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RESUMO

Vidros bioativos sdo materiais de destaque na engenharia de tecidos devido a sua alta
bioatividade e biocompatibilidade. Diferentes composi¢des de vidros bioativos podem
ser obtidas pelo processo sol-gel, e a sua estrutura permite a incorporacdo de varias
concentracdes de diferentes ions com atividades fisiolégicas e propriedades
terapéuticas, que séo liberados durante o processo de dissolucdo do material,
aprimorando o seu desempenho. Dentre diferentes ions com propriedades
terapéuticas estdo o manganés, que tem demonstrado aprimorar a adesdo celular,
crescimento e proliferagédo de osteoblastos, e também o cobalto, conhecido por ser um
poderoso agente angiogénico. Nesse contexto, este trabalho relata o desenvolvimento
de novas composi¢cdes de vidros bioativos derivados do processo sol-gel contendo
manganés ou cobalto em sua estrutura, como potenciais ions metalicos terapéuticos.
A influéncia da incorporacdo de diferentes concentraces desses ions na estrutura e
propriedades dos vidros bioativos foi avaliada. Microparticulas de vidro bioativo
contendo Mn e Co com capacidade de liberacdo controlada de ions em meio
fisiologico foram obtidos. Andlises estruturais confirmaram a presenca de Mn?* na
estrutura dos vidros bioativos. Espécies Co®* foram majoritariamente observadas nos
vidros contendo esse ion, embora a utilizagdo de diferentes precursores tenha
demonstrado afetar a estrutura desses materiais, observando-se a presenca de
espécies Co®*" quando o cloreto de cobalto foi utilizado como precursor. A viabilidade
de células expostas a diferentes concentragdes do produto ibnico dos materiais foi
confirmada. Vidros bioativos contendo Mn demonstraram capacidade de estimular
todos os estagios de diferenciacdo de células-tronco mesenquimais derivadas da
medula 0ssea humana e subsequente mineralizacdo, confirmando seu papel no
aprimoramento da regeneracdo 6ssea. Ja os estudos morfologicos e histoldgicos
realizados apG6s implante de vidros bioativos contendo Co em ratos demonstraram que
ndo houve inducédo de respostas adversas, e a presenca de infiltrado inflamatério e
vasos neoformados foram indicativos de um alto nivel de angiogénese no material. A
incorporacdo de Mn e Co em vidros bioativos se mostrou como uma potencial

estratégia para aprimoramento do seu potencial para a engenharia de tecidos.

Palavras-chave: vidro bioativo; sol-gel; manganés; cobalto;
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ABSTRACT

Bioactive glasses are outstanding materials in tissue engineering due to their high
bioactivity and biocompatibility. Different bioactive glass compositions can be obtained
by the sol-gel process, and their structure allows the incorporation of various
concentrations of different ions with physiological activities and therapeutic properties.
Those ions are released during the dissolution process of the material, improving its
performance. Among the different ions with therapeutical properties, manganese has
been shown to enhance cell adhesion, growth and proliferation of osteoblasts, while
cobalt is a known angiogenic agent. In this context, this work reports the development
of new bioactive glass compositions derived from the sol-gel process, containing
manganese or cobalt in their structure, as potential therapeutic metallic ions. The
influence of the incorporation of different concentrations of these ions on the structure
and properties of the bioactive glasses was evaluated. Bioactive glass micropatrticles
containing Mn and Co with controlled ion release capability in physiological medium
were obtained. Structural evaluation confirmed the presence of Mn?* in the structure of
bioactive glasses, while Co®* were mostly observed in the glasses containing this ion,
although the use of different precursors has been shown to affect the structure of these
materials, with the presence of Co®' species when cobalt chloride was used as
precursor. The viability of cells exposed to different concentrations of the bioactive
glasses ionic product was confirmed. Bioactive glasses containing Mn demonstrated
ability to stimulate all stages of differentiation of mesenchymal stem cells derived from
human bone marrow and subsequent mineralization, confirming their role in enhancing
bone regeneration. The morphological and histological studies performed after the
implantation of bioactive glasses containing Co in rats demonstrated that there was no
induction of adverse responses, and the presence of inflammatory infiltrate and
neoformed vessels are indicative of a high level of angiogenesis in the material. The
incorporation of Mn and Co in bioactive glasses has proved to be a potential strategy to

improve its potential for tissue engineering.

