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Resumo

A literatura descreve experimentos nos quais a adi¢cdo de nanoparticulas de céria ao
vidro bioativo melhorou significativamente a diferenciacdo de células tronco
mensenquimais para osteoblastos e aumentou a producdo de colageno (matriz
extracelular). N&o se sabe se este efeito observado em funcdo da presenca de nanocéria
pode ser também observado com a presenca do elemento cério (Ce) na rede do vidro
bioativo. A incorporacdo de Ce em vidros bioativos usando a rota sol-gel é o foco do
presente trabalho, com o intuito de se desenvolver um material para engenharia de
tecidos, com potencial para aumentar a osteogénese. Foram produzidos, vidros bioativos
baseados na composi¢do 70S (70% SiO,-30% CaO), com adicdo do elemento Cério,
usando a rota sol-gel. Proporgdes distintas de Ce foram introduzidas no vidro bioativo
70S. Foram utilizadas duas temperaturas de tratamento térmico, 700 °C e 900 °C. Todas
as amostras passaram pelo processo de moagem e em seguida foram peneiradas, sendo
utilizada a faixa de grdos entre 38 um a 100 um em todas as andlises e testes. Foram
realizadas analises por difracdo de raios X (DRX), espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), espectrometria de emissdo por plasma (ICP-AES),
imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia de raios X por
dispersdo de energia (EDS), adsorcdo de nitrogénio e método de Brunauer-Emmett-
Teller (BET).

Testes de bioatividade dindmicos com intervalos de tempo de 1 dia, 1 semana e 4
semanas foram realizados. Apds os testes de bioatividade, foram realizados ensaios de
DRX e FTIR para averiguacao da possivel formacdo da camada de hidroxiapatita (HA)
nas amostras. As solugdes ibnicas remanescentes dos testes de bioatividade também
foram analisadas por ICP-AES. Resultados preliminares de citotoxicidade foram

obtidos revelando a nado citotoxicidade dos materiais em estudo.

Em busca de amostras mais homogéneas, uma rota alternativa de sintese também foi
investigada neste estudo. Foram produzidas amostras via sintese assistida por ultra-som

e tratadas a 700 °C. As amostras foram caracterizadas por MEV, EDS e DRX.

Palavras chaves: Cério, Rota sol-gel, Bioatividade e Citotoxicidade.
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Abstract

The literature describes experiments in which the ceria nanoparticles significantly
improved the bioactive glass mensenquimais differentiation of stem cells into
osteoblasts and increased production of collagen (extracellular matrix). It is not known
whether this effect is observed due to the presence of nanoceria can be also observed in
the presence of cerium element (Ce) in the bioactive glass network. The incorporation
of Ce in bioactive glasses using the sol-gel route is the focus of this work, with the goal
of developing a material for tissue engineering, with the potential to enhance
osteogenesis. Bioactive glass composition based on 70S (70% SiO,-30% CaO) were
produced, with the addition of cerium element, using the sol-gel route. Different ratios
of Ce were introduced in bioactive glass 70S. Two thermal treatment temperatures, 700
°C and 900 °C were used. All samples passed through the milling process and then were
sieved, the range of grain being used between 38 mM - 100 mM in all analyzes and
tests. Analysis by X-ray diffraction (XRD), infrared spectroscopy Fourier transform
(FTIR), plasma emission spectrometry (ICP-AES), images of scanning electron
microscopy (SEM), X-ray spectroscopy were performed by dispersing energy (EDS),

nitrogen adsorption and the Brunauer-Emmett-Teller (BET).

Dynamic testing of bioactivity with time intervals of 1 day, 1 week and 4 weeks were
conducted. After testing the bioactivity XRD and FTIR was performed to investigate the
possible formation of the layer of hydroxyapatite (HA) in the samples. The remaining
ionic solutions of bioactivity tests were also analyzed by ICP. Preliminary results were

obtained showing cytotoxicity to non Cytotoxicity study.
In search of more homogeneous samples, an alternative route of synthesis was also
investigated in this study. Samples were produced via synthesis assisted by ultrasound

and treated at 700 °C. The samples were characterized by SEM, EDS and XRD.

Keywords: Cerium, sol-gel route, Bioactivity and Cytotoxicity.



1. Introducéo

A busca incansavel do ser humano por uma maior longevidade tem gerado a
necessidade de alternativas para o reparo e substituicdo de tecidos vivos vitimados por
traumas ou patogenias. O estudo de materiais biocompativeis é justificado pelo fato de
que o ser humano possui necessidade de repor ou regenerar parte de seu organismo
sistematicamente, isto ocorre devido ao fato de que & medida que o ser humano
envelhece, a tendéncia natural é que os seus 6rgdos comecem a funcionar de maneira
menos eficaz devido as doencas degenerativas provenientes da longevidade, ficando

assim o0s 0rgaos sujeitos a possiveis falhas.

A perda da funcdo de algum 6rgéo ou tecido, além de tragico para o paciente, gera um
custo elevado para o sistema de salde. Neste sentido, vale destacar que os Estados
Unidos da América tém um custo de aproximadamente 400 milhdes de ddlares por ano
em cirurgias dessa magnitude.! Mais de 8 milhdes de intervencdes cirdrgicas sdo
realizadas por ano nos Estados Unidos com o intuito de reparar falhas em 6rgdos e
tecidos decorrentes de patogenias ou traumas. No Brasil, devido aos elevados indices de
mortalidade infantil e baixa expectativa de vida em relacdo aos paises de primeiro
mundo, o quadro é infinitamente mais grave, uma vez que o0s niveis de renda e saude
sdo extremamente baixos para a maior parte da populacdo. Dificuldades técnicas e
econbmicas tornam-se notorias quando enfrentada a necessidade de implantes sintéticos

de altima geracdo e disponibilidade de érgdos e tecidos para utilizagdo em transplantes.

A perda 6ssea é um agravante natural da salde humana, o que acarreta uma incidéncia
elevada de casos de desgaste Osseo em funcdo do tempo. Percebe-se entdo, a
necessidade de se investir em materiais que possam compensar a perda 6ssea, ou
retardar esse processo. O método geralmente utilizado para enxerto 6sseo, via de regra é
0 autoenxerto, ou seja, € feita a remocao de tecidos em uma determinada regido do
paciente para implantar em outra. Todavia, algumas limitacdes devem ser levadas em
consideracao, tais como depressdo local no doador, potencial de reabsorcéo, tamanho e
volumes inadequados de material para enxerto. O aloenxerto seria uma boa alternativa,
este método se baseia na preparacdo de 0ssos de doadores da mesma espécie e de
organismos diferentes; entretanto, esta metodologia se torna arriscada, pois pode

transmitir doencas. E valido ressaltar a escassez de doadores e os possiveis problemas



de longo prazo que a reconstrucdo cirargica pode causar, uma vez que a populacdo tem
uma maior expectativa de vida e os implantes possuem uma vida Gtil limitada.”® A
existéncia de proteinas osteoindutivas altamente puras tém possibilitado acreditar na

fabricacdo de tecidos sintéticos, osteoindutivos para substituir os enxertos 6sseos.*

Nenhuma das abordagens terapéuticas atuais revelou-se plenamente satisfatoria.”®
Dessa forma, a tendéncia mais recente € estimular a capacidade de regeneracdo do
corpo, dando a este possibilidades de regeneracdo tecidual. Em 1969, Larry Hench na
Universidade da Florida, desenvolveu o primeiro vidro bioativo. Ele comecou seu
trabalho na busca de um material que poderia ligar-se ao 0sso, 0 problema a ser
solucionado era que os implantes materiais disponiveis no momento, projetados para
serem bioinertes, desencadeavam um encapsulamento fibroso ap6s serem implantados,
em vez de formar uma interface ou uma ligacdo estavel com tecidos. Hench decidiu
fazer um vidro degradavel com alto teor de célcio e a sua principal descoberta foi que a
ligagdo com o osso foi tdo forte, que para rompé-la era necessario fraturar novamente o
0sso.” Na atualidade, partindo das valiosas contribuices de Hench, dispositivos
projetados para serem implantados sdo construidos a partir da sintese de materiais a
base de silicio e calcio, principalmente. Células retiradas de um sitio doador deverdo se
desenvolver nesses dispositivos que, posteriormente, serdo implantados na regido que
necessita de reparacdo, estimulando o crescimento do 0sso natural a uma taxa mais
acelerada; esta abordagem € conhecida como Engenharia de Tecidos. O desafio
cientifico envolve a compreensdo das células e os seus requisitos de transferéncia de
massa e da fabricagdo de materiais para fornecer matrizes e modelos que guiem a

regeneracdo tecidual.®

A abordagem classica da engenharia de tecidos depende de um material que pode ser
usado como um potencial estimulador para preenchimento de espago danificado e para
liberacdo controlada de células e agentes terapéuticos. Estruturas possuidoras de
arquitetura e composicdo adequadas, baseadas no vidro bioativo e compositos ou
hibridos contendo uma fase bioativa, vém sendo desenvolvidas por grupos de pesquisa,
na forma de p6s, scaffolds e filmes.*** Os materiais produzidos foram extensivamente
caracterizados do ponto de vista mecanico e estrutural, mostrando-se adequados para
aplicacbes de engenharia de tecidos. Estudos in vitro e in vivo mostram que eles

suportam a adesdo e a proliferacdo celular, e apresentam um potencial osteogénico.



Para aumentar o potencial osteogénico de materiais bioativos pode-se usar como
estratégia a inclusdo de elementos que tendem a ter um papel essencial na formagao dos
tecidos. Recentemente, foi comprovado que particulas nanomeétricas de oxido de cério
(nanocéria) aumentam o crescimento e o0 desenvolvimento de células tronco
mesenquimais (MSCs). Estas particulas foram sintetizadas por um grupo de
pesquisadores americanos e, demonstraram inibir os danos relativos ao stress
oxidativo.” Estudos das propriedades fisicas e quimicas da nanocéria, tais como, a
capacidade de mudanca reversivel de seu estado de oxidacdo de 3+ para 4+,
demonstraram que este material pode aumentar a vida média de cultura de células
cerebrais.® Também foi demonstrado que vidro bioativos com adic&o de nanoparticulas
de céria melhoraram significativamente a diferenciacdo de MSCs para osteoblastos, e

aumentaram a produco de colageno (matriz extracelular).'*

Uma hipotese a se investigar, ainda ndo estudada e inédita, é considerar que o efeito
observado em fungdo da presenca de nanocéria em vidros bioativos poderia,
potencialmente também, ser observado com a presenca do Ce na rede do vidro bioativo.
Uma possivel rota para a incorporacdo de Ce na rede do material vitreo ¢ a rota sol-gel,
usando como precursor um sal de Ce. Em funcdo das varidveis de sintese e da
temperatura de tratamento térmico do material produzido pela rota sol-gel, podem
também ser formadas fases cristalinas, havendo inclusive a possibilidade de formacéo
de oxido de cério (Céria). Neste caso, a formacdo in loco do dxido constituiria uma rota
alternativa e inédita para possivel incorporacdo de particulas de Céria no material
obtido. A incorporacdo de Ce em vidros bioativos usando a rota sol-gel é o foco do

presente trabalho.

Este estudo teve como objetivo o estudo da incorporacdo do cério em concentracdes
variadas no vidro bioativo de composi¢do 70%SiO, - 30%CaO (70S) usando a rota sol-
gel, e a avaliacdo do efeito da temperatura de tratamento térmico na cristalinidade e
fases presentes no material formado. O nitrato de cério foi o sal utilizado para a insercéo
de Ce nas amostras. Durante a sintese foram utilizadas duas metodologias de mistura:
agitacdo mecénica e uso de equipamento de ultrassom. Inicialmente, foi sintetizado o
vidro bioativo 70S sem adicdo de Ce e com adicdo de Ce em trés concentragdes
distintas. Os materiais obtidos foram tratados em duas temperaturas distintas, 700 °C e

900 °C, e em seguida foram caracterizados do ponto de vista quimico e estrutural.



