vitrocerdmicas foram formadas. Entretanto, a
cristalizacdo ndo inibiu completamente a bioatividade das amostras. Apds os 7 dias de
imersdo das amostras em SBF foram observadas nos espectros FTIR bandas de
absorcdo de fosfato em 1043, 603, 568 e 469cm™* em todas elas. Os picos 603 e 568cm™
sdo caracteristicos do fosfato na fase cristalina. Bandas de absorcdo de carbonato de
1490, 1423 e 874cm™ foram também detectadas. Isso confirmou a formacdo de uma
camada semelhante a apatita e também determinou a formacdo de uma camada de
hidroxiapatita carbonatada, sendo menores para as amostras tratadas a 900°, 1000° e
1200°C. Na anélise por microscopia eletrénica de varredura (MEV), ap6s 7 dias de
imersdo em SBF a formagcéo de apatita foi maior nas amostras tratadas em 700°, 900° e
1000°C. As amostras tratadas a 700°C foram completamente cobertas por camada de
apatita. Para as tratadas a 900°C uma nova camada de apatita foi formada. Entretanto,
para amostras tratadas a 1000°C, as superficies ndo foram completamente cobertas e
aglomerados foram observados em algumas éareas. Nas amostras tratadas a 1200°C
houve cobertura parcial, com poucas e pequenas particulas esféricas. Os autores
concluiram que a cristalizagio do VB 58S ocorreu a temperatura de 890 - 929°C e que a

cristalizacdo diminuiu a bioatividade do VB.
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1.3.4 PROCESSAMENTO VIA SOL GEL

Os vidros bioativos obtidos pelo método convencional de fusdo que apresentam indice
de bioatividade (IB>8) ndo devem exceder a concentracdo de SiO2 em 55% em mol na
rede do vidro, pois as taxas de reacdo caem muito e a formacao de ligacdo com 0sso é
muito lenta. O método sol-gel foi desenvolvido em uma tentativa de se elevar a
reatividade de VBs, ja que este método fornece materiais com elevada area superficial,
além de poder ser realizado em temperaturas bem mais baixas. Os vidros produzidos
pelo processo sol-gel apresentaram bioatividade até para materiais contendo 100% de
SiO. (PEREIRA et al., 2012).

Devido as suas excelentes propriedades, ainda hoje se utiliza e estuda o primeiro VB
produzido, 45S5. Porém, este é proveniente do processo de fusdo, no qual sdo utilizadas
temperaturas extremamente elevadas, além de processos posteriores para obtencdo do
material final (PEREIRA, 2013). Os vidros obtidos por fusdo ou método convencional
possuem um limite de 60% de SiO> para o qual se observa bioatividade. Uma possivel
explicacdo para o limite da composicdo para bioatividade € a presenca de poros muito
pequenos, grande area superficial especifica e alta concentracdo de grupos silanol
(SiOH) sobre a superficie do material, alteracdes dessas caracteristicas sdo conseguidas
com o processo sol-gel. Esses aspectos estruturais sdo responsaveis pelo aumento da
densidade de sitios potenciais para nucleagdo que resulta na formacdo de uma camada
de hidroxiapatita carbonatada sobre o VB. As estruturas mesoporosas de materiais
bioativos obtidos pelo método sol-gel, com poros na faixa de 2-50nm, sdo bem mais
favoraveis do que aquelas completamente densas, porque estes materiais possuem alta
area superficial o que resulta em alta bioatividade e elevada tendéncia a biorreabsor¢éo
(COELHO, 2003).

O processo sol-gel é conhecido hd muito tempo, porém estes materiais s6 ganharam
importancia nas ultimas décadas. Em 1846, Ebelmen obteve o primeiro composto
derivado da técnica sol-gel, o tetraetoxido de silicio. Ele relatou o preparo deste
composto a partir do SiCls e &lcool ap6s o processo de gelificacdo ou geleificacéo,

obtendo assim um soélido transparente. Os materiais sol-gel foram reconhecidos em
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escala industrial somente no final da década de 1930, quando Geffcken e Bergen, da
companhia Schott Glass desenvolveram um processo de producdo de filmes de oxidos
metalicos com propriedades Opticas para recobrimento de vidros. Surgiram assim 0s
primeiros estudos sobre deposi¢éo de filmes por imerséo, ou dip-coating, em 1939. No
final da década de 1960 e inicio de 1970, a indUstria cerdmica comegou a se interessar
pela quimica sol-gel. Com o processo sol-gel existe a possibilidade do controle das
taxas de hidrdlise e condensacdo de alcoxidos durante a transicdo sol-gel para o preparo
de vidros multicomponentes. No entanto, somente apds demonstrarem que compostos
solidos podiam ser produzidos pela secagem desses géis, é que se verificou uma grande
expansdo na aplicacdo deste processo em Vvérias areas da tecnologia, como no
desenvolvimento de condutores, adsorventes cromatograficos, sensores e biossensores,
ceramicas magneticas, filmes supercondutores, revestimentos Opticos e catalisadores.
Nas ultimas décadas, houve um crescimento significativo no interesse pelo processo
sol-gel devido ao fato de que os materiais obtidos por este método apresentarem alta
pureza, homogeneidade e temperatura de processamentos muito inferiores, quando
comparados aqueles formados pelos métodos tradicionais de obtencao de revestimentos
(SCARAMAL, 2010).

O processo sol-gel consiste basicamente na transformacdo de um sol, suspensdo
coloidal de particulas sélidas em um liquido, em um gel. A diferenca entre um sol e
uma solucédo é que a solugdo é um sistema de uma fase Unica, enquanto que um sol é
uma suspensdo de uma fase solida em uma fase liquida. Em um sol, as particulas
coloidais sdo tdo pequenas, da ordem de 1 a 100nm, que as forgas gravitacionais sao
despreziveis e as interagfes sdo dominadas por forcas de pequena ordem, tais como
atracdo de Van der Waals e cargas superficiais. A formacdo de um gel coloidal ou
particulado é resultado da diminuicéo da carga superficial das particulas suspensas, que
perdem a sua mobilidade através da sua interconexdo, dando origem a uma rede
tridimensional rigida e porosa, conhecida como gel. Os géis podem ser obtidos também
pelo controle da polimerizacdo de um composto precursor hidrolisado, resultando em
uma rede inorganica, uma unica molécula que alcangca dimensfes macroscopicas de
forma a se estender através da solu¢do. Um gel umido entdo é uma substancia que

contém um esqueleto sélido continuo cercado de uma fase liquida. No processo sol-gel,
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0s precursores usados para a preparacdo do col6ide consistem de um elemento metalico
rodeado por varios ligantes ndo-metalicos. Os precursores podem ser inorganicos ou
organicos, 0s mais usados sdo os alcoxidos metalicos (OLIVEIRA, 2007). A Figura 1.8
mostra 0 esquema das reacfes no processo sol-gel com formacdo de nanoparticulas e

silica tetraédrica a temperatura ambiente.
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Figura 1.8- Esquema mostrando as reagOes no processo sol-gel: formacdo de
nanoparticulas e silica tetraédrica a temperatura ambiente (JONES, 2013).

Os géis silicatos poliméricos sdo produzidos pelas reacBes de hidrélise e condensacao
do precursor alcoxido. Considerando os grupos funcionais, trés reacfes (Equacdes 1, 2 e
3) séo geralmente usadas para descrever o processo sol-gel:

 Hidrolise:

—Si —OR +H20— — Si —OH + ROH Equacéo 1: reacdo de hidrdlise.

* Condensacao alcoolica:
—[Si =OR + HO- Si]—— — [Si —O - Si]- +ROH Equagdo  2: reacdo  de
condensacéo alcoolica.

Condensagédo aquosa:
—[Si —OH +OH - Si]- - — [Si —O - Si]- +H20 Equacdo  3: reacdo  de
condensagéo aquosa.

A reacdo de hidrolise (Equagdo 1) substitui um grupo alcdxido (OR) por um grupo
hidroxila (OH). Dependendo da quantidade de agua presente, a hidrélise pode se
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processar até o final, de forma que todos os grupos OR sdo substituidos por OH

(Equacéo 4), ou parar enquanto o precursor esta parcialmente hidrolisado (Equacéo 5).

Duas moléculas hidrolisadas parcialmente podem se ligar em uma reacdo de

condensacédo envolvendo grupos silanol ( Si —OH ) para produzir ligagdes siloxanas ( Si

—0 — Si ) mais &gua ou alcool como subproduto (Equagbes 6 € 7).

Si (OR)s + 4.H20 —Si (OH)s + 4. ROH

Si (OR)4 + H20 —»OH — Si (OR)3 + ROH

(OR)3 Si —OH +OH — Si(OR)s—~ (OR)3 Si—O—Si (OR)3 + H2 0O

(OR)3 Si —OR +OH — Si( OR)3 = (OR)z Si —O— Si (OR)3 + ROH

Equacdo 4: reacédo
de hidrolise
completa.

Equacéo 5: reacdo
de hidrdlise
incompleta.