Keywords: bioactive glass; sol-gel; manganese; cobalt



CAPITULO 1. Introducéo

A engenharia de tecidos € um campo multidisciplinar que combina 0s conhecimentos
da engenharia e das ciéncias com o objetivo de reparar, substituir ou regenerar a
funcéo de tecidos e 6rgdos danificados ). Dentre os diferentes materiais aplicados
nessa area, os vidros bioativos apresentam grande destaque. Descoberto por Larry
Hench em 1969 @, os vidros bioativos induzem uma resposta especifica em sua
superficie quando implantados, resultando na formacgédo de uma forte ligacdo entre o
tecido e o material ®. O vidro bioativo surgiu como uma alternativa aos materiais
inertes utilizados como implantes, dando origem ao campo dos materiais bioativos,
caracterizados como aqueles que podem provocar uma reagdo controlada em

ambiente fisiolégico, levando & regeneracéo do tecido .

Diferentes composi¢Bes de vidros bioativos ja foram sintetizadas e s@o alvo de
pesquisas, como as derivadas da composicéo original obtida por Hench, denominada
45S5 ou Bioglass® (45% SiO,, 24,5% Na,O, 24,5% CaO e 6% P,0s, % em peso).
Essas diferentes composicfes de vidros bioativos podem ser obtidas pelo processo
tradicional de fusdo de vidros, onde os Oxidos precursores sdo fundidos em alta
temperatura, ou pelo método sol-gel, que se baseia na policondensagdo dos
precursores organicos, como os alcéxidos metélicos, em baixa temperatura ©. Vidros
bioativos com diferentes composicdes e obtidos por diferentes métodos apresentam
também propriedades fisico-quimicas e respostas bioldgicas distintas, tornando
essencial o estudo do modo de atuagcéo desse material na regeneracéo de tecidos, e a
relacdo entre sua composicdo e propriedades, com 0 objetivo de se projetar vidros

bioativos com propriedades superiores para as mais diversas aplicacdes.

A estrutura de vidros bioativos permite uma grande flexibilidade em sua composic¢éo,
sendo possivel a incorporacdo de varias concentracdes de diferentes ions com
atividades fisiolégicas e propriedades terapéuticas, que sao liberados durante o
processo de dissolucdo do material ®®. Esses fons s&o liberados exatamente no local
do implante, onde s&o necessarios, otimizando o efeito terapéutico e reduzindo efeitos
colaterais. Cada componente adicionado a estrutura do vidro bioativo possui uma
funcionalidade especifica, podendo melhorar o seu desempenho. Por exemplo, prata
possui atividade antibacteriana ), enquanto que o estréncio pode regular a reabsorgéo
6ssea ®. A liberacéo de litio tem se mostrado eficaz na regeneracéo de cartilagens ©,
e a angiogénese é estimulada quando o cobre ou cobalto sdo liberados de vidros

bioativos ™%, Terapias inorganicas tem sido consideradas como uma alternativa de



baixo custo a utilizacdo de fatores de crescimento e terapias génicas no reparo

tecidual.

Cobalto e manganés sao ions que também tem chamado atengdo nos ultimos anos
para incorporacdo em biocerdmicas. Manganés € um elemento que possui funcao
importante no metabolismo de 0ssos e musculos, sendo cofator para diversas enzimas
que estdo envolvidas na remodelacdo da matriz extracelular. Além disso, esse ion
influencia a ativacdo de integrinas, receptores que mediam as interacdes celulares
com a matriz extracelular e ligantes da superficie celular, sendo importantes na

adesdo celular @V

. O Mn pode ainda influenciar na reabsor¢cdo 6ssea induzida por
radicais livres 2. Materiais contendo manganés tém apresentado maior ades&o
celular e favorecimento da proliferacdo de osteoblastos quando comparados com o
mesmo material sem a presenca desse ion ). J& o cobalto pode estimular a
angiogénese a partir de mecanismo de hipoxia, influenciando a formacéo de novos
vasos sanguineos, tendo importante papel na regeneracgéo de tecidos. Vidros bioativos
contendo esse fon tém sido avaliados para aplicacdo na engenharia de tecidos ¥,
apresentando aumento na expressédo de fatores de crescimento vasculares endoteliais

% e estabilizacdo do fator de inducdo da hipoxia (HIF-1a) @©.