2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O estudo proposto teve como objetivo principal o desenvolvimento de novos
materiais baseados na incorporacdo do elemento cério no vidro bioativo 70S, atraves da
adicdo de nitrato de cério pela rota sol-gel e caracterizacdo fisica, quimica e bioldgica
dos materiais obtidos.

2.2. Objetivos Especificos

Sintese de vidros com diferentes concentracdes de cério usando a rota sol-gel e

como precursor de cério, o sal nitrato de cério.

e Caracterizacdo quimica e estrutural do vidro bioativo 70S com e sem cério.

e Verificacdo da possivel formacdo da camada de hidroxiapatita em funcdo de
diferentes intervalos de tempo de imersdo em solucdo fisioldgica simulada
(SBF).

¢ Avaliacdo da citotoxicidade dos materiais obtidos.



3. Revisado Bibliografica

3.1- Motivagao

O aumento da longevidade humana visto ao longo do ultimo século, fez com que um
grande numero de individuos viesse a atingir uma idade critica para o desenvolvimento
de inimeras doencas.® Consequentemente, como resultado da maior longevidade
humana h& o aparecimento de morbidades relacionadas ao envelhecimento, como por

exemplo, a osteoporose.

Uma pesquisa do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) mostra que a
expectativa de vida no Pais aumentou cerca de trés anos entre 1999 e 2009. A nova
expectativa de vida do brasileiro é de 73,1 anos. Entre as mulheres sdo registradas as
menores taxas de mortalidade. Elas representam 55,8% das pessoas com mais de 60
anos. Na Figura 1, pode ser observado um casal de idosos que busca uma maior

longevidade.

Figura 1- llustracdo de pessoas na terceira idade fazendo caminhada.

No periodo avaliado, a expectativa de vida feminina passou de 73,9 para 77 anos. Entre
0s homens, passou de 66,3 para 69,4 anos. Segundo o IBGE, a taxa de expectativa de
vida no Brasil ainda é a menor da América Latina, s6 ficando & frente da Asia (69,6
anos) e da Africa (55 anos). Levando em consideracdo que os niveis de fecundidade
estdo cada vez mais baixos, onde os menores indices sdo encontrados nos estados da
Regido Sudeste, sobretudo nos estados do Rio de Janeiro e de Minas Gerais, com 1,63 e

1,67 filhos por mulher, respectivamente, a pesquisa mostra que o aumento da



expectativa de vida ao nascer e a queda da fecundidade no Pais tém feito subir o nimero
de idosos, que passou dos anos de 1999 a 2009 de 6,4 milhGes para 9,7 milhdes. Em
percentuais, a propor¢do de idosos na populagdo subiu de 3,9% para 5,1%; em
compensacao, no supracitado periodo, houve uma reducéo entre 0 nimero de criangas e
adolescentes, passando de 40,1% para 32,8%, estreitando o topo da piramide etaria

brasileira. Mesmo assim, o Pais é considerado jovem.

O quadro é um retrato do que acontece com 0s paises como o Brasil, que estd
envelhecendo ainda na fase do desenvolvimento. J& os paises desenvolvidos tiveram um
periodo maior, cerca de cem anos, para se adaptar. A importancia dos idosos para o Pais
ndo se resume a sua crescente participacdo no total da populacdo, uma vez que, boa
parte dos idosos sdo chefes de familia e, nessas familias a renda média é superior
aquelas chefiadas por adultos ndo-idosos. Segundo o Censo 2000, 62,4% dos idosos e

37,6% das idosas séo chefes de familia, somando 8,9 milhdes de pessoas.

E sabido que com o passar do tempo, a espécie humana perde massa 6ssea, dentre
outros varios processos fisiologicos e patologicos, essa perda promove problemas
6sseos que comprometem a funcdo do tecido Gsseo, a estética e consequentemente, a
recuperacdo da salde. Doencas e defeitos de tecidos duros, osteoporose e osteoartrite,
sdo algumas das muitas condi¢bes médicas significativamente relatadas, levando a

extensa necessidade do uso de materiais de enxerto apropriados.®

Uma op¢do bastante promissora tem sido 0s varios materiais sintéticos. Estes materiais
sdo objeto de pesquisa com o intuito da correcdo de tais defeitos, e devem apresentar
como caracteristicas a biocompatibilidade, propriedade osteocondutora, resisténcia e
estabilidade.™

No campo da cirurgia dental, as principais aplicacdes dos materiais sintéticos ou
biomateriais, incluem o preenchimento de bolsas periodontais e aumento de mandibula
e maxila deficientes, causadas por perdas na denticdo com o0 avango da idade ou devido
a doencas. O uso de biomateriais no reparo 6sseo tem ajudado no tratamento de dor para
milhGes de pessoas que sofrem com defeitos musculo-esqueletais, doencas e/ou

traumatismo.



Tendo em vista a problematica mencionada anteriormente, percebe-se a necessidade de
soluces répidas e eficazes no que concerne ao tratamento da perda de massa 0ssea, seja
em funcéo da idade ou decorrente de algum tipo de trauma.

Para tentar solucionar o problema explicitado, é preciso ter conhecimento e enfrentar as
peculiaridades do funcionamento, bem como as propriedades e composic¢des do tecido

0sseo.

3.2- O Tecido Osseo

O tecido 6sseo é um tipo de tecido conjuntivo que constitui 0s 0ssos, 0rgaos presentes
em animais vertebrados. Neste tipo de tecido as células 6sseas ficam em uma matriz
extracelular rica em fibras colagenas e em fosfato de célcio, resultando em uma mistura
com elevada resisténcia dssea. A maior parte dos 0ssos do corpo humano pode ser
classificada da seguinte forma: ossos longos (ex. fémur), 0ssos curtos (ex. 0ssos do
carpo), 0ssos planos (ex. costelas) e 0ssos irregulares (ex. vertebras). Toda esta estrutura

faz parte de um tecido vivo, complexo e ricamente vascularizado.

E importante ter o cuidado para ndo confundir osso com tecido dsseo, haja vista que o
0ss0 é apenas um 6rgdo formado principalmente por tecido 6sseo, mas ndo de maneira

exclusiva.

Um dos processos mais importantes do tecido 6sseo € a sua ossificacdo, ou seja, a
formacédo do tecido 6sseo que ocorre a partir de uma cartilagem ou de uma membrana
do tecido conjuntivo. Existem dois tipos de ossificacdo a saber, 0 primeiro é a
ossificacdo endocondral que é a substituicdo gradativa do tecido cartilaginoso pelo
tecido dsseo, sendo esta a responsavel pela formacdo da maioria dos o0ssos durante a
vida embrionéaria. O segundo é denominado intramembranosa, que é a formacgdo do

tecido 6sseo no tecido conjuntivo e, que servira de molde para 0 0sso.

A regeneracdo dos ossos se perfaz quando ocorrido uma fratura, as ceélulas
mesenquimais, que sdo as responsaveis pela formacéo das células 6sseas, passam a se
multiplicar diferenciando-se em osteocitos e osteoblastos. Com isso, ha a formagéo de
um 0sso ndo uniforme, que com o tempo seré organizado até que haja a formacao de um

novo tecido 6sseo.



O sistema 6sseo do corpo humano possui como funcao a sustentagdo dos tecidos moles
e a protecdo de 6rgdos do corpo humano. Os 0ss0s em conjunto com 0s musculos séo
responsaveis pelos movimentos do corpo humano, armazenamento e liberagdo de varios
minerais no sangue, producao de celulas sanguineas (hemacias, leucocitos e plaquetas) e

armazenamento de triglicerideos (reserva de energia).

A nutricdo de uma das células formadoras do tecido désseo (ostedcitos) depende dos
canaliculos presentes na matriz 6ssea, que possibilitam as trocas de ions e moléculas
entre os capilares e as células 6sseas. Os 0ssos sdo recobertos na sua face interna
(enddsteo) e externa (periosteo) por uma camada de tecido que possui células
osteogénicas. A Figura 2 ilustra um 0sso compacto e esponjoso com suas respectivas

lacunas/canais por onde 0 0sso € vascularizado.

Osso compacto e esponjoso

Lacuna contendo ostedcitos

Trabéculas

Sistema de

HEvALS = Canal de Havers

Peridsteo

"_‘, > Canal de “olkmann

Figura 2- llustracdo de um osso compacto e esponjoso.*’

O tecido dsseo é formado por células e uma matriz mineralizada. As células sdo os
ostedcitos (que se situam em cavidades ou lacunas no interior da matriz), os
osteoblastos (produzem a parte organica da matriz) e os osteoclastos (células
relacionadas com a reabsor¢do do tecido 6sseo e a processos de remodelagdo). Existem
ainda as fibras colagenas (correspondentes a 95% da parte organica do 0sso) e uma
pequena quantidade de substancias amorfas que contém mucopolissacarideos acidos e

neutros associados a proteinas.


http://www.infoescola.com/anatomia-humana/ossos/
http://static.infoescola.com/wp-content/uploads/2010/03/tecido-osseo.jpg

A parte inorganica representa cerca de 50% do peso da matriz 6ssea e 0s ions mais
abundantes sdo o fosfato e o célcio. Existem bicarbonatos, magnésio, potéssio, sodio e
citratos, em pequenas quantidades. O célcio e o fosforo formam cristais de
hidroxiapatita (HA), com composicdo Caio(POs)s (OH).. Esses cristais arranjam-se ao
longo de fibras colagenas e sdo envolvidos pelas substancias amorfas. Os ions da
superficie do cristal de HA sdo hidratados, existindo, portanto, uma camada de agua e
ions em volta do cristal. Essa camada é denominada capa de hidratagdo e facilita a troca
ibnica entre o cristal e o fluido intersticial. A associacdo de HA com fibras colagenas é

responsével pela dureza e resisténcia caracteristicas do tecido 6sseo.™

A perda Ossea traz uma vulnerabilidade que pode proporcionar fraturas. Essas lesdes
podem ser por acidente, e dentre outros casos, 0s decorrentes da longevidade, agravadas

pela osteoporose, que € o objeto de presente estudo.

3.3- A Osteoporose™

A evolucdo natural de perda 6ssea ocorre com qualquer ser humano que atinge a
velhice. No entanto, ha casos mais significativos, como por exemplo, a osteoporose,
onde a quantidade de massa dssea diminui substancialmente e desenvolve 0ssos ocos,

finos e de extrema sensibilidade, mais sujeitos a fraturas.

A osteoporose € uma doenca cronica complexa, multifatorial, caracterizada pela reducéo
da densidade mineral 6ssea, que é maior no osso trabecular do que no cortical. Tal
reducdo € concomitante no mineral 6sseo e na matriz 6ssea de modo que 0 0sso diminui
em guantidade, mas continua apresentando uma composic¢do normal. A densidade 6ssea
diminuida leva a fraturas constantes, sendo os locais mais comuns a parte distal do radio

(Fratura de Colles), as vértebras toracicas e lombares e a parte proximal do fémur.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o termo osteoporose é utilizado para
se referir a uma condi¢do na qual a densidade mineral 6ssea estd com mais de 2,5

desvios padrdes do pico de massa dssea.

A osteoporose afeta mais de 20 milhGes de norte-americanos e leva a aproximadamente
1,5 milhdes de fraturas por ano nos Estados Unidos, gerando um custo com o

tratamento de aproximadamente 14 bilhdes de dolares por ano. Diante desses dados,
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chega-se a questionar a existéncia de uma epidemia. A prevaléncia de osteoporose e a
incidéncia de fraturas variam de acordo com o0 sexo e a raga. As mulheres brancas na
pOs-menopausa apresentam maior incidéncia de fraturas. A partir dos 50 anos, 30% das
mulheres e 13% dos homens poderdo sofrer algum tipo de fratura por osteoporose ao
longo da vida. No Brasil, a incidéncia mostrou-se similar, especialmente na populacao
branca, porém deve ser considerado a miscigenacdo da populacdo brasileira, tendo em

vista, a menor incidéncia, em individuos da raca negra.