Equagdo 6: reacgdo
de condensacao
com 4gua como

subproduto.
Equacéo 7:
reacao de
condensacdo com
alcool como
subproduto.

Tais reagdes podem continuar pelo processo de condensagdo do alcoxido, resultando em

uma estrutura ramificada (Figura 1.9) porque o0 mondmero Si (OR)4 é tetrafuncional. Por

outro lado, sob certas condigdes, como baixa concentragdo de agua, as reacOes de

hidrolise incompletas podem capacitar a condensacdo, resultando em cadeias com

bracos relativamente pequenos (OLIVEIRA, 2007).
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(a) (b)

Figura 1.9- Rede tridimensional formada pela reacdo de hidrolise do precursor TEOS,
estruturas (a) planar e (b) tridimensional (OLIVEIRA, 2007).

Os parametros de reacdo que influenciam a quimica do processo sol-gel sdo o pH da
solugdo, a razdo entre os moles de silica e &gua, os catalisadores, os solventes e a
temperatura de reacdo. A cinética da reacdo e a estrutura final do gel sdo fortemente
influenciadas pelo carater acido ou basico do catalisador. Sendo a hidrélise catalisada
por uma base, a reacdo ocorre através de substituicdo nucleofilica, e a velocidade de
hidrdlise é maior que a velocidade de condensacdo, formando cadeias mais ramificadas
no inicio do processo. Se a hidrdlise for catalisada por um 4&cido, ocorre reacdo
eletrofilica, e a velocidade da condensacdo serd maior que a da hidrolise, levando a
formacdo de cadeias mais longas e menos ramificadas no inicio do processo
(BARRIONE, 2014) .

O processo de polimerizacdo pode ser dividido em trés dominios de pH’s: pH abaixo de
2, entre 2 e 7 e acima de 7. Esses dominios sdo estabelecidos de acordo com as
caracteristicas superficiais da silica: o ponto de carga zero (PCZ), em que a carga
superficial é zero, e 0 ponto isoelétrico (PIE), onde a mobilidade das particulas da silica
é zero, ambos na faixa de pH entre 1 e 3. O limite de pH igual a 7 aparece quando tanto
a solubilidade como a taxa de dissolugcdo sdo maximizadas e porque as particulas de
silica sdo ionizaveis apreciavelmente acima desse valor de pH, de forma que o
crescimento das particulas ocorre sem agregacéo ou gelificacdo. O valor de pH=2

representa a regido de metaestabilidade, onde os tempos de gelificacdo séo bastante
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longos. A formag&o e a agregacdo de particulas primérias ocorrem simultaneamente. As
particulas carregam pouca carga, o que permite a colisdo entre elas, dando origem a
cadeias e, posteriormente, a um solido tridimensional. Em pH’s entre 2 ¢ 7, a
polimerizagdo ocorre entre espécies condensadas. Uma vez formados os dimeros, eles
reagem preferencialmente com mondmeros para formar trimeros e, tornam a reagir para
formar tetrameros. O crescimento e agregacdo ocorrem por continua adicdo de
moléculas pequenas, as moléculas mais condensadas, formando cadeias e, por fim, uma
rede tridimensional. Perto do PIE, os processos de crescimento e agregacdo ocorrem
juntos e sdo indistinguiveis. A solubilidade é baixa nessa faixa de pH, e quando as
particulas alcancam tamanhos entre 2 a 4nm, o crescimento das particulas param, ja que
a solubilidade ¢é fortemente reduzida. Acima do pH igual a 7, as particulas de silica sdo
carregadas negativamente e repelem-se mutuamente. Com isso, elas ndo colidem,
proporcionando um crescimento das particulas sem agregacdo. A solubilidade dessas
particulas influencia na taxa de crescimento, ja que depende da distribuicdo de tamanho.
Como as particulas pequenas sdo mais solGveis do que as grandes, tém-se uma
tendéncia geral de crescimento do tamanho médio das particulas e uma diminuicdo no
seu namero total (BARRIONI, 2014).

O processo sol- gel é realizado em algumas etapas:

1) mistura: o sol é formado através da mistura mecanica das particulas coloidais em
agua; as reacdes envolvendo o tetraetilortosilicato (TEOS - fornecedor de silicio para a
formacéo do vidro) liberam agua e alcool que resultam no inicio da formacéo das redes
de silica, as quais mantém presos em seu interior agua e alcool expelidos pela reacéo do
TEOS. Estas reagdes sdo chamadas de hidrdlise e policondensagdo e podem ocorrer em
variadas temperaturas;

2) moldagem: devido sua baixa viscosidade, o sol deve ser colocado em moldes;

3) geleificacdo: as particulas coloidais e a silica condensada se conectam formando uma
rede tridimensional, aumentando consideravelmente a viscosidade e formando um
solido no formato do molde;

4) envelhecimento: o material do molde permanece imerso em liquido por um periodo
de tempo que pode variar de horas a alguns dias, durante este periodo continuam a

ocorrer as reagdes de policondensagdo concomitantemente com a solucéo e precipitagéo
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de redes do gel, fator que aumenta a espessura dos pescogos formados entre as
particulas e diminui a porosidade;

5) secagem: durante a secagem ocorre a remocdo do liquido presente nos poros
interconectantes da rede; logo este processo deve ser controlado de forma a evitar
trincas e falhas no material durante a evaporagéo da agua;

6) desidratacdo ou estabilizacdo quimica: ap0s esta etapa o sélido se torna ultraporoso e
estavel quimicamente uma vez que as ligacdes de silanol sdo removidas da rede dos
poros;

7) densificacdo: os poros sdo eliminados por meio da exposicdo do material a altas

temperaturas.

1.3.5 AGENTES POROGENICOS

Para o sucesso de um scaffold devem ser considerados suas caracteristicas anatdmicas,
como tamanho e forma dos poros, morfologia da parede dos poros, porosidade, area de
superficie e interconectividade dos poros, esses sdo provavelmente os parametros
criticos que terdo impacto no cultivo celular, diferenciacdo e migracdo celular,
transporte de oxigénio, nutrientes e metab6licos celulares que conduzirdo a formacao
tecidual em trés dimensdes (MELCHELS et al., 2009; HELMINEN et al., 2002;
RONCA, 2010).

O scaffold deve ter resisténcia mecanica necessaria para sua retencdo apos implantado,
particularmente na reconstrucdo de tecido 0Osseo. Essa bioestabilidade depende de
fatores como: forca aplicada, estabilidade do material, absorcéo na interface do material
e degradacdo quimica. A reprodutibilidade do processo de fabricacdo do scaffold € de
extrema importancia devido sua forma final ter uma influéncia critica na sua funcéo
(YANG, 2001; IKEGAMI, 2007).

A estrutura de poros interconectados facilita a engenharia de tecido dsseo por permitir a
introducdo de ceélulas mesenquimais, agentes osteogénicos tais como proteinas

morfogenéticas 6sseas ou vasculares dentro dos poros. (YOSHIKAWA et al., 2009).
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O crescimento tecidual é relacionado com o tamanho dos poros do scaffold . Com poros
menores que 10um ndo ha crescimento tecidual, entre 10 e 50um ha crescimento
fibrovascular, entre 50 e 150um h& formacdo de ostedide e acima de 150um hé
crescimento 6sseo. O nivel de porosidade deve superior a 50% de volume no
biomaterial. A porosidade busca aumentar a reabsor¢do do biomaterial e a extenséo da
bioatividade, por aumentar a area de superficie disponivel para reacdo tecidual.
Entretanto, o desenvolvimento de materiais com alta porosidade total ndo assegura a
penetracdo de proteina e a proliferacdo celular, a menos que haja uma adequada
distribuicdo dos poros (LUIZ, 2013).

KANG et al. (2011) desenvolveram um scaffold de B-TCP com poros interconectados
pelo método de fundicdo de molde. O método incluiu o preparo de pequenos granulos
de parafina e a lama ceramica de B-TCP, fundiu-se a lama dentro do molde com
granulos de parafina que foi solidificado e sinterizado. As esferas de parafina usadas no
estudo foram de tamanho entre 0,71 e Imm. O pd de B-TCP, p6 de CMC, dispersante
(Darvan C) e surfactante (Surfonals) foram misturados com agua destilada e agitados
para formar uma pasta ceramica. As esferas de parafina preencheram os moldes
personalizados e a suspensdo de B-TCP foi introduzida nos moldes, sob vicuo. Apdés a
remocao do corpo verde desidratado do molde, esse foi tratado a 1250°C por 3 horas. A
porosidade dos scaffolds foram 82,49 £+ 0,04% e o tamanho dos poros 350-500um, a
forca de compresséo do scaffolds foi 3,41 + 0,3 MPa.