Tendo isso em vista, este trabalho tem como objetivo realizar o estudo sisteméatico de
novas composicdes de vidros bioativos derivadas da 58S (60%Si0,-36%Ca0-4%P,0s,
%molar), que tem apresentado excelente potencial para engenharia de tecidos, com
elevada bioatividade. As novas composicdes foram obtidas pelo processo sol-gel, a
partir da incorporacdo de cobalto e manganés em sua estrutura, ions com potencial
efeito terapéutico, para obtencdo de materiais superiores para a engenharia de
tecidos. Apesar de trabalhos recentes terem avaliado a incorporacédo de Mn e Co em
vidros bioativos derivados do processo de fusdo “*'¥, composicées derivadas da 58S
e obtidas pelo processo sol-gel contendo esses ions ndo foram estudadas. O efeito da
incorporacdo desses ions nas propriedades fisico-quimicas e biolégicas dos vidros

bioativos foi avaliado.

1.1 Roteiro datese

Uma revisdo da literatura é apresentada no Capitulo 2, com foco no processamento,
estrutura e propriedades de vidros bioativos. J& o Capitulo 3 apresenta os objetivos
gerais do trabalho, assim como os objetivos especificos de cada capitulo desta Tese

de Doutorado. Os Capitulos 4 a 7 apresentam o0s resultados obtidos durante a



execucdo desse trabalho. Esses capitulos foram descritos na forma de artigos, e
divididos de acordo com o0s seus objetivos especificos. Cada capitulo é independente,
e por esse motivo tornou-se necessario a repeticdo de algumas metodologias e
definicbes presentes em outros capitulos. Além disso, diferentes metodologias e
equipamentos podem ter sido utilizados para andlise similares em cada capitulo, ja
qgue o trabalho foi realizado parcialmente na Escola de Engenharia e no Instituto de
Ciéncias Biolégicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), e em
parte durante o periodo de doutorado sanduiche no Imperial College London.

No Capitulo 4, é apresentado o estudo de vidros bioativos contendo manganés,
obtidos pelo processamento sol-gel, e o efeito dessa incorporacdo na estrutura,
propriedades térmicas e texturais, dissolugdo, bioatividade e citotoxicidade dos
materiais. O trabalho foi realizado em parceria com o Departamento de Fisiologia e
Biofisica (ICB — UFMG). J& o Capitulo 5 tem o foco na avaliacdo de uma nova fonte de
manganés para obtenc¢ao de vidros bioativos, e o estudo do potencial osteogénico dos
vidros bioativos com capacidade de liberacdo de Mn, avaliando-se a expressao de
diferentes marcadores da diferenciagdo osteogénica quando células-tronco

mesenguimais humanas foram expostas ao produto iénico dos vidros bioativos.

O Capitulo 6 descreve a incorporacdo de cobalto na estrutura de vidros bioativos
derivados da composicdo 58S, um ion terapéutico com capacidade de aprimorar o
processo de angiogénese. O efeito da utilizacdo de diferentes precursores na
incorporacdo de Co foi investigado, de modo a se determinar qual 0 mais adequado
para as diferentes aplicacbes. Os trabalhos realizados no Capitulo 5 e 6 foram
realizados durante periodo de estudo no Imperial College London. Diferentes
composicdes de vidro bioativo contendo Co foram sintetizados no Capitulo 7, no qual a
influéncia dessa incorporacdo na estrutura do material e a biocompatibilidade in vitro e
in vivo também foram avaliados, em um trabalho realizado em parceria com o
Departamento de Bioquimica e Imunologia, Departamento de Morfologia e
Departamento de Patologia Geral (ICB — UFMG). Por fim, as consideragfes finais
sobre este trabalho de Doutoramento sdo apresentadas no Capitulo 8, assim como

sugestdes para trabalhos futuros e publicacdes relacionadas a este trabalho.