Os individuos com osteoporose podem ser divididos em dois grupos principais. O
primeiro grupo e formado por individuos com densidade 6ssea baixa e fraturas devidas
a processos fisiopatologicos que ndo foram esclarecidos completamente, esses séo
considerados tendo a osteoporose primaria. Dentre estes pacientes aparecem
principalmente a osteoporose pos-menopausa e a osteoporose senil. O segundo grupo é
composto por individuos que apresentam densidade 6ssea menor e fraturas oriundas de
processos hereditarios. Estes pacientes podem apresentar osteoporose por excesso de
glicocorticéides,  hipogonadismo  masculino,  hiperparatiroidismo  primario,

hipertiroidismo ou distarbios relacionados a vitamina D.

Embora a perda déssea pareca ser uma consequéncia normal do envelhecimento, nem
todos os individuos idosos desenvolvem fraturas devido a osteoporose. Muitos fatores
determinam quem desenvolvera fraturas, mas o fator principal esta ligado a densidade
mineral 6ssea. Na Figura 3, pode ser observada a diferenca de densidade 6ssea entre um
0sso normal e um 0sso com a osteoporose, podendo ser verificado neste dltimo

porosidades maiores.
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Figura 3- Ilustracdo comparativa de um 0sso normal e um 0sso com osteoporose.*®

A massa 6ssea maxima € atingida durante o inicio da idade adulta. Fatores como
atividade fisica, forca muscular, dieta, hereditariedade e o estado hormonal contribuem
para o desenvolvimento 6sseo. Uma vez alcancada a massa esquelética méxima, um
pequeno déficit de formacédo dssea se acumula a cada ciclo de reabsorcéo e formacao de
cada unidade multicelular béasica, em razdo da remodelagem ndo ser completamente

eficaz.

A osteoporose é assintomatica, a menos que resulte em uma fratura. As fraturas
vertebrais por compressdo em geral ocorrem apds minimos esforgos, como por

exemplo, uma inclinagdo do corpo para frente ou o levantamento de um objeto leve.

Segundo o Conselho Brasileiro de Osteoporose, todos 0s pacientes portadores dessa
deficiéncia de massa 6ssea, devem inicialmente fazer exames basicos como hemograma
completo, VHS, dosagens séricas de calcio e fésforo, fosfatase alcalina, creatinina
plasmaticas, calciuria de 24 horas e urindlise. Uma ferramenta fundamental para o
diagnostico da osteoporose é densitometria que visa determinar o risco de fraturas e,
com isso auxiliam na identificacdo terapéutica, avaliando as mudangas com o
tratamento ou a evolugdo natural da doenca. Existem varias técnicas para mensurar a
densidade mineral Gssea.

No sentido de solucionar o problema de baixa densidade dssea, a engenharia de tecidos
traz uma abordagem muito interessante acerca de regeneragio 0ssea. E evidente que ao
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se suspeitar da presenca de tal enfermidade, a osteoporose, devem-se fazer todos os
exames necessarios, mas no que se refere a reestruturacao 6ssea, a engenharia de tecidos
juntamente com este trabalho almeja solucionar o problema da osteoporose com duas
abordagens diferentes: i) um material injetavel que possa preencher as lacunas
promovidas pela osteoporose, dando origem a um 0SSO mais resiste e com
caracteristicas ideais para um individuo especifico; ii) no caso de fratura, um material
que servira de implante e a0 mesmo tempo fara com que o 0sso natural cres¢a a uma

taxa de tempo inferior a do osso natural, e a0 mesmo tempo se degrade a mesma taxa.

Neste contexto, torna-se fundamental o desenvolvimento de pesquisas relacionadas a

engenharia de tecidos, a qual serd abordada no préximo tépico.

3.4- A Engenharia de Tecidos

A capacidade regenerativa do 0sso € refletida em sua habilidade de se regenerar em uma
matriz sem cicatriz, de forma oposta a cura de tecidos macios. Uma estratégia para
restaurar tecidos doentes ou danificados é a medicina regenerativa, onde um material
sintético, pode ser implantado e servir como guia e estimulo para o crescimento do
tecido.?® Com o tempo, o material deve liberar fatores que estimulem os mecanismos de
regeneracdo do préprio corpo para produzir novo 0sso. O material deve também ser
reabsorvido pelo corpo como produtos de degradacdo ndo-toxicos na mesma taxa que o
0ss0 regenera.’> O novo 0sso pode se remodelar sob o carregamento local do sitio

especifico.

Idealmente, para a regeneracdo Ossea de sitios que sustentam carga, as propriedades
mecanicas dos materiais, como resisténcia e rigidez, devem igualar a do 0sso. O sucesso
de qualquer material depende de quatro fatores: i) o material deve possuir estrutura
hierarquica similar a do 0sso; ii) ndo ser toxico e estimular a osteogénese; iii) ser capaz
de estimular o crescimento de vasos sanguineos; e iv) ter uma taxa de degradacdo (e

perda controlada de resisténcia mecanica) enquanto o 0sso regenera.”?

Com esse objetivo, surge a Engenharia de Tecidos, uma ciéncia que tem como objetivo
produzir um material in vitro que esteja apto a suportar uma vida celular especifica
através da manipulagdo de arquiteturas tridimensionais e, ser integrado a agentes

biologicamente ativos (células vivas) tais que as propriedades resultantes do conjunto
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estejam precisamente adaptadas para suportar a vida celular prescrita pelos tecidos
receptores.”® A Figura 4 ilustra o esquema de regeneracdo Ossea utilizado pela
engenharia de tecidos.

E necesséario coletar células de um tecido doador, como por exemplo, células tronco ou
células do tecido especifico, aplicando essas células em um material sintético possuidor
de caracteristicas especificas para a proliferacdo das mesmas e também que o material
seja biocompativel para que possa ser introduzido no paciente na area onde ocorreu 0
trauma. A taxa de degradacdo desse material também deve ser controlada, e a medida
que o material estimular o crescimento do tecido natural, este, deve degradar na mesma

taxa. A Figura 4 apresenta o esquema de funcionamento da engenharia de tecido.

Propriedades mecanicas, qualidades estruturais e geometria tridimensional sdo aspectos
que devem ser analisados para a obtencdo do material em questdo. A estabilidade das
caracteristicas mecanicas apés a implantacdo permite a essas matrizes manter um

espaco tecidual de tamanho e forma adequados para a ocupacdo do tecido.

No que diz respeito as funcdes bioldgicas, incluem fatores que devem ser analisados
com 0 maximo de cautela. Alguns desses aspectos a serem analisados sdo: migracdo

celular dentro dos dispositivos, adesdo celular (da matriz extracelular), dentre outros.?*

Células * Matriz cattive T

in vitro

* As células podem sex ifi células-tro ou embrionarias. Elas
podem ainda ser autélogas ou alogé nicas.

T A matriz pods ser natural ou sintética. Fla pode ainda ser fibrosa,
‘fuma espuma ou capsulas.

f Culturas in vitro podem ser estati com agitacio ou sob condig
dindmicas de fluxo.

Figura 4— llustracdo esquematica da regeneragdo de tecidos utilizada pela engenharia

de tecidos.?®
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Sdo exemplos de materiais utilizados em engenharia de tecidos para a confeccdo de
matrizes tridimendionais: (a) polimeros naturais, como colageno, gelatina, e quitosana;
(b) polimeros sintéticos, como acido poliglicélico (PGA), seus copolimeros (PLGA); (c)
ceramicas, como hidroxiapatita (HA) e fosfato tricalcico, vidros bioativos; (d) além de

compdsitos e hibridos sintetizados a partir desses materiais.?®?’

Vérias técnicas tém sido desenvolvidas para a producdo de matrizes porosas
tridimensionais e o processo sol-gel diferencia-se em relacdo aos demais métodos.
Outro ponto significativo é a facilidade de modelar os géis, permitindo a obtencdo de

corpos ceramicos com formatos pré-determinados.?®

Almejando um material que possua todas as caracteristicas necessarias para ser aceito
como substituto 6sseo, 0 presente estudo aborda a possibilidade de se desenvolver
materiais que sejam biocompativeis, dentre outras caracteristicas importantes, para
serem utilizados na engenharia de tecidos. Os biomateriais mais utilizados e suas

caracteristicas serdo abordados no topico seguinte.

3.5- Biomateriais

Os biomateriais sdo materiais naturais ou sintéticos utilizados nas areas da salide com 0
intuito de substituir total ou parcialmente tecidos cuja funcéo foi perdida. Neste estudo,
serdo destacados 0s materiais sintéticos, tais como as ceramicas. O uso destes materiais
¢ uma alternativa bastante utilizada para restauragdo ou substituicdo de tecidos
danificados. Novos tipos de materiais tém sido pesquisados visando um melhor

funcionamento e novas aplicacoes.?

Os fatores que levam os pesquisadores a buscarem novos materiais sao inimeros, como
por exemplo, o desempenho inadequado dos atuais materiais, a exemplo, 0s implantes
metalicos que agem como substitutos 6sseos e que devem ser trocados num periodo pré-
determinado, sendo necessario uma nova intervencgéo cirdrgica, isto sem falar no custo
extremamente oneroso destas intervencdes.*® Ainda levando em consideracio que a
populacéo vive cada vez mais, torna-se inadequado o uso desse tipo de material, ou seja,

quantas intervencdes tornam-se necessarias.
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Em 2004 foram gastos pelo Sistema Unico de Satde (SUS) cerca de 60 milhdes de reais
com despesas ortopédicas. A demanda por esses servicos tende a aumentar com a
expectativa da longevidade do brasileiro, havendo assim a necessidade de se ampliar e

melhorar a oferta desta area da medicina.*°

Quando se pensa nas pessoas possuidoras dessa perda de massa 0ssea, dois aspectos séo
extremamente relevantes: i) primeiro, estas pessoas por estarem com uma densidade
0ssea muito baixa, estdo mais propensas a fraturas, entdo ha a necessidade de se obter
um biomaterial que substitua esse tecido lesionado e que estimule o o0sso natural a
crescer a uma taxa mais elevada do que a normal, e a0 mesmo tempo, ir degradando-se;
ii) segundo, ha a necessidade de se obter um outro material que aja de forma preventiva,
ou seja, tentar fazer com que a fratura ndo ocorra. Para que isso funcione, deve ser
realizado um aumento de densidade Ossea. Esta etapa consta da introducdo (meio
injetavel) de um novo material que venha a densificar esse 0sso, até entdo fragil, para

que este ndo se quebre, prevenindo assim a fratura.

Inimeros materiais sdo alvos de pesquisas, no entanto, um material para ser considerado
apto para aplicacfes biomédicas deve possuir propriedades adequadas compativeis com
o lugar onde serd implantado, como por exemplo, resisténcia mecanica e tenacidade,

isso no caso de implantes 0sseos.