MACHADO et al (2009) confeccionaram scaffolds teciduais baseados em cimento de
a-fosfato tricalcico e microesferas de parafina como agente porogénico, (Figura 1.10)
homogeneizando se manualmente as esferas de parafina juntamente com o cimento de
a-TCP e adicionando a fase liquida. A analise termogravimétrica da parafina mostrou o
pico de degradacdo a aproximadamente 370°C, mas a degradacio completa ocorreu
pouco antes de 600°C. A temperatura de fusdo da parafina é em torno de 70°C. Os
scaffolds obtidos com esferas de parafina tiveram poros com formato esférico e
interconectados. A resisténcia dos scaffolds foi minima suficiente para 0 manuseio dos
mesmos, 0 que de certo modo j& é suficiente, pois os arcaboucos deverdo ganhar
resisténcia mecanica com a proliferacdo de osteoblastos ao formar o tecido 6sseo.
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Figura 1.10- Imagem de MEV do arcabouco confeccionado com 82% de parafina
(MACHADO et al., 2009).

O plano de trabalho, a discusséo e os resultados sdo apresentados nos capitulos a seguir.
A metodologia, a discussao e resultados foram divididos em dois capitulos (3 e 4). O
capitulo 3 envolve o desenvolvimento da técnica de obtencéo de scaffolds por adi¢éo de
agente porogénico e a selecdo do melhor agente em funcdo das caracteristicas
estruturais obtidas. O capitulo 4 propde a obtengéo de scaffolds de VB com variagdo da
composicdo (58S e 100S) e da temperatura de sinterizagdo (700, 800 e 900°C), usando o

agente porogénico escolhido. O capitulo 5 sdo as consideracgdes finais.



CAPITULO 2

Objetivos
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho é propor nova rota de obtencdo de scaffolds porosos
de VB, através da adicdo de agentes porogénicos, avaliar os efeitos que a mudanga na
composicdo quimica e temperatura de tratamento podem provocar na cristalinidade dos

materiais obtidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS POR CAPITULO:

Capitulo 3:

-Desenvolver nova rota de obtencdo de scaffolds porosos de VB, através da

incorporacdo de agentes porogénicos em solucdo precursora obtida pelo método sol-gel.

-Avaliar o efeito da adi¢do de diferentes agentes porogénicos ao scaffold e determinar
qual agente porogénico mais apropriado na producdo dos scaffolds, através da
caracterizagdo das amostras por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e

microtomografia computadorizada (UCT).

Capitulo 4:

-Preparar scaffolds de VB 58S (SiO2 60%-36%Ca0O-4%P.0s em mol ou 58%SiO.-
33%Ca0-9%P>0s em massa) e VB 100S (SiO2 100% composi¢do molar) pela nova
rota, utilizando o agente porogénico com caracteristicas mais favoraveis definidas no

capitulo 3.

-Tratar termicamente os scaffolds de VB a 700, 800 e 900°C.
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-Caracterizar e comparar as amostras por meio de difragdo de raio-X (DRX),
microscopia eletrdnica de varredura (MEV), microtomografia computadorizada (UCT) e

analises de adsorcdo de N, (BET).

-Avaliar a citotoxidade do biomaterial.



CAPITULO 3
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3SELECAO DO AGENTE POROGENICO

A técnica de adicdo de agentes porogénicos é uma técnica versatil, uma vez que uma
infinidade de agentes porogénicos podem ser utilizados. Além disso, ndo encontramos

na literatura nenhum estudo sobre adi¢do de agentes porogénicos ao VB obtido via sol-

gel.

Serdo testados o0s seguintes agentes porogénicos, com caracteristicas fisicas diferentes:

parafina em duas diferentes conformacdes, cera e carboximetilcelulose (CMC).

As parafinas sdo hidrocarbonetos saturados, nos quais os &tomos de carbono e
hidrogénio estdo ligados entre si somente por ligagdes simples, formando cadeias

lineares, ramificadas, ciclicas, interligadas ou ndo (AUM, 2012).

Os componentes da cera utilizada s@o: colophonium (resina natural), rosinato de
glicerina, Ricinus communis  (6leo de semente de mamona), parafina, cera

microcristalina e cera de veiculos.

A Carboximetilcelulose (CMC) ¢é obtida através da reacdo da celulose com
monocloroacetato de sédio. O CMC é um hidrocol6ide que contribui para formacéo de
gel, na retencédo de agua, além de apresentar propriedades de polieletrélito. As presencas
de substituintes com grupos —CH>-COQOH, na cadeia da celulose produz um afastamento
das cadeias poliméricas e permitem maior penetracdo de agua, conferindo ao CMC
solubilidade em é&gua. A estrutura da CMC é baseada no polimero f-(1,4)-D-
glucopiranose da celulose (ROHR, 2007).

O objetivo deste capitulo foi alterar a rota de obtengdo de scaffolds porosos de VB,

através da inclusdo de agentes porogénicos.
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3.1 MATERIAIS E METODOS

3.1.1 SINTESE DOS SCAFFOLDS COM 100% SIO. COM ADICAO DE
DIFERENTES AGENTES POROGENICOS.

Os scaffolds de VB foram confeccionados, pela rota sol-gel, a principio com
composicdo 100% de silica (VB100S). Os reagentes foram: alcoxido tetraetil
ortosilicato (TEOS) - Aldrich, 98% de pureza, Si(OC2Hs)s, precursor de SiO, agua
deionizada, acido nitrico 2N — Synth e solucéo 5% v/v acido fluoridrico HF - Merck.

A sintese seguiu 0 método sol-gel, rota alcoxido, com a seguinte metodologia para o
vidro 100S: 220,4ml de 4gua deionizada, 36,7ml de solucdo 2N de &cido nitrico (HNOs)
e 228,6ml de tetraetilortosilicato (TEOS) foram adicionados em um béquer e a agitacdo
foi mantida por 60 minutos. O sol resultante foi misturado com o agente porogénico
conforme a Tabela 3.1 juntamente com o HF, sendo este 5% (v/v) do sol. O produto
resultante foi colocado em recipientes de teflon fechados hermeticamente com tampa
lisa e porcas de teflon (Figura 3.1). A quantidade de agente porogénico adicionado, foi
determinada pela maxima porcentagem dispersa do agente porogénico no VB sol-gel.
Esses foram colocados na estufa para gelificacio e envelhecimento a 60°C por 72 horas.
Em seguida iniciou-se a secagem. As tampas foram trocadas por tampas com furos e
fechadas com as porcas de teflon. Os recipientes foram colocados na estufa a 60°C e a
temperatura foi elevada em 10°C a cada 24 horas até atingir a temperatura de 120°C e
mantida por mais 24 horas. Os scaffolds foram tratados termicamente nas temperaturas
700, 800 e 900°C com taxa de aquecimento de 1°C por minuto, por 1440 minutos, para
que degradasse toda a fase organica.



Tabela 3.1- Amostras para selecdo dos agentes porogénicos
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AMOSTRA

% DE SOL EM

% DE AGENTE

% DE HF (V/V DO

VOLUME POROGENICO EM | SOL)
VOLUME
1 (Parafina-1) 45% 55% 5%
2 (Parafina-2) 30% 70% 5%
3 (Cera) 40% 60% 5%
4 (Parafina-1+ CMC) | 27,4% 50,3% de parafina-1 | 5%

22,3% de CMC

A Figura 3.1 mostra os recipientes de teflon projetados para tornar mais eficiente a

vazdo do sol e confeccdo dos scaffolds. Observar que apds a geleificagdo e

envelhecimento a tampa lisa é trocada por tampa com furos, ambas de teflon, para

iniciar a secagem.

Figura 3.1- Recipientes de teflon para confecgéo dos scaffolds.
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3.1.2 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS SCAFFOLDS.

Foram realizadas analises MEV dos agentes porogénicos e dos scaffolds utilizando o
equipamento FEI-INSPECT S50, operando a 20kV equipado com um espectrometro de
energia dispersiva (EDS) da EDAX Genesis.

A Microtomografia Computadorizada de raios-X (LCT) dos scaffolds foi realizada por
aparelho Skyscan 1174 (Aartselaar, Bélgica), equipado com camera de 1,3mega pixel,
utilizando-se fonte de 50kV e corrente de 800A com resolugdo de 14um. Foi utilizado
filtro de aluminio com 1mm de espessura. As amostras foram fixadas em um suporte, e
rotacionadas 180°, com imagens adquiridas a cada 0,7°. ApGs o escaneamento, cortes
transversais foram reconstruidos em estruturas tridimensionais utilizando-se software

SkyScan para analise.

3.2 RESULTADOS

3.2.1 SCAFFOLDS OBTIDOS COM DIFERENTES AGENTES POROGENICOS.

Os agentes porogénicos foram analisados por MEV para avaliacdo de seus tamanhos e
formatos. A cera (Figura 3.2) apresentou formato disforme e variagdo de tamanho de 9 a
204um. O CMC mostrou forma alongada, com distribuicdo de tamanho de 28 a 382um
(Figura 3.3). A parafina 1, (Figura 3.4) apresentou formato mais arredondado com
distribuicdo de tamanho de 609 a 993um. A parafina 2 (Figura 3.5) mostrou formato

arredondado e mais uniforme, com distribui¢do de tamanho de 1,9 a 2,3mm.
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(b)
Figura 3.2- MEV da cera, mostrando ampla distribuicdo de tamanho, com

variagdo de 9 a 204pm.