CAPITULO 2. Revis&o Bibliografica

2.1 O vidro bioativo

A segunda geracao de biomateriais teve o inicio do seu desenvolvimento quando uma
composi¢ao especial de vidro foi sintetizada por Hench e colaboradores na
Universidade de Flérida, em 1969 @. A composicdo do vidro de 45% SiO,, 24,5%
Na,O, 24,5% CaO e 6% P,0Os (% em peso) foi selecionada de modo a fornecer P,Os e
a maior quantidade de CaO em uma matriz de Na,O-SiO,, com composi¢cao proxima a
eutética, facilitando o processo de fusdo. O vidro foi fundido e moldado em pequenos
retAngulos para testes em ratos, sendo posteriormente implantados em defeitos no
fémur desses animais. Apds seis semanas de testes, observou-se que os implantes
ceramicos formavam uma ligacdo muito forte com o 0sso, s6 podendo ser removidos
com a quebra dessa ligagédo “”. Foi observada a formac&o de cristais de hidroxiapatita
na interface dessa ligacdo, posteriormente relacionada a uma série de reacdes que
ocorrem em sua superficie quando em meio fisioldgico ®. Os cristais de hidroxiapatita
eram ligados a fibrilas de colageno produzidas na interface por osteoblastos, formando
uma forte interacdo entre implante e tecido “®. Essa composicdo de vidro bioativo,
posteriormente denominada Bioglass® ou 45S5, surgiu como uma alternativa aos
materiais inertes, dando origem ao campo das ceramicas bioativas, grupo de materiais
caracterizado como aqueles que induzem uma resposta biolégica especifica na sua

superficie, resultando na formac&o de uma ligagéo entre os tecidos e os materiais .

Composicdes de vidros bioativos como a 45S5 produzem rapida regeneracéo de 0Sso
trabecular, com arquitetura e qualidade biomecanica semelhante ao tecido original 9.
No entanto, vidros bioativos tém apresentado resultados promissores também na
regeneragdo de tecidos macios, abrindo um novo horizonte na aplicacdo desses
materiais que ainda devera ser explorado “?. Além disso, vidros bioativos tem
chamado atencdo devido ao seu potencial de liberacdo controlada de ions
terapeuticamente ativos, com funcionalidades especificas que auxiliam no reparo de
tecidos, como o favorecimento da angiogénese, propriedades antimicrobianas,

(21)

influéncia na osteogénese, etc . Esses materiais podem ser utilizados na forma de

pés, nanoparticulas ou scaffolds, além de serem utilizados na fabricacdo de
compdsitos ou materiais hibridos, no revestimento de estruturas poliméricas e

(22-24)

metadlicas, entre outros , € podem ser obtidos a partir do método tradicional de

fusdo (fusdo dos oxidos precursores a alta temperatura), ou pelo método sol-gel



(policondensacdo de precursores organicos, como os alcéxidos metalicos, a baixa

temperatura) .

Diversas composi¢cdes de vidros bioativos foram desenvolvidas ao longo dos anos,
podendo possuir menos componentes do que o vidro 45S5 ou apresentar elementos
adicionais incorporados em sua estrutura, como magnésio, estrdncio, boro, zinco,
dentre outros, que aprimoram as propriedades do material dependendo da sua
aplicacdo “. Diferentes composicdes resultam em alteragées nas propriedades fisico-
quimicas e na resposta biolégica desses materiais para regeneragdo de tecidos.
Portanto, é essencial o estudo de como os vidros bioativos podem estimular
ativamente e aprimorar a formacdo de novos tecidos, e a relacdo entre diferentes
composi¢Oes de vidros bioativos e suas propriedades. Esse conhecimento pode ser
utilizado para projetar vidros bioativos com propriedades superiores, sendo modelados

de acordo com as especificagdes de cada aplicacao.
2.1.1 Métodos de producéo

Vidros bioativos podem ser sintetizados pela rota tradicional de fusdo de vidros, ou