Um numero elevado de materiais tem sido proposto para a utilizacdo na engenharia de
tecidos. Esses materiais sdo dispositivos utilizados como suportes que promovem a
proliferacdo celular e o crescimento, fornecendo um ambiente estavel ao cultivo celular.
Estes materiais devem sustentar o crescimento celular, e apresentar propriedades
mecénicas condizentes com o tecido a ser reconstruido, induzir respostas celulares mais
rapidas ou ainda possuirem intrinsecamente propriedades diretamente relacionadas com
a remodelagem dos tecidos.®*** Os materiais devem possuir propriedades essenciais
para seu bom desempenho, tais como: superficie que permita adesdo e crescimento
celular; nenhum componente ou subproduto de sua degradacdo deve provocar reagoes
inflamatdrias ou toxicas; a porosidade deve proporcionar elevada area superficial para

interacdo célula-matriz e ter espaco para a regeneracdo da matriz extracelular.®



16

Muitos biomateriais desenvolvidos na Ultima década estdo sendo aperfeicoados para
usos diversos em engenharia de tecido, entre eles destacam-se as ceramicas de fosfato
de célcio e os vidros bioativos (VB) por apresentarem excelentes propriedades de

ligacdo com 0 0ss0.3+%

3.6- Vidro bioativo

Poucas ceramicas sdo usadas clinicamente, apesar de varias ja terem sido alvo de
estudo. Dentre as mais utilizadas, merecem destaque a Al,O3 e ZrO,, usadas,
inicialmente, na substituicdo total de juntas dos quadris e fémur; os fosfatos de calcio
usados como revestimento de ligas metalicas e em formato de granulados ou de
pequenas pegas porosas para reparo 6sseo; os vidros e vitroceramicas bioativos usados

para substituicao e reparo de ossiculos do ouvido interno, dentes e vértebras.?*%

Nos dias atuais, ceramicas bioativas tém recebido uma enorme atencdo dos
pesquisadores e, isso se deve ao fato destas se ligarem ao 0sso, induzindo a formacgéao de

hidroxiapatita (HA), que é um forte indicio de biocompatibilidade.®**°

Estudos pioneiros de testes in vitro foram realizados por Hench et al., os quais
mostraram o crescimento da camada de HA em vidros que liberavam ions de célcio e
fosforo para o meio, imergindo-os em uma solucdo de agua destilada tamponada com
tris-hidroximetilamino-metano e HCI (tampédo) a um pH de 7,25 e temperatura de 37
OC.ZZ

Pesquisas anteriores mostraram que o vidro bioativo (45S5 Bioglass®) e os produtos
ibnicos de dissolucdo liberados pelo vidro regulam e ativam sete familias de genes que
ocasionam a osteoestimulacdo e regeneragdo de 0sso novo in vitro e in vivo. Cinco
diferentes fontes celulares foram investigadas nestes estudos.*’*° Estes demonstram que
numerosas fontes de células da linhagem osteoblasto (células troncos embrionarias,
células fetais e células priméarias adultas) sdo estimuladas num nivel genético por uma
dosagem critica Ca e Si no produto iénico de dissolucdo. Alguns trabalhos preliminares
mostraram que os genes regulados ou ativados controlam o ciclo da célula osteoblasto
para favorecer a proliferacdo e subsequente diferenciacéo apenas das células que podem
prosseguir na direcdo de criar uma matriz extra-celular mineralizada; isto €, ostedcitos

maduros e novo 0Sso0.
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Os vidros bioativos tém sido amplamente pesquisados e relacionados com a cultura de
células do tecido 6sseo, os osteoblastos, por possuirem propriedades interessantes do
ponto de vista bioldgico.®*' Nestas bioceramicas pode-se controlar suas propriedades
quimicas e suas ligacdes com os tecidos, sendo possivel obter vidros com propriedades

especificas para uma aplicacao particular.>*>*

Os vidros bioativos possuem uma habilidade de se unir ao tecido 06sseo, e esta é
atribuida a formacéo de uma camada de hidroxiapatita carbonatada sobre a superficie do
vidro em contato com fluidos corporeos e durante a cristalizacdo dessa camada pode
ocorrer a mineralizacdo de fibras colagenas, promovendo dessa forma uma forte unido

entre a interface osso/biomaterial.>®

Outro fator importante relacionado aos vidros bioativos, € que, qguando em contato com
fluidos corporeos ou em solucdes fisioldgicas, liberam silica, devido a trocas idnicas
com H* e H30", causando alcalinizagdo do meio. A alteragdo na concentragio de H”
pode influenciar profundamente o metabolismo celular, pois ocorre um aumento do pH
do meio, o que no caso dos osteoblastos demonstra ser favoravel, pois pesquisas

demonstraram aumento da proliferacéo celular.”°"®

A influéncia ambiental localizada dos materiais em estudo foi investigada como uma
importante varidvel para a proliferacdo celular. Experimentos recentes mostram que 0s
vidros bioativos embora tenham sido alvo de inimeras pesquisas, ainda abrangem uma

area de pesquisa extremamente ativa.

Trabalhos sobre vidros bioativos obtidos pelo método sol-gel foram publicados
incluindo vidros densos, particulas, materiais porosos e scaffolds.”*®? As vantagens de
se utilizar o método sol-gel estdo relacionadas com a baixa temperatura de
processamento, alta bioatividade, nanoescala de interconectividade, dentre outras. O
processo sol-gel consiste num método fisico-quimico de sintese de 6xidos ceramicos em
que ocorre a evolugdo de um sol (dispersdo liquida de particulas coloidais, que séo
particulas solidas de diametro inferior a 100 nm) para um material poroso, onde
particulas maiores interconectam-se para formar uma rede sélida semelhante a uma
esponja. Esse processo diferencia-se positivamente pela possibilidade de preparacéo de

géis com o mesmo grau de homogeneidade da solucéo inicial.®*®*
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A introducdo de outros elementos na estrutura dos biomateriais pode alterar suas
caracteristicas, levando a respostas bioldgicas interessantes e favoraveis. Um exemplo é

0 aumento de proliferacdo celular na presenca de cério.

3.7- Cério

Com o intuito de promover um material bioativo, terras raras, como por exemplo, a
nanocéria, tem sido utilizada por grupos de estudiosos do campo da engenharia de
tecidos 0sseos e, também, em experimentos voltados para outras areas especificas do

campo da bioengenharia.

O 6xido de cério tem a estrutura da fluorita com um parametro de rede de 0,44 nm,*
entretanto, na escala nanométrica a deficiéncia de oxigénio na superficie da nanocéria
causa uma expanséo da rede que pode ser alterada pela dopagem com outros metais.®®*°
O estado de oxidacdo naturalmente estavel do 6xido de cério é 4+, porém, a capacidade
de troca reversivel do oxigénio pode ser aproveitada eficientemente em nanoescala,
onde a concentracdo de defeitos (lacunas de oxigénio) tem um papel vital na
estabilizacdo do estado de oxidacdo 3+, dando a nanocéria propriedades Unicas como,

por exemplo, a agdo antioxidante.

Estudiosos do grupo do pesquisador Sudipta Seal e colaboradores comprovaram que a
nanocéria € um antioxidante com caracteristicas superiores aos antioxidantes naturais
existentes.””". Sudipta Seal também comprovou que as nanoparticulas de cério podem
prevenir degeneracéo retinal induzida por peréxidos intracelulares ° e prevenir danos na

|.72

medula espinha Um mecanismo molecular para explicar as propriedades

antioxidantes e protetoras da nanocéria foi estabelecido usando um modelo de atividade

mimética de superoxido dismutase.”*"

A eficiéncia da nanocéria com relacdo a protecdo de células do cérebro de ratos contra
morte celular induzida por ferimento traumatico e exposicdo a luz UV foi estudada
comparando suas propriedades com a de outros antioxidante como, por exemplo, a
vitamina E, melatonina e N-acetil cisteina, através de estudos in vitro (Figura 5). As
particulas de nanocéria deste estudo foram sintetizadas em agua e variaram Sseus
tamanhos entre 5-10 nm com estrutura da fluorita. E importante salientar que a protecéo

foi mais efetiva quando as células foram encubadas de 24 a 48 horas antes do dano. Os
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resultados mostraram que uma dose unica de nanoparticulas (NPs) de cério protege as
células com maior eficacia que a exposicao a luz UV e que multiplas doses de outros

antioxidantes."?

i 60, ’

Q

£ 501 O controle

©

o

| . y E

8_ 9 B Oxido de cério
1 dose

@ 30

g B vitamina E
2 doses

(n -

8 20

-~ O N-acetil cisteina

o 104 2 doses

=

© B lelatonina

O 0 2 doses

Controle Lesdo Lesdo Lesdo

leve moderada grave
Figura 5- Comparacao de NPs de céria com outros antioxidantes.

Estudos realizados com particulas de nanocéria comprovaram suas propriedades
inibidoras relacionadas aos danos oriundos do stress oxidativo.** As propriedades
fisico-quimicas da nanocéria, como por exemplo, a capacidade de mudanca reversivel
de estado de oxidacdo entre 3+ e 4+ foram estudadas, e o0s seus resultados
demonstraram que a vida média de cultura de células cerebrais, podem ser aumentadas
como pode ser verificado na Figura 6.*3 Outros estudos puderam comprovar que a
nanoceéria aumenta o crescimento e o desenvolvimento de células tronco mesenquimais
(MSCs). Também pdde ser comprovado que materiais contendo vidro bioativo com
nanocéria melhoram consideravelmente a diferenciacdo de MSCs para osteoblastos, e

aumentam a producdo de colageno (matriz extracelular).

Nesse sentido, estabeleceu-se a hipdtese de que a nanocéria pode melhorar a
osteogénese, devido a regulacdo e a aceleracéo da expressdo de fatores de crescimento,
podendo levar ao sucesso no que se refere a regeneracdo de tecidos 0sseos. A unido
resultante entre os vidros bioativos e o cério devera ter a capacidade de estimular a

regeneracdo 0ssea do corpo humano. Assim sendo, a presente pesquisa mudara 0s
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horizontes no processo de desenvolvimento de materiais para regeneracdo do tecido

0sseo.
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Figura 6- Representacdo do aumento de tempo de cultura de células cerebrais, quando

sujeitas a presenca de nanocéria.'®

Em outros estudos foi demonstrado que a nanocéria promove a diferenciacdo de células
mesenguimais humanas em osteoblastos. A baixa pressdo de oxigénio é considerada um
componente integral das células tronco mesenquimais humanas (MSCs) no
microambiente da medula éssea. MSCs foram cultivadas sob atmosfera de oxigénio
fisiologicamente relevantes (2% O;) por 1 més, estas exibiram um aumento do nivel de
proliferacdo, mantendo uma capacidade de formacdo de coldnias significativamente
mais alta e expressando niveis mais elevados de genes de células tronco, do que MSCs
cultivadas em 20% O,. Sob inducdo da diferenciagdo, MSCs cultivadas sob baixa
pressdo de oxigénio expressaram niveis mais altos de marcadores da diferenciacéo
osteoblastica e adipdsitas do que o controle. Ressalta-se que as MSCs mantiveram a
habilidade de florescer em condicBes prolongadas de baixa pressdo de oxigénio,
sugerindo que este seja um elemento essencial para o grupo in vivo de MSCs. Os
estudos preliminares de S. Seal mostraram que a adicdo de nanoparticulas (NPs) de
cério a culturas de MSCs imitaram o efeito de baixa pressdo de oxigénio. Adicdo de
NPs de cério a cultura de MSCs aumentou o crescimento celular (Figura 7) e na
diferenciagéo as células produziram significativamente maior nivel de coldgeno. MSCs
sdo sensiveis a compostos toxicos derivados de oxigénio molecular, radicais hidroxila

ou peroxido de hidrogénio. Diminuindo o oxigénio, a produgdo de radicais oxigénio é
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significativamente reduzida. Assim, a observacdo dos efeitos de NPs de cério sobre
MSCs pode ser relacionada com sua agdo sobre o maior tempo de vida das MSCs na
cultura, quando em contato com as NPs de cério.
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120 00047

100,000 1
80.000¢"
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20000 ¢

0
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra4 Amostra S Controle

Figura 7- Tratamento com NPs de cério aumentou a proliferacdo de MSCs comparado

ao controle. O nivel de aumento depende da formulacéo da nanocéria.®

Em outro estudo, scaffolds de vidros bioativos foram semeados com células tronco
mesenquimais humanas da medula 6ssea, com densidade de 250.000 células/ cm? e
cultivadas por 10 dias em meio basal e em meio contendo suplementos osteogénicos
(4cido ascérbico, fosfato de B-glicerol e dexametasona).®® As MSCs exibiram um bom
espalhamento com grandes areas de adesao celular e prolongamentos celulares extensos
e distintos (Figura 8). Na auséncia de suplementos osteogénicos, MSCs expressaram
fosfatase alcalina e uma matriz de colageno depositadas, com e sem a incorporagdo de
nanocéria incorporada nos scaffolds. Isto indica que o vidro induz a diferenciacdo das
MSCs para a linhagem de osteoblastos. Deposi¢do de matriz extracelular foi examinada
pela medida da quantidade de colageno produzida pelas células cultivadas nos scaffolds
por 2, 6 e 10 dias. Apos 2° e 6° dias de cultura, a incorporacéo de nanocéria ndo afetou a
producéo de colageno (Figura 9). Entretanto, entre 6° e 10° dias em cultura, a producéo
de colageno aumentou para MSCs cultivadas em vidros bioativos contendo nanocéria.
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Assim, os resultados preliminares, dos trabalhos mencionados, confirmam a
investigacdo prévia sobre a proliferagdo de MSCs e fortalecem a hipotese de que a
nanocéria pode promover a diferenciacéo osteoblastica e a producgéo de colageno.