(b) I

942\1 um

(b)
Figura 3.4- MEV da parafina 1, com distribuicdo de tamanho de 609 até 993um.
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(b) &
Figura 3.5- MEV da parafina 2, com distribui¢do de tamanho de 1,9 até 2,3mm.

(@)

As Figuras 3.6 e 3.7 mostram os scaffolds antes do tratamento térmico.

Figura 3.6- Imagem dos scaffolds preparados com parafina 1 antes do tratamento

térmico.
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(a) (b) (©) (d)

Figura 3.7- Imagem dos scaffolds preparados com: (a) parafina 2, (b) CMC mais

parafina 1, (c) parafina 1 e (d) cera.

Os scaffolds produzidos com adicdo de CMC associado a parafina, descritos na imagem
3.7 (b) desintegraram-se durante o tratamento térmico. Assim, ndo foi possivel obter

amostras viaveis a partir dessa composi¢do de agentes porogénicos.

Os scaffolds foram denominados: VBC 700°C, VBC 800°C, VBC 900°C, VBP1 700°C,
VBP1 800°C, VBP1 900°C, VBP2 700°C, VBP2 800°C e VBP2 900°C conforme

descritos na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2- Descrig¢do dos Scaffolds

SCAFFOLDS MATERIAL TRATAMENTO
TERMICO
UTILIZADO

VBC 700°C Vidro Bioativo com adi¢do | 700°C
de cera como agente

porogénico

VBC 800°C Vidro Bioativo com adigdo | 800°C
de cera como agente

porogénico

VBC 900°C Vidro Bioativo com adi¢do | 900°C
de cera como agente

porogénico

VBP1 700°C Vidro Bioativo com adicdo | 700°C
de parafinal como agente
porogénico

VBP1 800°C Vidro Bioativo com adicdo | 800°C
de parafinal como agente

porogénico

VBP1 900°C Vidro Bioativo com adi¢cdo | 900°C
de parafinal como agente

porogénico

VBP2 700°C Vidro Bioativo com adigdo | 700°C
de parafina 2 como agente

porogénico

VBP2 800°C Vidro Bioativo com adicdo | 800°C
de parafina 2 como agente

porogénico

VBP2 900°C Vidro Bioativo com adi¢do | 900°C
de parafina 2 como agente

porogénico

Os scaffolds VBC 700°C apresentaram fragilidade ao manuseio, formatos disformes,

com o aumento de temperatura de tratamento térmico os scaffolds tornaram-se mais
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resistentes ao manusear, os VBC 900°C mostraram maior facilidade de manuseio e
visualmente, formato mais uniforme que os VBC 700°C e VBC 800°C. Os VBP1
700°C, VBP1 800°C e VBP1 900°C demonstraram comportamento a0 manuseio e
formato mais uniforme que os demais scaffolds, o0 VBP1 700°C com formato menos
uniforme e com maior dificuldade de manusear, maior facilidade de fratura que os
VBP1 800°C e VBP1 900°C. Os VBP2 700°C, VBP2 800°C e VBP2 900°C
apresentaram baixa resisténcia ao manuseio, com maior dificuldade de manusea-los, em

relacdo aos demais scaffolds.

Caracterizacdes por MEV e uCT dos scaffolds produzidos foram realizadas para selecédo
do agente porogénico. O agente porogénico foi selecionado pelo scaffold que
apresentou melhor distribuicdo, interconectividade, tamanho, formato de poros e maior

resisténcia ao manuseio.

3.2.2 MEV E EDS DOS SCAFFOLDS OBTIDOS COM DIFERENTES AGENTES
POROGENICOS.

As andlises de MEV dos VBC 700°C, 800°C e 900°C mostraram poucos poros abertos,
sendo o eixo da porosidade de 42 a 102um, 55um e 33 a 167um respectivamente. As
amostras deVBP1 700°C, 800°C, 900°C mostraram-se, nas imagens de MEV porosas
com diametro de poros 113 a 1174um, 219 a 1041um e 64 a 595um, respectivamente.
As amostras de VBP2 700°C, 800°C e 900°C mostraram-se no MEV com poros muito
grandes e abertos, sendo que o tamanho de poro variou de 437um, no scaffold tratado a
900°C até 1.045um, no scaffold tratado a 800°C. O formato dos poros dos scaffolds foi
condizente com o formato dos agentes porogénicos.

O aumento temperatura de tratamento térmico pelas analises de MEV mostra uma
diminuicio do tamanho dos poros no scaffold VBP1 900°C em relagdo aos tratados a
700°C e 800°C, o mesmo ocorre com o scaffold VBP2 900°C em relacdo aos tratados a
700°C e 800°C. Os scaffolds tratados a 900°C ainda possuem tamanho de poro favoravel

a regeneracao 0ssea, isto €, superior a 150um.
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A Figura 3.8 ilustra as imagens de MEV dos scaffolds VBC 900°C, VBP2 800°C, com
VBP1 700°C.

Figura 3.8- Imagem de MEYV dos scaffolds produzidos com adigéo de cera, parafina 1 e
parafina 2 tratados termicamente. (a) VBC 900°C, com aumento de 100x., (b) VBP1
700°C com aumento de 50x e (c).VBP2 800°C, com aumento de 400x.

Os espectros de EDS de todas as amostras mostraram a presenca de silicio e oxigénio e
foram préximos em todas os scaffolds, conforme a Figura 3.9 que € o espectro de EDS
do scaffold VBC 700°C.
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Figura 3.9- EDS do scaffold com adicdo de cera tratados a 700°C.
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3.2.3 pCT DOS SCAFFOLDS OBTIDOS COM DIFERENTES AGENTES

POROGENICOS.

Os scaffolds produzidos com adicgdo de cera, parafina 1 e parafina 2 foram submetidos a

analise por uCT, que mostraram uma media de tamanho de poros muito superior ao
observado por MEV, para o VBC tratados a 700, 800 e 900°C: 419um, 411 pum, 399um,

respectivamente. 1sso se explica devido a uCT avaliar o scaffold em 3D, além de outras

razdes variadas, como contracdo da amostra no MEV, especificagdes de claro e escuro

na UCT, entre outros. O tamanho dos poros nos scaffolds VBC diminuiram com o

aumento de temperatura de tratamento térmico A uCT para o VBP1 tratados a 700, 800

e 900°C, obteve diametros de poros de 442um, 400pum e 371um respectivamente, que
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também diminuiram com o aumento de temperatura de tratamento térmico. A uCT dos
VBP?2 tratados a 700, 800 e 900°C mostraram didmetros de poros de 532um, 599um e
594um respectivamente, 0 aumento de temperatura de tratamento térmico nao diminuiu
0 tamanho dos poros pelas anélises de uCT. Os VBP2, devido ao grande tamanho e
quantidade dos poros, os scaffolds apresentaram menor resisténcia a0 manuseio em
relacdo aos scaffolds produzidos com parafina 1 e cera. Todas as amostras apresentaram
quantidade de poros abertos superior a 50%, exceto 0 VBC 900°C que apresentou 44%
de porosidade. Ressalta-se que foi calculado por uCT apenas 0s macroporos, sendo a
porosidade total provavelmente maior do que os resultados obtidos nesta caracterizagéo,
uma vez que os materiais obtidos pela rota sol-gel apresentam também um grande
volume de mesoporos. Os scaffolds produzidos além de terem quantidade satisfatdria de
poros abertos (superior a 50%), apresentaram uma distribuicdo de tamanho de poros
(superior a 150um) condizente para regeneracdo Ossea. As imagens de UCT (Figura
3.10, 3.11 e 3.12) mostram as diferencas estruturais em 3D e 2D dos VBC, VBP1 e
VBP2. O VBC 700°C apresentou 68% de poros abertos, os poros sio interconectados,
mas irregulares, o que condiz com o formato do agente porogénico, com uma ampla
distribuicdo de tamanho, sendo o didmetro médio: 419um. O VBP1 700°C apresentou
67,4% de poros abertos com formato mais uniforme, condizente com o formato do
agente porogénico, 0s poros sdo interconectados e com distribuicdo de tamanho de
poros satisfatoria, com didmetro médio de 442um. O VBP2 700°C apresentou 66% de
poros abertos, arredondados, condizentes com o formato do agente porogénico, 0S poros
séo inteconectados e o didmetro médio é de 532pm.
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(b)

(d)
Figura 3.10- uCT do VBC 700°C: (a) scaffold em 3D, (b) estrutura de poros em 3D, (c)
estrutura interna em 3D, (d) corte 2D.




47

(b)

(d)
Figura 3.11- uCT do VBP1 700°C: (a) scaffold em 3D, (b) estrutura de poros em 3D, (c)
estrutura interna em 3D, (d) corte 2D.
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(b)

(d)
Figura 3.12- uCT do VBP2 700°C: (a) scaffold em 3D, (b) estrutura de poros em 3D, (c)

estrutura interna em 3D, (d) corte 2D.