pelo processamento sol-gel.
Vidros bioativos derivados da técnica de fuséo

Nesta técnica, quantidades estequiométricas de diferentes constituintes O6xidos,
carbonatos e fosfatos de alta pureza sdo utilizados como matéria prima 9,
homogeneizados, e fundidos em temperaturas elevadas, normalmente entre 1350 e
1500°C @”. O vidro fundido pode ser vertido em moldes de grafite, de modo a se obter
blocos de vidro sélido na forma de interesse, ou entdo vertidos em agua ou dleo,
obtendo-se lamelas ou flocos de vidro ®. Logo apés, o material pode ser recozido
para remover o estresse interno do vidro ®®. Posteriormente a essa etapa realiza-se o
tratamento final, como o esmerilhamento dos vidros, ou producao de pés através da
moagem. O material final pode ser utilizado para os mais diversos fins, como por
exemplo ser diretamente aplicado como material para preenchimento de defeitos,
serem utilizados na producdo de compdésitos vidro bioativo/polimero, ou ainda na
fabricacdo de matrizes tridimensionais para a engenharia de tecidos “**?%. O método
de fusdo é bastante flexivel, permitindo a producao de diversas composi¢des de vidros
bioativos, simplesmente variando-se o niumero e a propor¢cdo das matérias primas

utilizadas. Além do f&cil controle da composi¢do quimica do vidro, o método de fuséo



apresenta processamento relativamente rdpido e a possibilidade de sintese de

grandes quantidades de uma s6 vez.

No entanto, o teor de silica deve ser menor que 60% (mol %) em vidros derivados do
processo de fusdo para que sejam considerados bioativos, enquanto que vidros
bioativos sintetizados pelo método sol-gel esse valor pode chegar a até 90% (mol %)
@®_vVidros bioativos sintetizados por esse processo, como 0 Bioglass®, tendem a
cristalizar durante o processo de sinterizacdo, formando uma fase predominantemente

cristalina que pode afetar a bioatividade do material ¢”

. No entanto, o processo de
fusdo continua sendo bem explorado, por ser um método de relativamente facil
controle, em que diferentes composicdes e formas de materiais podem ser obtidos,

apresentando resultados muito atrativos para a engenharia de tecidos.
Vidros bioativos derivados da técnica sol-gel

O método sol-gel tem se destacado nos ultimos anos como uma alternativa ao
processo tradicional de fusdo para producdo de vidros. O processo é realizado em
temperaturas baixas, permitindo controlar a estrutura de poros do gel, de acordo com
a bioatividade e biodegradabilidade desejada “®. Além disso, composicbes sol-gel
normalmente apresentam menos componentes, alta homogeneidade e pureza, e a
possibilidade de utilizacdo de vérias rotas para obtencéo da forma do produto final ©2.
Composicdes tipicas de vidros bioativos sol-gel sdo aquelas do sistema ternario ©?,
como por exemplo a 58S (60% mol SiO,, 36% mol CaO, 4% mol P,0s5) e 77S (80%
mol SiO,, 36% mol CaO, 4% mol P,Os), ou do sistema binario 2, como a 70S30C
(70% mol SiO,, 30% mol CaO). Vidros bioativos derivados do processo sol-gel
possuem alta versatilidade, e géis, aerogéis, p0s nanoporosos, materiais densos,
matrizes tridimensionais, etc, podem ser produzidos por esse método sendo

excelentes materiais para a regeneracéo de tecidos ©2.

O processo sol-gel consiste basicamente na transformacdo de um sol (suspenséo
coloidal de particulas sélidas) em um liquido (gel). A diferenca entre um sol e uma
solucdo reside no fato de que a solugcdo € um sistema de uma Unica fase, enquanto
que o sol é uma suspensdo de uma fase sélida em uma fase liquida. Em um sol, as
particulas coloidais sdo tdo pequenas, da ordem de 1 a 100 nm, que as forcas
gravitacionais sao despreziveis e as intera¢cdes sdo dominadas por forcas de pequena

ordem, tais como atracdo de Van der Waals e cargas superficiais ©¥. A diminuicéo da



carga superficial das particulas suspensas leva a perda de mobilidade através da

interconexao, originando uma rede tridimensional rigida e porosa, o gel.