—
K100 LeQde

Figura 8- Imagem de MEV mostrando MSCs bem aderidas e possuindo boa

morfologia no vidro bioativo contendo nanocéria.®*

Absorbancia

2diss Sdias 10 dias

Figura 9- Producdo de colageno por MSCs cultivadas por 2, 6 e 10 dias nas amostras de

vidro bioativo contendo nanocéria.®?

O presente trabalho segue a linha de introducéo de cério, inciando com a incorporagdo
do elemento Ce no vidro bioativo 70S, através da adicdo de nitrato de cério pela rota
sol-gel. A presenca do Ce no material tem potencial para produzir os efeitos observados

com a nanoceéria.
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4. Metodologia

O presente trabalho esta dividido em quatro etapas (Figura 10). A primeira refere-se a
sintese do vidro bioativo 70S visando a incorporacdo do cério em diferentes
concentracdes. A segunda etapa descreve a caracterizagdo dos vidros bioativos com e
sem cério. A terceira etapa é relativa ao teste de bioatividade dindmico das amostras. A
quarta etapa é referente a avaliacdo das respostas celulares aos vidros bioativos, com e
sem cério. Por fim, a quinta etapa, busca uma forma diferenciada de sintese utilizando o
banho ultrassénico para melhor dispersdo de Ce nas amostras. A primeira, segunda e
terceira etapas foram realizadas na escola de Engenharia, no entanto, a quarta etapa, foi
realizada no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG, que disponibilizou toda a

infraestrutura necesséaria a realizacdo dos ensaios.

Sintese das amostras de VB 70S, VB+Ce [1/2], VB+Ce [1], VB+Ce [2]

N

Caracterizagdo das amostras de VB 70S, VB+Ce [1/2], VB+Ce [1], VB+Ce [2]

Teste de bioatividade dindmico em SBF

Teste de citotoxicidade

Figura 10— Esquema de realizacdo das etapas fundamentais deste trabalho.

4.1. Sintese do vidro bioativo com e sem cério

Neste estudo, foi escolhido o vidro bioativo 70S, por ter sido 0 mesmo vidro bioativo
utilizado nos estudos realizados com adic&o de nanocéria,® visando uma referéncia para
comparagles necessarias para guiar a realizagdo do trabalho. Foi sintetizado o vidro
bioativo 70S puro e contendo cério em diferentes concentracbes para avaliar a

interferéncia da insercdo de Ce na estrutura do material. Duas temperaturas de
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tratamento, 700 °C e 900 °C foram utilizadas para avaliacdo da interferéncia da

mudangca do estado de cristalinidade na resposta do biomaterial.

4.1.1. Sintese do vidro bioativo 70S

Estudos anteriores desenvolveram materiais de vidro bioativo.®*® A sintese escolhida
para a obtencdo do vidro bioativo seguiu 0 método sol-gel, rota alcoxido. Os reagentes
utilizados foram: agua deionizada; acido nitrico 2N — Synth; alcoxido tetraetil
ortosilicato (TEOS) - Aldrich, 98% de pureza, Si(OC,Hs)4, precursor de SiO; e nitrato
de célcio Ca(NO3),.4H,0 - Synth, como precursor de CaO. A metodologia de obtencédo
de vidro bioativo usada foi desenvolvida anteriormente por Coelho.*® A sintese de 1 mol
de vidro bioativo (Figura 11) ocorreu pela hidrdlise de 133,8 mL de TEOS na presenca
de 97,9 mL de agua deionizada e 16,3 mL acido nitrico 2N, etapa 1, por uma hora, sob
agitacdo, em seguida foi adicionadode 85,01 g de nitrato de calcio, deixando solubilizar
por 30 minutos, etapa 2. A solucdo foi vertida em moldes de Teflon (Figura 12), etapa
3. As amostras foram envelhecidas, etapa 4, por 72 horas em estufa a 60 °C e a
secagem, etapa 5, ocorreu a uma temperatura inicial de 70 °C e acréscimo de 10 °C por
dia, durante sete dias. Para finalizar, foi realizado tratamento térmico de estabilizacdo
em forno do tipo mufla com aquecimento até 700 °C, com taxa de aquecimento de 1 °C
por minuto, manutencdo desta temperatura por 4 horas e depois diminuicdo da

temperatura até 40 °C (taxa de 1 °C por minuto).
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Figura 11- Esquema da sintese do vidro bioativo 70S (adaptada).™

Figura 12- Fotografia dos moldes de Teflon utilizados na secagem dos materiais

estudados neste trabalho.?

4.1.2. Sintese do vidro bioativo 70S contendo cério em diferentes concentracdes

As amostras de vidro bioativo contendo cério foram confeccionadas em concentragdes
distintas, buscando assim, aperfeicoar os resultados. As composi¢cdes dos materiais
produzidos estdo presentes na Tabela 1. As concentragfes das amostras foram

91-93

escolhidas a partir da amostra produzida por Julian Jones na qual foi introduzida a

nanoceria em concentragdo equivalente a da amostra VB+Ce [1]. A partir dessa
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composicao, foram sintetizadas neste trabalho, amostras contendo o mesmo percentual,

a metade do percentual e o do dobro do percentual de cério, porém, tendo como

precursor de Ce, o nitrato de cério, para que seus efeitos pudessem ser avaliados.

Tabela 1- Composicdo dos materiais produzidos.

Amostras 005102 2Ca0 00Ce203
708 70 30 0
VB+Ce [1/2] 69.96 29,98 0,06
VB+Ce [1] 69.92 29.96 0,12
VB+Ce [2] 69.83 29,93 0,24

A sintese escolhida para a obtencdo do vidro bioativo/cério foi via sol-gel, a mesma do

vidro bioativo 70S, no entanto, foi acrescentado o nitrato de cério hexahidratado, da

marca Aldrich, com grau de pureza 99,9%, conforme apresentado na Figura 13, na etapa

que antecede a adicdo do nitrato de célcio. Foi adicionado o nitrato de cério, etapa 2,

que ficou sob agitacdo magnética por 30 minutos.
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Figura 13- Representacdo esquematica da sintese do vidro bioativo 70S/Ce

(adaptada).*®
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As amostras de vidro foram sujeitas a um tratamento térmico a temperatura de 700 °C e

900 °C. Todas as amostras foram moidas e peneiradas.

4.1.3- Sintese assistida por ultrassom

A propagacdo das ondas ultrassonoras no meio reacional origina uma variacdo de
pressdo, a qual é responsavel pela cavitacdo. A cavitacdo é a criacdo e implosdo de
microbolhas de gas no centro de um liquido. A variagdo de pressdo cria, em um ponto
do liquido, momentos de compressdo e descompressdo alternados. Microfluxos de
liquidos sdo formados devido a absorcdo de grande quantidade de energia vibracional
dentro de pequeno volume, com pouco ou nenhum aquecimento associado. Isto
favorece o transporte de massa entre fase liquida e a superficie sélida, contribuindo para
a aceleracdo da velocidade da reacdo, observada em muitos casos. Um dos efeitos da
cavitacdo ultrassdnica é a criacdo de um ambiente Unico para reacbes sol-gel que
conduzem as caracteristicas particulares nas amostras como: textura fina, estrutura

homogénea, etc.***

Buscando uma melhor dispersdo do cério nas amostras, foi realizada a sintese assistida
por ultrassom. O procedimento adotado na sintese foi semelhante aos demais, no
entanto, ap6s a adicdo do precursor de Ce, a solucdo foi levada ao ultrassom modelo UP
2005 Ultrasonic Processor, da marca Hielsher Ultrasound Technology, sob um ciclo de
0,8 e amplitude de 80%, onde permaneceu por 10 minutos, em seguida, foi adicionado o
precursor de célcio e entdo, a solugdo permaneceu no equipamento por mais 20 minutos.
As amostras foram levadas para a estufa sem circulacdo de ar por 3 dias, em seguida, na
mufla, foram aquecidas até 700 °C, com taxa de aguecimento de 1 °C por minuto,

mantendo por 6 horas a temperatura a 700 °C.

Todas as amostras, sintetizadas tanto pela forma convencional quanto pela sintese
assistida por ultrassom, foram submetidas a moagem e peneiradas. A faixa de gréos
utilizada foi de 38 pm a 100 um para posterior utilizagdo na caracterizagéo, teste de

bioatividade e citotoxicidade. Todos os testes foram feitos em triplicata.

4.2- Teste de bioatividade dindmico em SBF
As amostras foram imersas em SBF por diferentes tempos de imersdo para a

determinacdo do tempo de formacdo da camada de hidroxiapatita (HA) na superficie das
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amostras. Foram eleitas para o teste de bioatividade, as amostras tratadas a 700 °C, em
funcdo de sua estrutura amorfa, que possibilita uma maior degradabilidade no meio,
favorecendo também maior facilidade de formagdo da camada de HA. Os intervalos de
tempo avaliados foram de 1 dia, 1 semana e 4 semanas. Um frasco nomeado de
referéncia (o branco) foi feito para cada intervalo de tempo. Os testes foram realizados
em triplicata. Uma fragéo de 75 mg de vidro bioativo foi imersa em 50 mL de solugéo
de SBF. O tempo de teste € iniciado no momento em que é adicionado o SBF. O teste

com maior riqueza de detalhes sera descrito a seguir.

O teste consistiu na preparacéo da solugdo de SBF, sequindo o protocolo de Kobubo,® a
37 °C. As amostras foram submetidas a uma agitacdo de 120 rpm. Todos os frascos
foram devidamente etiquetados. Adicionou-se 75 mg de vidro bioativo em um
erlemeyer de polietileno de 100 mL. Foi acrescentado 50 mL de SBF para o primeiro
intervalo de tempo pré-estabelecido. Foi registrado a hora de inicio e a posi¢cdo das
amostras no agitador de incubacgdo. Adicionou-se 50 mL no frasco de referéncia e
mediu-se seu pH. Depois de 5 minutos de inicio do experimento, adiciou-se 50 mL de
SBF na amostra seguinte e, assim sucessivamente. Todos os testes foram realizados em

triplicata. A Figura 14 mostra o esquema do teste de bioatividade dindmico em SBF.