As distribuicdes de tamanho de poros obtidas para os scaffolds VBC 700°C, VBP1
700°C e VBP2 700°C sdo mostradas na Figura 3.13, que mostrou uma média de
tamanho de poros de: 419, 442 e 532um, respectivamente. A parafina-1 como agente
porogénico permitiu a formacdo de scaffolds com melhor distribuicdo de tamanho de
poros, as caracterizagdes também permitiram observar que nos scaffolds VBP1os poros

sdo mais interconectados, pré requisitos para que acontega a regeneracao 0ssea.
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Figura 3.13- Distribuicdo de tamanho de poros por uCT: (a) VBC 700°C, (b) VBP1
700°C e (c) VBP2 700°C.
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A Tabela 3.3 resume os dados obtidos através das caracterizagBes estruturais dos
scaffolds, VBC, VBP1 e VBP2.0s scaffolds produzidos com o porogénico cera, tendo
este ampla variacdo de tamanho: 9 a 204um, apresentaram grande variacdo do maior
eixo das porosidades nos scaffolds. O formato disforme dos poros condiz com a
anatomia do agente porogénico. O aumento de temperatura de tratamento térmico

diminuiu o maior eixo dos poros e a porcentagem de poros abertos no VBC 900°C.

Os scaffolds com adicdo de parafina 1 em que a variacdo do tamanho do porogénico foi
de 609 a 993um, mostrou distribuicdo de tamanho de poros relativamente uniforme. O
aumento da temperatura de tratamento térmico ndo diminuiu a porcentagem de poros

abertos, mas diminuiu o didmetro dos poros.

Os scaffolds com adicdo do porogénico parafina 2 com tamanho de 1,9 a 2,3mm
apresentaram poros maiores que dos demais scaffolds, sendo condizente com o diametro
maior do agente porogénico. O aumento de temperatura de tratamento térmico
apresentou pelas caracterizacbes por MEV diminui¢do no tamanho dos poros no VBP2
900°C, enquanto o aumento de temperatura de tratamento térmico na UCT ndo mostrou
diminuic&o do tamanho dos poros. O VBP2 800°C foi 0 mais poroso dos scaffolds.
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Tabela 3.3- Diametro e porcentagem de poros abertos (obtidos por uCT e MEV) dos

scaffolds de VB100S com adicdo dos agentes porogénicos: cera (C), parafina 1(P1),

parafina 2(P2), tratados a 700, 800 e 900°C e tamanho dos agentes porogénicos.

SCAFFOLDS

PORCENTAGEM

PORCENTAGEM

TAMANHO DOS
AGENTES

DIAMETRO DOS

DIAMETRO DOS

TOTAL DE POROS | DE POROS POROGENICOS POROS POR MEV | POROS POR uCT
PORUCT % ABERTOS POR | pm pum um
uCT %

VBC 700°C | 72 68 9a204 422102 419
VBC 800°C | 74 72 94a204 55 411
VBC 900°C | 57 44 9a204 33al67 399
VBP1700°C | 67 67 609 a 993 113a1.174 442
VBP1 800°C | 68 68 609 a 993 219a1.041 400
VBP1900°C | 70 70 609 a 993 64 a 595 371
VBP2 700°C | 66 66 1.900 a 2.300 | 1.000 532
VBP2 800°C | 79 79 1.900 a 2.300 | 756 a 1.045 599
VBP2 900°C | 66 66 1.900a2.300 | 438 a989 594
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3.3 CONCLUSOES

A partir dos resultados conclui-se que é possivel adicionar agentes porogénicos ao VB
obtido via sol-gel para produzir porosidade em scaffolds de engenharia de tecidos

0sseos.

Os scaffolds produzidos com cera apresentaram quantidade de poros abertos superior a
68% nos scaffolds tratados a 700°C e 800°C e nos scaffolds tratados a 900°C a
quantidade de poros abertos foi de 44%. O tamanho dos poros, obtidos por MEV, nas
amostras tratadas a 700°C foi de 42 a 102pum, por uCT a média de tamanho de poros foi
419 um, um didmetro muito maior, que pode ser justificado pela caracterizagdo por
UCT analisar o volume da amostra em 3D. As amostras tratadas a 800°C tiveram o
tamanho de até 55um medido por MEV, mas, por UCT, a média de tamanho de poro foi
de 411pm. As tratadas a 900°C tiveram variacdo do tamanho de poro de 33 a 167pum
por MEV e média de tamanho de poros 399um por uCT .

Os scaffolds produzidos com adicdo de parafina 1 apresentaram interconectividade e
formato de poros satisfatorios e tamanho de poros por MEV na ordem de 113 a
1.174pum nos scaffolds tratados a 700°C. O tamanho dos poros variou de 219 a 1.041um
nos scaffolds tratados a 800°C e de 64 a 595um nos scaffolds tratados a 900°C. A uCT
mostrou um tamanho de poros de 442, 400 e 371um nos VBP1 700°, 800° e 900°C.

Os scaffolds com adicéo de parafina 2 apresentaram poros maiores da ordem de 437um,
nos scaffolds tratado a 900°C até 1.045um, nos scaffolds tratado a 800°C, abertos e com
interconectividade, por uCT a média de tamanho de poros foi 532, 599 e 594um nos
SVBP1 700° 800° e 900°C, devido ao grande tamanho e quantidade dos poros, os
scaffolds apresentaram menor resisténcia ao manuseio em relacdo aos scaffolds de

parafina 1.

O Unico scaffold com porosidade inferior a 50% foi o SVBC tratado a 900°C, que
obteve 44% de poros abertos, assim conclui-se que é possivel adicionar agentes
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porogénicos ao VB obtido via sol-gel e obter scaffolds com poros interconectados

porosidade, tamanho e distribuicdo de poros favoraveis a regeneracdo tecidual 0ssea.



CAPITULO 4
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4 CONFECCAO DOS SCAFFOLDS 58S e 100S COM O AGENTE
POROGENICO ESCOLHIDO E VARIACAO NA TEMPERATURA
DE SINTERIZACAO 700°C, 800°C E 900°C.

As analises dos resultados obtidos com diferentes agentes porogénicos, considerando
integridade das amostras, tamanho e distribuicdo de tamanho de poros, permitiu
selecionar o agente porogénico parafina-1 para a continuidade desse estudo. Assim, 0
objetivo deste capitulo foi confeccionar scaffolds, adicionando a parafina 1, como
agente porogénico, ao VB 58S (58%Si0,-33%Ca0-9%P.0s em porcentagem massica) e
100S (100%SiO2 em porcentagem massica), obtido via sol-gel e avaliar os efeitos que
uma mudanca na temperatura de tratamento nos scaffolds de VB provocam na sua

cristalinidade.

4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 SINTESE DOS SCAFFOLDS DE DIFERENTES COMPOSICOES COM
ADICAO DO AGENTE POROGENICO PARAFINA 1

Vidros bioativos de duas composi¢des foram entdo sintetizados:VB58S (58%SiO,-
33%Ca0-9%P,0s em porcentagem massica) e VB100S (100%SiO, em porcentagem
massica). Para o VB58S foram usada os seguintes reagentes: 132,2ml de &gua
deionizada, 22,04ml de &cido nitrico 2N— Synth, 13,75ml de trietilfosfato (TEP) -
Aldrich, 137,1ml de tetraetilortosilicato (TEOS) - Aldrich e 85,01g nitrato de calcio
(Ca(NO3)24H,0) —Synth. A Figura 4.1 resume a sintese do VB. Foram adicionados em
um béquer agua deionizada e acido nitrico. Em seguida foram adicionados o TEOS e
TEP e mantida a agitacdo por 60 minutos. O nitrato de célcio foi adicionado aos poucos
a mistura, a agitacdo foi mantida por mais 30 minutos. Para 0 VB100S usou-se: 220,4ml
de agua deionizada, 36,7ml de acido nitrico 2N (HNO3) — Synth, e 228,6ml de
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tetraetilortosilicato (TEOS) - Aldrich. Foram adicionados em um béquer agua
deionizada e &cido nitrico. Em seguida foi adicionado o TEOS e mantida a agitacdo por
60 minutos. O sol resultante foi misturado com o agente porogénico (50% de massa por
volume, para o 58S e 55% de massa por volume para o 100S), e 5% de HF - Merck (v/iv
do sol, como catalisador de gelificacdo) foi adicionado. A mistura foi colocada em
recipientes de teflon, fechados hermeticamente com a tampa lisa e porcas de teflon, e
entdo colocados na estufa para gelificacdo e envelhecimento a 60°C por 72 horas. Para a
secagem as tampas foram trocadas por tampas com furos e fechadas com as porcas de
teflon. Os recipientes foram colocados na estufa a 60°C e a temperatura foi elevada em
10°C a cada 24 horas até atingir a temperatura de 120°C e mantida por mais 24 horas.
Os scaffolds (VB58S e VB100S) obtidos apds secagem foram colocados para
tratamento térmico, a 700, 800 e 900°C com taxa de aquecimento de 1°C por 1440

minutos. As amostras foram descritas conforme mostrado na Tabela 4.1.

Agente |

porogénico

porogénico e
e Acido Addo

fluoridrico

noridrieg

Sintese por método sol-gel, rota alcoxido . . .
Sintese por método sol-gel, rota alcoxido

Figura 4.1- Esquema da sintese VB.
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Tabela 4.1- Amostras dos Scaffolds de VB 58S e 100S.