Nesse processo, 0s precursores usados para a preparacdo do coléide consistem de
um elemento metdlico rodeado por varios ligantes ndo metdlicos, sendo os mais
utiizados os alcoxidos metdlicos, como o tetraetil ortossilicato (TEOS) e o
tetrametilortossilicato (TMOS) ®53%, Os géis silicatos poliméricos s&o produzidos pelas
reacbes de hidrélise e condensacdo do precursor alcoxido (Figura 2.1) . A reacéio
de hidrdlise substitui um grupo alcéxido por hidroxila. Duas moléculas hidrolisadas
parcialmente podem se ligar em uma reagdo de condensacdo envolvendo grupos
silano (Si-OH) para produzir ligacBes siloxanas (Si-O-Si) mais agua ou alcool como
subproduto ®”. Os parametros de reacéio que influenciam a quimica do processo sol-
gel séo o pH da solucédo, a razdo molar de silica e agua, os catalisadores, 0s solventes

e a temperatura de reacédo ©°.

SIOC:Hs )y + H2O

Hidrdlise

Si{OC;Hs):0OH + C;HsOH
Si-0-H+ H-0-8i=

Condensagdo da dgua

=S51=-0=S8= + H:,0O

Si—OC;Hs+H -0 -5i

Condensagdo do dlcool

Si— O - Si = +C,Hs0H.

Figura 2.1: Esquema das rea¢cfes do TEOS que levam a formacédo de nanoparticulas
de silica no processo sol-gel. Adaptado de Rahman et al., 2012 ©7.

Com o tempo, as particulas coloidais e espécies condensadas de silica se ligam
formando uma rede tridimensional, o gel. O processo de polimerizacdo pode ser
dividido em trés dominios de pH’s: pH abaixo de 2, entre 2 e 7 € acima de 7, de acordo
com as caracteristicas superficiais da silica como o ponto de carga zero (PCZ), onde a
carga superficial é zero, e o ponto isoelétrico (PIE), onde a mobilidade das particulas
da silica € zero, ambos na faixa de pH entre 1 e 3. Em pH<2, a formagéo e a
agregacado de particulas primarias ocorrem simultaneamente. As particulas carregam
pouca carga, 0 que permite a colisdo entre elas, dando origem a cadeias e,
posteriormente, a um solido tridimensional. J& em pH’s entre 2 e 7, a polimerizagao
ocorre entre espécies condensadas. Uma vez formados os dimeros, eles reagem

preferencialmente com mondémeros para formar trimeros e, que tornam a reagir para



formar tetrdmeros. O crescimento e agregacdo ocorrem por continua adicdo de
moléculas pequenas as moléculas mais condensadas, formando cadeias e, por fim,
uma rede tridimensional. Acima do pH igual a 7, as particulas de silica sdo carregadas
negativamente e repelem-se mutuamente. Com isso, elas n&o colidem,
proporcionando um crescimento das particulas sem agregacao. A solubilidade dessas
particulas influencia na taxa de crescimento, jA que depende da distribuicdo de
tamanho. Como as particulas pequenas sdo mais sollveis do que as grandes, tém-se
uma tendéncia geral de crescimento do tamanho médio das particulas e uma

diminuicdo no seu numero total ®°,

O tratamento térmico é utilizado posteriormente para o envelhecimento, secagem e
estabilizacdo do gel para a producdo de vidros nanoporosos ®®. O envelhecimento
envolve a manutencdo do material imerso em liquido por um longo periodo de tempo
(horas a dias), em ambiente selado. Durante o envelhecimento, a policondensagéo
continua junto com a reprecipitacdo da rede do gel, e a resisténcia do gel aumenta ©?,
O gel é umido devido ao excesso de agua utilizado no processo e também a agua e
etanol formados durante as reacdes de condensacgdo. A evaporacdo de subprodutos
do processo sol-gel presentes nos intersticios entre as nanoparticulas aderidas forma
uma estrutura porosa, tipica desse processo, com didmetros normalmente na faixa de
1 a 30nm @ O gel seco é posteriormente aquecido a maiores temperaturas,
normalmente acima de 600°C, onde ocorre a remocao de silanol da superficie (Si-OH)
da rede porosa, resultando num sélido poroso quimicamente estavel ®. Aquecimento
a temperaturas mais elevadas levam a densificacdo dos materiais, com a remoc¢ao dos
poros e aumento da densidade. A Figura 2.2 apresenta um resumo da evolucdo da
nanoestrutura apos diferentes etapas do processamento sol-gel, desde a formacao de
particulas primarias (com cerca de 2 nm de diametro), particulas secundarias (5-8 nm),
até a formacao das particulas terciarias (10-30 nm), conforme resultados obtidos para

um modelo de vidro bioativo de composicdo 70S30C “V.
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Figura 2.2: A evolugdo estrutura das unidades do vidro bioativo durante o

processamento sol-gel de um modelo 70S30C. Adaptado de Lin et al., 2009 “Y.