Foram utilizados papel de filtro (Whatman grau 2) e acetona para cessar as reacoes.
Apbs 5 minutos, foi medido o pH da solucédo referéncia. No fim do primeiro intervalo
de tempo, filtrou-se a solugdo de tal modo que a amostra ficou no papel de filtro. A
solucdo filtrada foi levada ao CDTN, onde analises de ICP-AES, descrita em item
posterior, foram realizadas. Em seguida, as amostras foram lavadas com &gua
deionizada (DI), (apenas o suficiente para cobrir as particulas) para remover 0s sais ndo
aderentes, em seguida, foram lavadas novamente com acetona para terminar a reagdo. O
passo seguinte foi deixar as amostras secarem em uma placa de Petri devidamente

identificadas em estufa a 60 °C.
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Agitadora 37 °C
Vedado

Erlemeyer de polietileno de
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Figura 14- Esquema do teste de bioatividade dindmico em SBF.

4.3- Técnicas de caracterizacdo utilizadas

4.3.1- Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Ensaios para avaliagdo da morfologia do material foram realizados atraves do
Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV), da marca FEI, modelo Inspect S50,
acoplado ao Espectrometro por Dispersdo de Energia de Raios X (EDS), modelo
Genesis. Para a realizacdo da analise de MEV, as amostras foram recobertas com

carbono, fazendo com que a superficie das amostras tornasse condutora.

4.3.2- Espectroscopia por Dispersao de Energia de Raios X (EDS)

Com o intuito de analisar qualitativamente as composicdes das amostras, analises de
EDS foram realizadas na superficie de todas as amostras de concentracGes distintas de
Ce e submetidas ao tratamento térmico de 700 °C e 900 °C, antes e apds imersao em
SBF. O equipamento utilizado foi elencado no tépico anterior, por estar acoplado ao
MEV.

4.3.3.- Caracterizagao por espectrometria de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR)
A analise de FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy) foi utilizada para a

identificacdo de grupos quimicos especificos, realizada em um equipamento da marca
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Nicolet, modelo 6700, equipado com Transformada de Fourier com acessério ATR. O

cristal utilizado foi Csl e o nimero de scans utilizados foi de 32.

4.3.4- Difracéo de raios X (DRX)

Para determinacdo das fases presentes, as amostras foram analisadas por difratometria
de raios X. Mediu-se a radiacdo CuKa (A=1,54056 A), trabalhando com 40 kV, 20 mA e
20, variando de 3,03° a 89,91° com passo igual a 0,06°. Foi utilizado o programa “High
Score” para auxiliar na identificagdo dos picos. Todas as amostras foram primeiramente

peneiradas utilizando peneira de 38 - 110 pum.

4.3.5- Espectrometria de Plasma (ICP-AES)

Para analise quimica das amostras por ICP-AES, se fez necessario a abertura das
amostras. A abertura se fez da seguinte maneira: 0,1 g de amostra foi misturada a 0,5 g
de metaborato de litio anidro em um cadinho de platina (Pt) e em seguida, a mostra foi
fundida em um forno mufla a temperatura de (1.300 +20) °C por 30 minutos. Em

seguida houve a dissolucao do material fundido com HNO3 (10% v/v).

A anédlise de espectroscopia ICP-AES, foi utilizada, como uma técnica de analise
quimica quantitativa das amostras. Estas foram feitas em um espectrémetro de plasma

da marca Spectro Analytical Instruments, modelo Spectroflame.

4.3.6- Fluorescéncia de Raios X

A fluorescéncia de raios X teve como objetivo, quantificar os elementos presentes em
cada amostra, sendo assim uma analise quantitativa. O equipamento utilizado foi
RIGAKU ZSX Primus Il e o tubo de rédio. Foi utilizada esta técnica, com o objetivo de
comparar a composicao quimica fornecida por outras técnicas quantitativas que, embora
forneca 0 mesmo dado, concentracbes do elemento na amostra, trabalham com

metodologia de funcionamento fisico distinta.

4.3.7- Analise por adsorcao de Nitrogénio

O método de analise B.E.T. é uma analise matematica que tem como objetivo descrever
a adsorcao fisica de moléculas de gas nitrogénio (N;) sobre uma superficie sélida
avaliando sua area superficial. O método BET foi utilizado para calcular as areas

superficiais especificas das amostras. O volume de poros e a distribui¢do do tamanho de
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poro foram obtidos pelas isotermas de adsorgdo. As amostras foram secas a 40 °C por

48 h sob fluxo de N, para desgaseificacéo.

4.4- Teste de citotoxicidade

A citotoxicidade dos biomateriais foi mensurada pelo ensaio de MTT, baseado em um
método colorimétrico que avalia a capacidade de enzimas desidrogenases, presentes em
células viaveis em converter o sal de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazol, soltvel em &gua, em cristais de formazan, produto insoldvel em 4gua.*
Os cristais de formazan séo solubilizados e a densidade o6tica pode ser determinada pelo
espectrofotébmetro UV-vis a 595 nm. O numero de células vidveis é diretamente
proporcional a quantidade de cristais de formazan produzidos.

Células de cultura primaria de fibroblastos humanos na quarta passagem foram
plaqueadas em placas de 24 pocos na densidade de 1x10* células/por poco. As
populacdes celulares foram normalizadas com meio DMEM durante 24 horas, apds esse

periodo o meio foi trocado e as amostras foram colocadas nos respectivos pogos.

Amostras do vidro bioativo 70S, VB+CE [1/2], VB+Ce [1], VB+Ce [2], tratadas a 700
°C e das amostras VB+Ce [1] e VB+Ce [2], tratadas a 900 °C, na concentracdo de
Img/mL foram utilizadas para este experimento. Como controle positivo do
experimento, células e meio DMEM e, como controle negativo, células e PBS 10x. O
método de esterilizacdo das amostras foi radiacdo ultravioleta por 40 minutos. Todos 0s
ensaios foram realizados em triplicata (n=3).

As células foram incubadas a 37 °C, atmosfera umida e 5% CO, por 72 horas. Ao
término deste periodo de incubacdo, o0 meio de cultura foi retirado e descartado e foi
adicionado 210 pL/poco de meio DMEM. Em seguida, foi acrescentado 170 pL/poco de
solucdo de MTT (Invitrogen) (5 mg/mL) e a placa foi incubada em estufa a 37 °C,
atmosfera Umida e 5% CO,, por 2 horas. As células foram observadas ao microscopio
otico (M.O.) para visualizagdo dos cristais de formazan e estes foram solubilizados
através da adi¢do de 210 plL/pogo de uma solu¢do de SDS (sodium dodecil sulfate)
10%-HCI (&cido cloridrico 0,01 M - 10% de dodecil sulfato de sddio em agua) seguido
de incubagdo em estufa & 37 °C, atmosfera Umida e 5% CO,, por 18 horas. Transferiu-se

100 pL de cada pogo para uma placa de 96 pogos (fundo reto), em triplicata, e a
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densidade ¢tica foi mensurada no espectrofotdmetro a 595 nm. Durante o experimento,
todos os passos envolvendo o reagente MTT foram executados em condi¢gdes minimas
de luminosidade. Os resultados obtidos foram analisados por ANOVAtwo-way seguido

pelo teste de Bonferroni e expressos como média + EMP (erro médio padréo).>°"%
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5. Resultados e Discussao

5.1- Sintese e Caracterizacao das amostras de Vidro Bioativo /Nitrato de Ce

5.1.1- Sintese das amostras de Vidro Bioativo / Nitrato de Ce (VB+Ce)

As amostras foram sintetizadas pelo método sol-gel, via alcodxido. As amostras foram
submetidas a duas temperaturas de tratamento térmico 700 °C e 900 °C. Numa anélise
preliminar visual pbde ser verificado que as amostras possuem uma estrutura
relativamente quebradica (as do vidro 70S, ainda maior) e de cor branca (Figura 15 - A).
As amostras contendo Ce ficaram com a superficie mais lisa e mais dificeis de serem
trituradas (Figura 15 — B). As amostras inicialmente foram obtidas na forma de

monolitos (Figura 15) e em seguida foram trituradas e peneiradas. A faixa de gréos

utilizados para todos os testes e analises foi de 38 - 100 um.

Figura 15- Fotografias das amostras de VB 70S (A) e VB+Ce, respectivamente, na
forma de monolito.

5.2- Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A partir das amostras obtidas, ja trituradas, a morfologia da superficie das particulas dos
vidros pdde ser visualizada nas imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura
(MEV) apresentada na Figura 16. A morfologia das amostras € relativamente parecida,
no entanto, algumas amostras, onde a presenca de cério é maior, apresenta maiores
pontos brancos que posteriormente foram identificados no EDS como area onde ha
presenca significativa de cério, evidenciando uma heterogeneidade da amostra. Os

pontos sdo mais evidentes na amostra VB+Ce [2], onde ha maior teor de Ce.
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Figura 16- Micrografia de MEV, com aumento de 10.000X, das superficies das
particulas (A) VB - 70S, (B) amostra VB+Ce [1] e (C) amostra VB+Ce [2].

5.3- Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS)

Foi detectada a presenca dos elementos quimicos silicio (Si), célcio (Ca) e carbono (C),
este ultimo devido ao processo de metalizacdo das amostras. Observam-se na Figura 17,
0s principais constituintes presentes na amostra. O Ce, esta presente em quantidade

abaixo do limite de deteccdo da técnica usada.
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Figura 17- Andlise de EDS das amostras de VB 70S, VB+Ce [1] e VB+Ce [2].

Para confirmacdo da presenca do Ce e certificar de que 0 mesmo havia sido incorporado
no processo de sintese, foi realizada uma analise nos pontos brancos do MEV, que se
evidenciaram principalmente na amostra VB+Ce [2]. A Figura 18 ilustra os pontos
encontrados na micrografia com aumento de 10.000X, para as amostras VB+Ce [1] e
VB+Ce [2], respectivamente. Na parte cinza consta somente a presenca de Si e Ca,
componentes do vidro bioativo, ja nos pontos pequenos brancos foi observado a

presenca do Ce, conforme mostrado nos espectros de EDS correspondentes.
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Figura 18- Micrografia de MEV e andlise de EDS confirmando a incorporagdo do Ce
nas amostras (A) VB+Ce [1] e (B) VB+Ce [2].

5.4- Caracterizacdo da cristalinidade por Difragdo de Raios X
A Figura 19 mostra o difratograma de raios X da amostra de vidro bioativo 70S.
Observa-se que a amostra possui difratograma caracteristico de material amorfo, em

concordancia com a literatura.*
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Figura 19- Difratograma de raios X da amostra de vidro bioativo 70S.

Os difratogramas das amostras VB+Ce [1/2]; VB+Ce [1], VB+Ce [2], tratadas a 700 °C,
analisadas por DRX, Figura 20, foram realizados para identificar a cristalinidade das
mesmas. Pelos difratogramas apresentados pode-se considerar que 0s materiais

produzidos, tratados a 700 °C s&o predominantemente amorfos.

WW%WW

m
w ™ MW‘MWMW\“W . VB+Ce [1]
WWWWWW ‘ 'M"HWWWMW\MLWM%M'MW ”W\WM Mo UMM

10 20 30 40 50 60 70
Angulo 26

Figura 20- Difratograma das amostras VB+Ce [1/2]; VB+Ce [1], VB+Ce [2] tratadas a
700 °C.

As amostras de VB/Ce, submetidas a um tratamento térmico de 900 °C, Figura 21,
tiveram sua cristalinidade alterada. As amostras apresentaram fases cristalinas tipicas da
Ciclowollastonita (CaSiOs3) sistema triclinico (*) e Pseudowollastonita (Caz(Si3Og)

sistema triclinico (#). Embora as amostras apresentem sistemas cristalinos iguais, 0s
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indices de Muller sdo diferentes. Possuem a mesma composic¢ao, mas tratam-se de fases
diferentes. Foi utilizado o programa “High Score” para auxiliar na identificacdo dos

picos. Todos os resultados foram normalizados.
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Figura 21- Difratograma das amostras de VB/Ce tratadas a 900 °C.