AMOSTRAS %Si02 EM TEMPERATURA DE
TRATAMENTO
PORCENTAGEM TERI\/”CO
MASSICA
VBP158S-700°C 58% 700°C
VBP158S-800°C 58% 800°C.
VBP158S-900°C 58% 900°C
VBP1100S-700°C 100% 700°C
VBP1100S-800°C 100% 800°C
VBP1100S-900°C 100% 900°C

4.1.2 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS SCAFFOLDS.

Os scaffolds foram analisados por Microscopia Optica (MO) em Microscopio de
polarizacao trinocular marca Leica DM 2500 para determinar a morfologia dos poros.

A morfologia e composi¢do quimica dos scaffolds foram observadas por Microscopia
Eletrdnica de Varredura (MEV) e por Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X
(EDS), utilizando o equipamento FEI-INSPECT S50, operando a 20kV equipado com
um espectrometro de energia dispersiva (EDS) da EDAX Genesis.

Foi realizada Difracdo de Raios-X (DRX) no equipamento PW9710mpd, da Philips,
usando radiagdo CuKa (A = 1,54056,&) a 40kV e 30mA. A andlise foi conduzida com
angulo 26 variando de 3,00° a 90,00° com passo de 0,06° e tempo de coleta de 1s.
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Para avaliacdo morfoldgica foi realizada Microtomografia Computadorizada (LCT) que
permitiu avaliar tamanho, distribuicéo e interconectividade dos poros, foi realizada por
aparelho Skyscan 1174 (Aartselaar, Bélgica), equipado com camera de 1,3mega pixel,
utilizando-se fonte de 50kV e corrente de 800pLA com resolugdo de 14um. Foi utilizado
filtro de aluminio com 1mm de espessura. As amostras foram fixadas em um suporte, e
rotacionadas 180°, com imagens adquiridas a cada 0,7°. ApGs o escaneamento, cortes
transversais foram reconstruidos em estruturas tridimensionais utilizando-se software

SkyScan para analise.

As andlises por Adsorcdo de nitrogénio, BET (analises de area de superficie por
isortermas Brunauer, Emmett e Taller) foram realizadas utilizando um equipamento
Quantachrome NovaWin, version 10.01 e permitiram a determinacdo da éarea

superficial total, o volume de poros e distribuicdo de meso e microporos.

4.1.3 AVALIACAO DA CITOTOXIDADE DOS SCAFFOLDS.

A citotoxicidade dos scaffolds foi avaliada pelo ensaio de MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (sal de tetrazdlio), que analisa
quantitativamente a reducdo do sal de tetrazolium (MTT) pelo complexo enzimatico
piruvato desidrogenase presente nas mitocéndrias. A formagdo de um produto final de
cristais de formazan sdo mensurados em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de
595nm. Esse ensaio é usado especificamente para avaliar a funcionalidade mitocondrial

e proliferacdo celular.

Os Ratos Wistar neonatos (1 a 5 dias), fémeas, utilizados para este estudo foram obtidos
a partir do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO). O
estudo estd em conformidade com o Manual sobre Cuidados e Uso de Animais de
Laboratério publicado pelo ‘National Institutes of Health” dos EUA (NIH publicacdo n °
85-23, revista em 1996). Os osteoblastos foram extraidos de calvaria de 5 ratos

neonatos. Os animais foram sacrificados e suas calvarias foram retiradas e cortadas em
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fragmentos de 2mm/2mm, esses fragmentos foram colocados em 1 tubo falcon
contendo tripsina 1 % e foram levados para estufa a 37°C e 5% de CO2 por 15 minutos.
O sobrenadante foi descartado e foi colocado 0,06g de colagenase tipo 2 em 30ml de
DMEM sem soro e colocado por 30 minutos a 37°C. O sobrenadante foi descartado e
foi colocado mais DMEM e colagenase e retornado para estufa por mais 20minutos. O
falcon com o material foi centrifugado por 5minutos, 1400rpm. O sobrenadante foi
recolhido e colocado na garrafa de cultura T25 com 5ml de meio DMEM
complementado com soro fetal bovino (SFB). Foram feitas mais 2 digestdes de 20

minutos.

Os osteoblastos da segunda passagem foram tripsinizados e plaqueados (3x10%células/
poc¢o) em placas de 24 pocos. Apos 24 horas, 0 meio foi aspirado, colocado um meio de
cultivo fresco e as populacOes celulares foram expostas a 1mg/mL de biomaterial. O
método de esterilizacdo foi radiacdo ultravioleta. Como controle positivo, foi utilizado
Triton X-100 a 1%. Como controle negativo, foi utilizado meio de cultivo DMEM
complementado com SFB. Todos os ensaios foram realizados em triplicata (n=3). Apds
24 horas de exposicdo, todo o meio foi aspirado, sendo colocados 240uL. de meio de
cultura complementado com SFB em cada pogo. Foram acrescentados 170uL de MTT
(5mg/mL) em cada poco, seguido por uma incubagio de 4 horas a 37°C e 5% de CO..
Em seguida foram colocados 170uL de solugao de SDS/10% HCI. A placa foi incubada
a 37°C e 5% CO; por 18 horas. Entdo, foram retirados 100uL de cada poco e
transferidos para uma placa de 96 pogos plana e a quantificacdo foi feita em
espectrofotobmetro (ADAP 1.6, Anthos Labtec Instruments) com filtro de 595nm

(analise estatistica- One-way / Bonferroni / GraphPad Prism).
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.2.1 MO, MEV E EDS DOS SCAFFOLDS VB58S E VB100S OBTIDOS COM
PARAFINA 1

Todas as amostras produzidas com parafina 1 apresentaram resisténcia ao manuseio,
sendo que a presenga do CaO e do P.Os nos VBPI58S fizeram com que estes
apresentassem imagem anatdmica mais uniforme e maior resisténcia ao manseio . O
tamanho dos poros, de acordo com o MEV, diminuiu com o aumento de temperatura de
tratamento térmico e 0s poros apresentaram interconectividade em todos os scaffolds. A
imagem, MO e o0 MEV do scaffold de VB58S tendo como agente porogénico a parafina
1 e tratados a 700°C sdo mostrados na Figura 4.2, A analise de EDS, de todas as
amostras, confirmou a presenca de célcio e fdsforo, além da silica nos scaffolds,
importantes para 0 aumento da bioatividade do scaffold. A Figura 4.3 é o EDS do
VBPI58S-700°C.
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(b)

(d)
Figura 4.2- (a) Imagem, (b) MO, (c), (d) e (¢) MEV do VBPI158S-700°C.

A presenca do CaO e do P,Os no VBPI58S-700°C fez com que diminuisse a média de
diametro dos poros no scaffold em relagdo ao VBPI100S-700°C. O didmetro dos poros



62

continuou favoravel para regeneracdo Ossea. Enquanto o VBPI58S-700°C obteve
diametro de poros de 213 a 502um o VBPI100S-700°C obteve 113 a 1.174um.
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Figura 4.3- EDS do VBPI58S-700°C.

A imagem, MO e o MEV do VBPI58S-800°C sio mostrados na Figura 4.4 e a analise
de EDS na Figura 4.5. A presenca do CaO e do P.Os no VBPI58S-800°C que néo estava
presente no VBP1100S-800°C fez com que os poros diminuissem de tamanho, enquanto
no VBPI58S-800°C o tamanho variou de 192 a 430um no VBPI100S-800°C foi de 219
a1.041um.



Figura 4.4-(a) Imagem, (b) MO (c) MEV do VBPI585-800°C.
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Figura 4.5- EDS do VBPI58S-800°C.
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Os scaffolds de VB58S com adigédo de parafinal como agente porogénico e tratamento
térmico a 900°C foram avaliados por MEV, com cortes longitudinais superior e inferior
para comparacdo (Figura 4.6), sdo mostrados também na Figura 4.6 a imagem de MO
do scaffold. O EDS (Figura 4.7) avaliou o corte longitudinal superior, inferior e um
ponto proximo ao poro do VBPI58S-900°C, mostrando a diferenca de concentragdo dos
Oxidos em éareas diferentes. O VBPI585-900°C diferente dos VBPIS58S tratados a 700 e
800°C ndo mostrou grande diferenca de tamanho dos poros, embora tenha sido menor
que no VBPI100S-900°C. O VBPI58S-900°C pelas caracterizacdes de MEV mostrou
tamanho de poros de 112 a 454pum enquanto no VBP1100S-900°C a variagdo foi de 64 a
595um.
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Figura 4.6- (a) Imagem de MO, (b) e (c) Imagem de MEV em cortes longitudinais
superior, (d) e (e) cortes longitudinais inferior do VBPI58S-900°C.
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Figura 4.7- EDS do corte longitudinal: (a) superior, (b) inferior, (c) um ponto proxima
ao poro do VBPI-900°C.