5.5- Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

A Figura 22 ilustra o espectro de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) das
amostras VB+Ce [1/2], (B) VB+Ce [2], (C) VB+Ce [1] e (D) VB 70S, todas tratadas a
700 °C, na qual pode-se observar as bandas de absorcdo caracteristicas na regidao entre
4000 cm™ e 500 cm™ . A banda centrada em 3450 cm™ esta relacionada com o
estiramento SiO — H dos grupos silanois superficiais que fazem ligagdo de hidrogénio
com as moléculas de agua e correspondem as vibracdes de estiramento dos grupos
hidroxila.® Ha uma banda O-H em 1630 cm , referente a0 modo de deformacéo das
moléculas de agua adsorvidas, observa-se também, uma banda na regido do nimero de
onda caracteristico das ligacdes Si-O-Si, estiramento de 1090 cm™ e 800 cm™. Outra
banda esta presente e associa-se ao modo vibracional das liga¢bes Si-OH com
estiramento, em 950 cm™.* As bandas em 1200 cm™ e 1090 cm™ s&o associadas aos
modos vibracionais LO e TO, respectivamente, de estiramento assimétrico das ligacoes
Si-O-Si em varias espécies ciclicas. Houve um deslocamento da banda de 1200 cm™
provavelmente devido a sobreposicdo com 0 modo de dobramento das ligagdes Si-O-Si
em 1400 cm™. A Figura 25 ilustra a ampliac&o das bandas na regido de 400 cm™ e 1400

cm™.



39

Si-O-Si
Y

Transmitancia

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 22- llustracdo da analise de FTIR realizada para as amostras (A) VB+Ce [1/2],
(B) VB+Ce [2], (C) VB+Ce [1] e (D)VB 70S, todas tratadas a 700 °C.

A Figura 23 ilustra a ampliacdo das bandas na regi&o de 400 cm™ e 1400 cm™. As
bandas mencionadas na Figura 22 e Figura 23 estdo presentes também nos espectros das
amostras que sofreram um tratamento térmico de 900 °C (Figura 24). A Figura 25

revela uma ampliacéo das bandas presentes na area entre 400 cm™ e 1400 cm™.
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Figura 23- Ampliacéo das bandas na regido de 400 cm™ a 1400 cm™. (A) VB+Ce [1/2],
(B) VB+Ce [2], (C) VB+Ce [1] e (D) VB 70S, todas tratadas a 700 °C.
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Figura 24- llustracdo da andlise de FTIR realizada para as amostras (A) VB+Ce [1], (B)
VB+Ce [2], ambas tratadas a 900 °C.
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Figura 25- Ampliacdo das bandas na regi&o de 400 cm™a 1400 cm™. (A) VB+Ce [1] e
(B) VB+Ce [2], ambas tratadas a 900 °C.

A diferenca encontrada entre as amostras de vidro bioativo pode estar associada a
diferenca de concentragdo de Ce e a diferenca de tratamento térmico realizado nas

amostras.
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5.6- Composicdo quimica das amostras
Para confirmacdo do teor de cério presente no material, foram realizadas trés analises
distintas. A Tabela 2 mostra as concentragdes encontradas para o 6xido de cério de duas

amostras, obtidas por ICP-AES e fluorescéncia de raios X.

Tabela 2- Teor de Ce,0O3 (%) nas amostras de VB.

Amostras Concentracédo | ICP-AES | Fluorescéncia
nominal de raios X
VB+Ce [1] (700 °C) 0,12 0,25+0,03 0,20+0,02
VB+Ce [2] (700 °C) 0,24 0,44+0,04 0,44+0,04

Duas técnicas distintas foram utilizadas para verificar a concentracao do SiO, ICP-AES
e Fluorescéncia de raios X (Tabela 3). A diferenca entre os valores encontrados se da
pelo fato de que na fluorescéncia de raios X levou em consideracdo a perda ao fogo que
foi de 20,6% para a amostra VB+Ce [1] e de 17,3% para a amostra VB+Ce [2]. No
entanto, em relacdo a concentracdo nominal houve uma diferenca significativa

verificada pelas duas analises, o que sera alvo de estudos futuros.

Tabela 3- llustracdo da concentracdo do SiO; (%) nas amostras de VB.

Amostras Concentracao ICP-AES Fluorescéncia
nominal de raios X
VB+Ce [1] (700 °C) 69,91 69+3 61
VB+Ce [2] (700 °C) 69,83 73%3 64

As mesmas técnicas utilizadas para a obtencdo da concentracdo do SiO, foram utilizadas

para determinacdo da concentragdo de CaO (Tabela 4).

Tabela 4- llustracdo da concentracdo do CaO (%) nas amostras de VB.

Amostras Concentracao ICP-AES Fluorescéncia
nominal
VB+Ce [1] (700 °C) 29,96 20+2 18
VB+Ce [2] (700 °C) 29,93 2242 18,4
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A analise de fluorescéncia de raios X levou em consideracao a perda ao fogo que foi de
20,6% para a amostra VB+Ce [1] e 17,3% para a amostra VB+Ce [2].

Os valores encontrados foram relativamente proximos dos valores nominais para
concentracdo de cada elemento nas amostras evidenciando assim a composi¢do quimica

desejada.

5.7- Adsorcéo de Nitrogénio

A estrutura mesoporosa e a elevada area superficial sdo aspectos tipicos de materiais
obtidos por sol-gel. Essas caracteristicas intensificam a taxa das reacfes na superficie,
conduzindo para uma liberacdo mais acelerada de espécies ibnicas durante a dissolucdo
do material. A &rea superficial especifica tem um papel importante na bioatividade de
biomateriais. A habilidade do substrato de induzir a formacdo de uma camada
biologicamente ativa de HA ndo depende somente da composi¢do quimica do vidro
bioativo, mas também da textura produzida pelo processamento sol-gel. Tais estudos
foram realizados em po6s de vidro bioativo que apresentavam area superficial especifica
entre 300 m%g a 700m%g e volume de poros maior que 0,4 cm®/g. Este aspecto
subestrutural poderia ser relacionado a uma maior densidade de sitios potenciais de
nucleacdo na formacdo da camada de hidroxiapatita sobre a superficie de vidros

bioativos com até 90% em mol de SiO,.%"%®

A determinacdo da area superficial das amostras foi feita pelo método de Brunauer-
Emmett-Teller (BET). O volume de poros e a distribuicdo do tamanho de poros foram
obtidos pelas isotermas de adsorcdo. As amostras foram secas a 40° C por 48 horas sob

fluxo de N, para desgaseificacédo.

Pode ser verificado que os materiais em estudo encontram-se com estruturas
mesoporosas, ou seja, tamanho de poros na faixa de 2 nm a 50 nm. As isotermas de
adsorcao/dessorcao correspondem ao tipo IV (Figura 26) indicando material constituido
por mesoporos. Estruturas mesoporosas sdo estruturas favoraveis quando de trata de
biomateriais, isto por possuirem elevada area superficial o que resulta em alta

bioatividade e elevada tendéncia a biorreabsorc&o.*



43

04|

k|

e aha e B  E aEE R e
I

10000

{Broo) awnop,

WO —F === == ===

000

000

lativa P/Po

ressdo re

P

Figura 26- llustragdo do tipo de isoterma caracterisitca dos materiais estudados.

O efeito da variacdo da temperatura de tratamento térmico e da concentracdo de cério

sobre a area superficial e mesoporosidade consta elencado na Tabela 5.
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Tabela 5- Valores fornecidos pela analise de adsor¢do de N por tipo de amostra e

temperatura de tratamento térmico.

Amostras Area superficial | Volume de poros Tamanho médio
especifica (m?/g) (cm®/g) de poros (nm)
VB 70S (700 °C) 47,94 0,11 9,38
VB+Ce [1/2] (700 °C) 109,48 0,35 12,96
VB+Ce [1] (700 °C) 96,61 0,46 19,02
VB+Ce [2] (700 °C) 109,96 0,41 14,82
VB+Ce [1] (900 °C) 13,22 0,08 23,52

Os valores encontrados para area superficial, volume de poros e tamanho médio de
poros estdo dentro dos valores encontrados na literatura.’* A amostra VB+Ce [1]
tratada a 900 °C apresentou o menor volume de poros, provavelmente devido ao
aumento da temperatura de tratamento térmico, indicando alta densificagdo da amostra,
adquirindo uma estrutura mesoporosa a partir dessa temperatura com tamanho de poros
na faixa de 2 nm a 50 nm, possuindo alta &rea superficial que implica em alta
bioatividade e elevada tendéncia a biorreabsor¢do. A amostra que apresentou maior
volume de poros foi a VB+Ce [1] tratada a 700 °C com tamanho médio de poros
equivalente a 19 nm. As amostras tratadas a 700 °C apresentaram maior area superficial
especifica justamente pelo fato das amostras tratadas a 900 °C terem sofrido maior
densidicacdo, ou seja, com 0 aumento da temperatura a amostra comeca a se apresentar
de forma mais organizada o que implica na densificacdo apresentada o que é reforcado

pela analise de DRX, onde fases cristalinas comecam a aparecer a essa temperatura.

5.8- Teste de bioatividade dindmico em SBF

O teste de bioatividade de um material deve ser realizado de maneira a simular o
ambiente in vivo. As amostras VB+Ce [1/2], VB+Ce [1] e VB+Ce [2], tratadas a 700 °C
foram imersas em SBF (simulated body fluid), seguindo o protocolo de Kokubo® para a
confeccdo da solucdo e, em seguida, foram levadas para o agitador , ficando sob
agitacdo em intervalos de tempo de 1 dia, 1 semana e 4 semanas. Durante os estudos de
bioatividade, foram avaliadas as varia¢6es do pH das solucbes de SBF usadas nos testes

dindmicos, esbogados na Figura 27. Foi realizado a leitura do pH da solucdo controle
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em periodos de tempo distintos. Pode ser observado que o pH das solugdes ndo variam

significativamente, revelando certa estabilidade do ensaio.
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Figura 27- Controle do pH da amostra de referéncia para os intervalos de tempo de 1

dia, 1 semana e 4 semanas.

Quando um material bioativo é implantado no corpo humano, vérias reacdes

bioguimicas e biofisicas ocorrem na interface implante-tecido. Estas reagdes resultam

em uma forte interacdo interfacial associada a formacdo de uma camada de

hidroxiapatita (HA) na superficie do implante.*

Com a intencédo de avaliar a possivel presenca da camada de HA, foram feitas analises

de FTIR das amostras que mostram bandas em 875 cm™ e 560 cm™ ilustradas na Figura

28, tipicas da HA, indicando formacédo de estruturas semelhantes a da hidroxiapatita.
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Figura 28- FTIR das amostras (A) VB+Ce [1/2], (B) VB+Ce [1] e (C) VB+Ce [2],

imersas em SBF por intervalos de tempo de 1 dia, 1 semana e 4 semanas.
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As amostras imersas em SBF por diferentes intervalos de tempo também foram
analisadas por DRX. Observando os resultados de difracdo de raios X da Figura 29,
pode-se concluir que as amostras permaneceram amorfas quando em contato com a
solucdo SBF por um periodo de tempo de 1dia, ou seja, ndo houve formacéo da camada
de hidroxiapatita. J& nas amostras imersas em SBF por um periodo de tempo superior,
ou seja, 1 semana, conforme ilustra a Figura 30, picos de fases cristalinas se
evidenciaram. Os espectros de DRX confirmaram a presenca de estruturas cristalinas na
superficie das amostras, entretanto ndo se pode afirmar a formacdo da camada de HA.
Os dados sugerem que houve precipitacdo de fosfato de célcio nas amostras, entretanto
ndo podemos afirmar quais as fases estdo presentes nas amostras analisadas. Fases
cristalinas ndo foram possiveis de serem identificados nas amostras que ficaram imersas
por 4 semanas (Figura 31) em SBF, provavelmente em funcédo da agitacdo mecanica que

ficaram sujeitas. Todos os testes foram feitos em triplicata.
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Figura 29- Difratograma de raios X das amostras tratadas a 700 °C durante 24 horas.
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Figura 30- Difratograma de raios X das amostras tratadas a 700 °C durante 1 semana.