A Figura 4.8, 4.9 e 4.10 sdo as imagens, imagens de MO e MEV dos scaffolds
VBP1100S tratados termicamente a 700, 800 e 900°C, respectivamente.
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(©)
Figura 4.8 (a) e (b) Imagem com a iluminagdo do MO, (c) MO e (d) MEV do
VBPI1100S-700°C.

Os scaffolds VBPI100S apresentaram poros interconectados e maiores que dos
VBPI58S. Os scaffolds com 100% de silica apresentaram menor resisténcia ao

manuseio
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50 pm

(b)
Figura 4.9- (a) Imagem com iluminacio do MO, (b) MO do VBPI100-800°C.

()
Figura 4.10- (a) Imagem de MO, (b)MEV do VBPI100-900°C.
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4.2.2 uCT DOS SCAFFOLDS VB58S E VB100S OBTIDOS COM PARAFINA 1

A anélise uCT permitiu calcular porcentagem e tamanho dos poros dos scaffolds através
de andlises tridimensionais realizadas em software. Deve ser considerado que o calculo
de porosidade considerou apenas 0s macroporos, sendo a porosidade total
provavelmente maior. A quantidade de poros abertos e porosidade total diminuiram com
0 aumento de temperatura de tratamento térmico nos scaffolds de VB58S, nesses
scaffolds o aumento de temperatura de tratamento térmico refletiu na diminuicdo da
quantidade de poros, tornando as particulas mais densas e com nimero pouco menor de
poros abertos, nos scaffolds de VB100S o aumento de temperatura ndo interferiu na
porcentagem de poros abertos, mas o efeito do tratamento térmico, particulas mais

densas, fez com que diminuisse o tamanho dos poros.

Pela analise de pCT do VBP158S-700°C obteve-se um didmetro médio de poro de
269um, para 0 VBP158S-800°C o didmetro de poros foi de 290um e do VBP158S-
900°C de 278 um. Para o VBP1100S-700°C, 800°C e 900°C os tamanhos médios de
poros foram de: 442, 400 e 371um respectivamente. Pelas analises de uCT, foi possivel
avaliar o volume, a distribuicdo, a porcentagem de poros abertos, bem como a
interconectividade dos poros. Os scaffolds apresentaram quase totalidade de poros
abertos, quando se avalia volume total de poros/ volume de poros abertos. A Figura 4.11
mostra a imagem de pCT do VBP158S-700°C em 3D mostrando caracteristicas
estruturais do scaffold e rede de poros. Os scaffolds apresentaram tamanho médio de
poros satisfatorios, de 269um (considerando fator erro e desvio padrdo).A porosidade
superior a 50% e poros maiores que 150um e interconectados séo fatores importantes,
pois permitem migracdo celular, transporte de nutrientes, vascularizagéo e crescimento
tecidual (MELCHELS et al., 2009; HELMINEN et al., 2002; RONCA, 2010). O
VB100S com adicéo de parafina 1 apresentou porosidade superior a 67%, com tamanho
de poro suficiente para regeneracdo 6ssea. O aumento de temperatura ocasionou uma

diminuigdo no tamanho dos poros.
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(@)

(©)
Figura 4.11- Imagens de uCT do VBPI58S-700°C (a) scaffold , (b) estrutura de poros e

(c) estrutura interna.

As distribuicdes de tamanho de poros obtidas para os scaffolds VB58S tratados a 700,
800 e 900°C sdo mostrados na Figura 4.12. e do VB100S tratados a 700, 800 e 900°C na
Figura 4.13, observa-se diferenca na distribuicdo dos tamanhos de poros entre 0s
scaffolds VB58S e os VB100S, a presenca do calcio e do fosforo nos VB58S fez com
que a sua distribuicdo do tamanho de poros fosse mais homogénea. Os VB100S

apresentaram poros maiores ultrapassando 1mm.
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Figura 4.12- Distribuicdo de tamanho de poros por UCT: (a) VBPI58S-700°C, (b)
VBPI58S-800°C e (c) VBPI58S-900°C.
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Figura 4.13- Distribuicdo de tamanho de poros por uCT: (a) VBPI100S-700°C, (b)
VBPI1100S-800°C e (c) VBPI1100S-900°C.

A Tabela 4.2 resume os dados obtidos nas analises estruturais dos scaffolds VB58S e
VB100S com adicdo do agente porogénico parafina-1. Os scaffolds de VB100S
apresentaram porosidade superior, tamanho do poros maiores que os dos scaffolds
VB58S. A presenca do trietilfosfato e do nitrato de célcio tetrahidratado no VVB58S fez
com que estes scaffolds tornassem mais resistentes a0 manuseio, 0 que condiz com a
menor porcentagem de poros abertos e o didmetro de poro menor em relacdo ao
VB100S, um exemplo é o scaffolds VB58S-700°C com porosidade de 56,4% e média de

tamanho de poro de 269um, enquanto o VB100S-700°C obteve porosidade de 67,4% e
média de tamanho de poro de 442um.
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Tabela 4.2- Didmetro e porcentagem de poros abertos obtidos por MEV e uCT dos

scaffolds de VB58S e VB100S com adi¢do do agente porogénico parafina 1(P1).

SCAFFOLDS POROSIDADE | PORCENTAGEM | DIAMETRO DOS MEDIA DE
TOTAL DE POROS POROS POR MEV | DIAMETRO DOS
% ABERTOS % POROS POR UCT
VBPI585-700°C 57 56 213-502pm 269pm
VBPI1585-800°C 52 52 192-430um 290pm
VBPI585-900°C 51 51 112-454um 278um
VBPI100S-700°C 67 67 113 a 1.174pum 442um
VBPI1100S-800°C 68 68 219 a 1.041um 400pum
VBP1100S-900°C 70 70 64 a 595um 371um

4.2.3 DRX DOS SCAFFOLDS VB58S E VB100S OBTIDOS COM PARAFINA 1

A Figura 4.14 apresenta os resultados de DRX dos scaffolds doVB58S e 100S com
adicdo de parafina le tratamento térmico a 700, 800 e 900°C. Observam-se poucos
picos de cristalinidade, sendo que a definicdo dos picos, indicaria a cristalizacdo do
material, obtendo possivelmente um material mais denso, mais resistente e menos
bioativo. O DRX de todas as amostras foram caracteristicos de um material amorfo, sem
diferencas significativas em relacdo a cristalinidade. O resultado obtido é diferente do
observado em outros trabalhos, como scaffolds de VB obtidos pela técnica da espuma
(COELHO, 2003),em que o DRX apresenta picos de cristalinidade com tratamento

térmico a 700°C.
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Figura 4.14- DRX dos (a) VBPI585-700°C, VBP158S-800°C e VBPI58S-900°C e (b)

VBPI1100S-700°C, VBPI1100S-800°C e VBPI1100S-900°C.
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4.2.3 ADSORCAO DE NITROGENIO DOS SCAFFOLDS VB58S E VB100S
OBTIDOS COM PARAFINA 1

As éareas superficiais especificas (SA) foram calculadas por isotermas de adsorcdo de
nitrogénio, que calcularam também o volume e didmetro de poros. Todos os scaffolds

foram caracterizados como material mesoporoso (tamanho de poro entre 2-50nm).

A SA foi determinada com o modelo BET, (Brunauer, Emmett e Taller), adsorcéo fisica
das moléculas de gas sobre superficie sélida em multicamadas. A distribuicdo de
diametro de poro foi calculado pelo modelo BJH ( Barrett, Joyner e Halenda), aplicado
para as curvas de dessorcdo. Dessorcao € preferido a adsorcéo para estes calculos, pois
acontece em pressdo relativa inferior, o qual é considerado melhor para o equilibrio
termodindmico (RUTHVEN, 1984; OLIVEIRA, 2011). As analises por BET- Isotermas
de adsorgéo/dessorcdo de nitrogénio das amostras VBP158S-700°C, VBP158S-800°C,
VBP158S-900°C, VBP1100S-700°C, VBP1100S-800°C e VBP1100S-900°C
confirmaram que os scaffods tem suas superficies mesoporosas com SA variando
de73,2m?/g no SVBP1585-800°C até 331,2m?/g nos SVBP1100S- 800°C.

Os scaffolds classificados como mesoporosos, como esperado para materiais bioativos
obtidos pelo método sol-gel, sdo bem mais favoraveis do que aqueles completamente
densos, porque estes materiais possuem alta area superficial o que resulta em alta
bioatividade e elevada tendéncia a biorreabsorcdo (COELHO, 2003). As isotermas
podem ser identificadas como tipo Il as quais sdo caracteristicas de materiais
mesoporosos. Mesoporosidade € indicado pela presenca de histerese de

adsorcéo/dessorcéo e pela inclinacéo da curva de adsorcdo (SING, 1985).

A Tabela 4.3 resume os dados obtidos por BET. O VBP1585-700°C apresentou maior
SA que o VBP1100S-700°C, porém com o aumento de temperatura de tratamento

térmico ocorreu o inverso. A maior SA foi encontrada no VBP1100S-800°C e a menor
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no VBP158S-800°C, contudo, as SA foram maiores nos VBP158S e VBP1100S
tratados termicamente a 700°C em relagio aos tratados a 900°C. As elevadas SA sio
caracteristicas de materiais obtidos por sol-gel. Essas caracteristicas intensificam a taxa
das reagdes na superficie, conduzindo para uma liberacdo mais acelerada de espécies
ionicas durante a dissolucdo do material. A SA tem um papel importante na
bioatividade de biomateriais. A habilidade do substrato de induzir a formacgdo de uma
camada biologicamente ativa de HCA néo depende somente da composicdo quimica do
vidro bioativo mas também da textura produzida pelo processamento sol-gel
(COELHO, 2003). O volume de mesoporos no VBP158S diminuiu a medida que a
temperatura de tratamento térmico aumentou, enquanto no VBP1100S o volume de
mesoporos diminuiu apenas no VBP1100S-900°C, sendo o volume de mesoporos maior
no VBP1100S-800°C. O diametro dos mesoporos no VBP158S e 100S foram maiores
nas amostras tratadas a 800°C e menores nas tratadas a 900°C. O volume e o didmetro
de mesoporos tendem a diminuir com o aumento da temperatura de tratamento térmico,

como resultado do processo de densificacdo(COELHO, 2003).

Tabela 4.3- Area superficial especifica, volume e diametro de poros, determinados por
BET- Adsorcdo de Nitrogénio dos scaffolds de VB58S e VB100S com adicdo do agente

porogénico parafina 1(P1).

AMOSTRA | SA (m?/g) | VOLUME DE PORO (cm®g) | DIAMETRO DE PORO (nm)
VBP1585-700°C | 3255 1.1 13,6
VBP1585-800°C 732 04 21,7
VBP158S-900°C | 100,6 03 131
VBP1100S-700°C | 2614 15 22,3
VBP1100S-800°C | 331,2 19 22,9
VBP1100S-900°C | 1923 05 9.4
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4.2.4 AVALIACAO DA CITOTOXIDADE DOS SCAFFOLDS VB58S E VB100S
OBTIDOS COM PARAFINA 1

A atividade metabolica mitocondrial dos osteoblastos primarios foi avaliada pelo ensaio
de MTT apds 24 horas de exposicdo dos osteoblastos ao material. Esta analise permite
mensurar 0 metabolismo celular com a adicdo do MTT. As células viaveis absorvem o
tetrazdlio de metiltiazol e o metabolizam na mitocéndria utilizando enzimas ativas, que
se acumulam sob a forma de cristais de tetrazdlio ou formazan; sendo possivel
diferenciar células vidveis das menos vidveis. Quanto maior a leitura no
espectrofotdbmetro, maior é a taxa metabolica (MARTINS, 2013). A Figura 4.15
apresenta a viabilidade relativa das células osteoblasticas primarias, a viabilidade da
células osteoblasticas variou de 96,5% no VBP1100S-900°C até 145% no VBP158S-
900°C, conforme a Tabela 4.4., utilizando como controle negativo células cultivadas no
meio sem o material, com 100% de viabilidade e como controle positivo células postas
no meio de cultura com adicdo de Triton, substancia citotoxica. O aumento de
temperatura de tratamento térmico nos scaffolds 58S ndo diminuiu a proliferacdo celular
e sim demonstrou um pequeno aumento da atividade metabdlica dos osteoblastos. Os
scaffolds 100S apresentaram atividade celular satisfatoria, embora menor que nos
scaffolds 58S, o que ocorre devido a presenca do célcio e do fésforo que aumentam a
bioatividade dos scaffolds 58S. O aumento de temperatura de tratamento térmico
ocasionou apenas pequena diminuicdo da atividade metabolica celular nos scaffolds
100S. Com base nesses resultados podemos concluir que os scaffolds 58S e 100S s&o
biocompativeis, uma vez que a viabilidade minima aceitavel como biocompativel é de
50% (MARTINS 2013).

Os resultados mostraram significado estatistico apenas dos scaffolds e do controle
negativo em relagdo ao controle positivo, ndo houve diferenca estatistica significativa
entre o controle negativo e os scaffolds, e entre os scaffolds, porém, observa-se que os
scaffolds 58S e 100S, e com maior porcentagem o 58S, os scaffolds induziram a
proliferacdo celular das celulas osteoblasticas primarias, fator de relevancia para o

sucesso da regeneracdo 0ssea e sua utilizagdo na engenharia de tecido dsseo.
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Figura 4.15- Atividade metabdlica dos osteoblastos primarios quando expostos aos
materiais por 24 horas: - controle negativo, - controle positivo, - VBP158S-700°C,
VBP158S-800°C, - VBP158S-900°C, - VBP1100S-700°C, - VBP1100S-800°C e -
VBP1100S-900°C.
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Tabela 4.4- Porcentagem de atividade metabdlica dos osteoblastos primarios quando

expostos aos materiais por 24 horas determinados pelo ensaio de MTT dos scaffolds de

VB58S e VB100S com adicdo do agente porogénico parafina 1(P1).

AMOSTRA

ATIVIDADE
METABOLICA
(%)

VBP158S-700°C

136

VBP158S-800°C

144

VBP158S-900°C

145

VBP1100S-700°C

121

VBP1100S-800°C

120

VBP1100S-900°C

97

Controle Positivo

Controle Negativo

100
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4.3 CONCLUSOES

A partir dos resultados conclui-se que os scaffolds obtidos via sol-gel do VB 58 e100S
com adicdo de parafinal sdo viaveis para regeneracdo Ossea. Apresentaram poros
interconectados, com porcentagem de poros abertos superior a 50%, didametro de poros

superior a 150um.

Os VBPI58S-700°C, VBPI58S-800°C, VBPI58S-900°C, VBPI1100S-700°C, VBPI100S-
800°C e VBPI100S-900°C apresentaram didmetro médio de poros: 269, 290, 278, 442,
400 e 371um e porcentagem de macroporos abertos: 56,4%, 52%, 51%, 67,4%, 67,6% e
70%, respectivamente, sendo que a relacdo porosidade total/poros abertos foi de quase
100%.

Os scaffolds possuem formato de poros arredondados, abertos em seu interior, o que foi
demonstrados através da caracterizacao tridimensional por MEV e uCT. A estrutura de
poros interconectados e superior a 150um no interior do scaffolds favorece a migracao
celular, transporte de nutrientes, vascularizacdo, crescimento tecidual e possivel

regeneracéo Ossea.

Os scaffolds sdo mesoporosos na superficie (tamanho de poro entre 2-50nm), o tamanho
dos mesoporos variaram de 9,4nm nos VBP1100S-900°C até 22,9nm nos VBP1100S-
800°C. A SA variou de 73,2m?/g no VBP158S-800°C até 331,2m?/g nos VBP1100S-
800°C.

Os scaffolds de VB 58S e 100S continuaram amorfos mesmo com o0 aumento de

temperatura de tratamento térmico.
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Os scaffolds ndo apresentaram citotoxicidade ao ensaio de MTT, induziram a
proliferacdo das células osteoblasticas primarias, mesmo os scaffolds de VB100S, fator
de relevancia para o sucesso da regeneracdo 0ssea e sua utilizacdo na engenharia de

tecido 6sseo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

5.1 CONCLUSOES

O trabalho concluiu que é possivel adicionar agentes porogénicos ao VB obtido via sol-
gel e obter scaffolds vidveis para uso em regeneracdo Ossea. Os scaffolds sdo
Mesoporosos em sua superficie e possuem SA até 331,2m?/g, com média de tamanho e
porcentagem de poros satisfatorios. O Unico scaffold com quantidade de macroporos
abertos inferior a 50% foi o VBC tratado a 900°C, que obteve 44% de porosidade.

A uCT permitiu avaliar o tamanho e o numero de poros no interior do scaffold,

mostrando a distribuigéo e interconeccdo dos poros dos scaffolds.

O DRX dos scaffolds do VB 58S e 100S com adicdo de parafinal e submetidos a
tratamento térmico a 700, 800 e 900°C foi caracteristico de materiais amorfos. Fator

positivo para os scaffolds, pois a cristalinidade diminui a bioatividade do VB.

O ensaio de MTT mostrou que o material ndo possui citotoxidade e induz a proliferacdo

de células osteoblasticas primarias.

Os scaffolds desenvolvidos apresentam propriedades a serem exploradas que os tornam

potenciais candidatos para uso como scaffolds para regeneracao 0ssea.
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5.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

« Tratar os scaffolds de VB 58 e100S com adicdo de parafinal a temperaturas superiores

a 900°C e avaliar o efeito na cristalinidade do material.

«Ajustar os parametros da sintese do scaffold para evitar trincas e melhorar as

propriedades mecanicas.

« Melhorar as propriedade mecanicas dos scaffolds e aumentar a porcentagem do agente

porogénico no VB obtido via sol-gel.

« Testar outros agentes porogénicos.

« Avaliar a bioatividade dos scaffolds e comparar com a de outros outros biomateriais

em meio compativel com as condi¢bes do meio biolégico.

« Avaliar a taxa de degradacdo dos scaffolds em meio compativel com as condi¢fes em

meio biologico.
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