Em 26 = 29° observa-se um pico indicando fase cristalina.*®
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Figura 31- Difratograma de raios X das amostras tratadas a 700 °C durante 4 semanas.

As amostras ap6s serem imersas em SBF pelos periodos de 1 dia, 1 semana e 4 semanas
passaram também pela anélise de MEV/EDS para verificacdo de alguma fase cristalina
formada na superficie das amostras. A Figura 32 ilustra a formacgéo de estruturas que
podem ser indicio da formacéo de estrutura cristalina , nos trés intervalos de tempo para
a amostra VB+Ce [1/2], visualizado no MEV e no EDS. O mesmo ocorreu com a

amostra VB+Ce [1], Figura 33 e também com a amostra VB+Ce [2], Figura 34.
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calcio ap6s imersdo por 1 dia, 1 semana e 4 semanas, para a amostra VB+Ce [1/2].

Figura 32- A micrografia com aumento de 2.500X, revela o crescimento de fosfato de
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Figura 33- A micrografia com aumento de 2.500X, revela o crescimento da camada de
fosfato de calcio ao longo do tempo de 1 dia, 1 semana e 4 semanas, para a amostra
VB+Ce [1].
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Figura 34- A micrografia com aumento de 2.500X, revela o crescimento da camada de
fosfato de calcio ao longo do tempo de 1 dia, 1 semana e 4 semanas, para a amostra
VB+Ce [2].

No teste de bioatividade, houve pequena variacdo do pH das amostras, revelando
estabilidade do ensaio. O DRX, FTIR, MEV/EDS das amostras apds teste de
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bioatividade revelaram formacéo da camada de fosfato de célcio, ndo podendo afirmar
se houve formacdo da camada de hidroxiapatita, no primeiro dia, para as amostras
VB+Ce [1/2], VB+Ce [1] e VB+Ce [2]; com uma semana de imersdo os resultados
foram otimizados para as trés amostras, ou seja, a camada de fosfato de calcio ficaram
mais evidentes, no entanto, o ensaio realizado com 4 semanas de imersdo, ndo
apresentou resultados tdo positivos; uma das explicagdes mais provaveis se da ao fato
do ensaio ter sido feito de forma dindmica, ou seja, as colisdes entre as particulas podem

ter removido a camada de fosfato de calcio.

5.9- Analise quantitativa da solucéo i6nica do teste de bioatividade

Com o intuito de testar a bioatividade de materiais sintéticos, estudos pioneiros foram
realizados por Hench et al., os quais mostraram o crescimento da camada de HA, in
vitro, em vidros que liberavam fons de célcio e fosforo para o meio.?* As Figuras 35, 36
e 37 mostram as concentracdes por ICP-AES encontradas no liquido remanescente, do
teste de bioatividade para o intervalo de tempo de 1 dia, 1 semana e 4 semanas das
referidas amostras. Vale ressaltar que o limite de deteccdo do aparelho para o Ce é de
0,10 [mg/L], 0,50 [mg/L] para o Si e 0,20 [mg/L] para o Ca.

O valor relativamente alto encontrado para o Si e principalmente para o Ca na solucao
se deve provavelmente ao fato da liberacdo de ions para a solucdo simuladora do plasma
humano, o que esta em concordancia com a literatura.?” Pode-se observar pelas Figuras
35, 36 e 37 que no intervalo de tempo maior, ou seja, 4 semanas, a presenca de ions de
Ca foi ainda maior, entre 170 mg.L™" e 185 mg.L™, reforcando a ideia de que no periodo
de 4 semanas, em funcdo do teste de bioatividade ter sido realizado de forma dindmica,
a camada de fosfato de calcio pode ter sido removida, por isso a camada cristalina ndo
foi detectada pelo DRX.
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Figura 35- Concentracdo de ions de Si e Ca no liquido remanescente do teste de

bioatividade para o intervalo de tempo de 1 dia.
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Figura 36- Concentracdo de ions de Si e Ca no liquido remanescente do teste de

bioatividade para o intervalo de tempo de 1 semana.
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Figura 37- Concentracdo de ions de Si e Ca no liquido remanescente do teste de

bioatividade para o intervalo de tempo de 4 semanas.

Os resultados presentes nas Figuras 35, 36 e 37 mostram que a maioria do Ce
incorporado esta ainda presente nas amostras, pois 0s valores encontrados no liquido
remanescente do teste de imersdo em SBF, conforme mostra a Tabela 6, séo
relativamente baixos quando comparados com os valores de concentracdo de cada

elemento inicialmente presente nas amostras.

Tabela 6- Valores de concentracdo de Ce nas solucdes.

Amostras 1 dia [mg.L™] 1 semana [mg.L™] | 4 semanas [mg.L™]
VB+Ce [1/2] 0,02+0,001 0,02+0,001 0+0
VB+Ce [1] 0,01+0,0005 0,01+0,0005 0,06+0,003
VB+Ce [2] 0,04+0,002 0,04+0,002 0,04£0,002

A grande preocupacao inicial desse trabalho era manter o cério na amostra mesmo apds
imersdo na solucdo simuladora do fluido fisiolégico. De acordo com o resultado
presente na Tabela 6, pode-se afirmar que o cerio esta sim presente na amostra, pois ele
ndo se encontra em maiores concentracdes na solucdo remanescente do teste de

bioatividade, embora ndo se saiba ainda como ele esta presente no material.
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5.10- Ensaio de Citotoxicidade

Na Figura 38 pode ser observado o estudo comparativo de viabilidade celular das
células tratadas com os materiais produzidos em relagdo ao grupo controle, utilizando a
técnica do MTT. Pdde-se observar que as células tratadas com VB 70S tiveram um
aumento significativo quando comparadas com o grupo controle no ensaio de MTT. No
entanto, as amostras contendo o Ce, tratadas a 700 °C, em todas as concentragdes,
apresentaram uma viabilidade celular ligeiramente menor do que o grupo controle. As
amostras tratadas a 900 °C apresentaram viabilidade celular ligeiramente mais elevada
do que as tratadas a 700 °C, e mais elevada que o grupo controle. Portanto, pode-se
dizer que apresentaram resultados mais promissores. A proliferacdo das células
cultivadas em contato com as amostras contendo o VB 70S foi proxima ou maior

guando comparadas as células cultivadas somente em meio DMEM.
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Figura 38- Ensaio de citotoxicidade das amostras: VB 70S, VB+Ce [1/2], VB+Ce [1] e
VB+Ce [2].

5.11- Sintese de vidro contendo cério assistida por ultrassom

Buscando uma alternativa para melhor dispersdo do Ce, foi utilizada uma rota
alternativa, lancando mao do equipamento de ultrassom, como possivel ferramenta para
otimizacdo da homogeneizacdo do elemento nas amostras. Foi realizada a microscopia
eletronica de varredura, juntamente com o EDS para averiguagdo da distribuicdo do Ce
nas amostras (Figura 39).
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Figura 39- Anélise geral de MEV e EDS da amostra VB+Ce [2] sintetizada assistida
por ultrassom.
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Figura 40- Analise pontual de MEV e EDS da amostra VB+Ce [2] sintetizada assistida
por ultrassom.
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Nas duas rotas de sintese utilizadas, tanto a convencional quanto a sintese utilizando o
aparelho de ultrassom, foi verificada a incorporacdo do Ce nas amostras. Na analise
geral por EDS das duas rotas de sintese ndo foi possivel identificar a presenca do Ce nas
amostras. No entanto, nos pontos claros, foi evidenciado que estas sdo areas onde ha
maior presenca do Ce. Ao analisar o material produzido pela rota assistida por
ultrassom, numa analise preliminar, via observacdo macroscopica, acredita-se que a
amostra encontra-se mais homogénea com relacdo aos aglomerados de Ce, no entanto,
os aglomerados ainda estdo presentes indicando a formacdo de uma fase mais rica em

cério.

A estrutura amorfa da amostra de vidro bioativo nao se alterou apds a sintese utilizando

0 banho de ultrassom (Figura 41).

T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70
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Figura 41- DRX da amostra VB+Ce [2], tratada a 700 °C, sintetizada utilizando o
equipamento de ultrassom.
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6. Conclusotes

Foram produzidos vidros bioativos contendo Ce. Utilizou-se a rota sol-gel e 0 emprego
de ultrassom na obtencdo dos materiais. O processo de sintese visando a incorporagéo
do Ce em diferentes concentragdes no vidro bioativo (VB) 70S foi realizado com éxito.
Todas as amostras tratadas a 700 °C mantiveram-se amorfas. As amostras tratadas a 900
°C apresentaram picos de cristalinidade tipicos da wollastonita (ciclowollastonita e
pseudowollastonita). Inicialmente houve dificuldade de avaliar a presenga do Ce nas
amostras, uma vez que as técnicas disponiveis ndo conseguiam detectar o Ce por estar
presente em baixas concentra¢fes. As analises quimicas de ICP-AES e fluorescéncia
aos raios X apresentaram as composi¢c@es quimicas das amostras, evidenciaram a
presenca de Ce nas amostras. O volume de poros, o tamanho médio de poros e a area
superficial especifica das amostras estdo de acordo com a literatura. No teste de
bioatividade, houve pequena variacdo do pH das amostras, revelando estabilidade das
amostras. Os ensaios de DRX, FTIR, MEV e EDS das amostras apo0s teste de
bioatividade revelaram indicios de formacéo da camada de fosfato de calcio no primeiro
dia para as amostras VB+Ce [1/2], VB+Ce [1] e VB+Ce [2]; com uma semana de
imersdo os resultados foram otimizados para as trés amostras, no entanto, 0 ensaio
realizado com 4 semanas de imersdo, ndo apresentou a presenca da camada de fosfato
de célcio. Uma das explicacdes mais provaveis se deve ao fato do ensaio ter sido feito
de forma dindmica, ou seja, as colisdes entre as particulas podem ter removido a camada
de HA. A andlise de ICP-AES também foi realizada na solucao de SBF ap0s os testes de
bioatividade, que apresentaram presenca significativa de Si e Ca, provavelmente em
funcdo da liberacdo de ions de Si e Ca das amostras para 0 meio ho momento da
formacgédo de HA. Os testes preliminares de viabilidade celular sugerem que amostras
contendo Ce ndo sdo citotoxicas. A sintese utilizando o equipamento de ultrassom
produziu amostras aparentemente mais homogéneas. Regifes onde a presenca de cério
revelou-se mais significativas ainda mantiveram-se presentes, mantendo a caracteristica

de heterogeneidade da amostra.
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7. Trabalhos Futuros

1) Verificar se a incorporacédo de Ce pela rota sol-gel, usando um precursor na forma de
sal de Ce, produz materiais capazes de promover diferenciacbes de células tronco

mesenguimais em osteoblastos.

2) Produzir sistemas injetaveis utilizando o cério juntamente com o vidro bioativo 70S

para inducédo da osteogénese tendo como base de dispersdo o PVA.

3) Desenvolver scaffolds tridimensionais utilizando os hibridos VB+Ce [1] e VB+Ce [2]
com PVA para aumentar a resisténcia mecanica e a tenacidade dessas matrizes 3D,
utilizando células tronco para verificacdo de uma possivel diferenciacdo de células

tronco em osteoblastos em funcédo da presenca de Ce.

4) Estudo da possivel acdo antioxidante e do possivel aumento da producao de colageno

(matriz extracelular) na presenca das amostras VB +Ce [1] e VB+Ce [2].
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