Precursores normalmente utilizados para a introducdo de célcio e fésforo no vidro
bioativo produzido pelo processo sol-gel sdo o nitrato de célcio e o trietilfosfato (TEP),
respectivamente. O processo térmico remove também subprodutos dos precursores
ndo alcoxidos, como os nitratos ?®. No entanto, o célcio s6 entra na rede da silica e se
torna um modificador de rede em temperaturas maiores que 400°C “®, conforme pode
ser observado na Figura 2.3. O nitrato de célcio fica dissolvido no sol (Figura 2.3 (a)),
se depositando em particulas de silica secundarias apés secagem (Figura 2.3 (b)), e
durante a estabilizacdo o nitrato se decompde, sendo parte do célcio incorporado a

rede de particulas secundérias de silica como modificadores de rede “%.

Vidros sintetizados pelo processo sol-gel apresentam normalmente baixa resisténcia
mecéanica, sendo dificil obter materiais livres de trincas, especialmente monolitos.
Esses materiais tentem a trincar durante o processo de secagem, devido
principalmente a dois fatores: alta contragcdo que ocorre durante a secagem, e a
evaporagdo dos subprodutos liquidos durante a rea¢do de condensacdo, que causa

a @ OQutras

estresse capilar na estrutura porosa e consequentemente a fratur
desvantagens do processo sdo o longo tempo de processamento e o alto custo dos

materiais precursores.
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Figura 2.3: llustragdo esquematica da evolugdo na distribuicdo de calcio durante o
estagio de gelificacdo (a), estagio apés secagem (b), e estagio de estabilizagcéo (c) em
processos sol-gel. Adaptado de Lin et al., 2009 V.

2.1.2 A estruturados vidros bioativos

Vidros sdo caracterizados por sua estrutura amorfa e seu comportamento térmico,
apresentando um intervalo de transicao vitrea (Tg), onde o sistema se transforma de
um liquido super-resfriado em um vidro sélido ©. A Tg é influenciada pelas
caracteristicas quimicas do vidro, podendo ser alterada de acordo com elementos

adicionados a rede do material “?

. Em contraste com solidos cristalinos, os atomos
estdo arranjados na estrutura do vidro de maneira aleatéria, ndo apresentando uma
organizacdo de longo alcance. A Figura 2.4 apresenta um desenho esquematico da
estrutura da silica cristalina e da silica vitrea, onde se percebe a desorganizacao da
estrutura amorfa. Além disso, quando vidros sao aquecidos, eles apresentam um
decréscimo na sua viscosidade por varias ordens de grandeza, raz&do pela qual podem

ser facilmente processados em varias formas, seja pelo método de fusao ou sol-gel.
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Figura 2.4: Desenho esquematico da estrutura (a) cristalina e (b) vitrea de silica
(apenas trés atomos de oxigénio sdo apresentados por tetraedro SiO4, o quarto
estaria acima ou abaixo do plano da imagem). Adaptado de Brauer, 2015 ©.

A rede vitrea é formada basicamente por dois componentes, denominados formadores
de rede e modificadores de rede. Os formadores de rede sao o0s principais
componentes da estrutura do vidro, contribuindo para a formagdo da rede
tridimensional, podendo forma-la sem a necessidade de componentes adicionais
incorporados. Sdo exemplos normalmente utilizados a silica (SiO,), pentéxido de
fosforo (P,0s) e o triéxido de boro (B,O3) ©. J& os modificadores de rede s&o os que
interrompem essa estrutura tridimensional vitrea formada, tendo como exemplos o

célcio e o sédio.

Vidros bioativos baseados em silicatos sdo os mais empregados atualmente. A
unidade bésica de silicatos é o SiO, tetraédrico, que pode ser conectado com outro
tetraedro a partir de ligagdes Si-O-Si, denominadas de oxigénios ligantes em ponte ©.
Cada anion de oxigénio € coordenado por dois cations de silicio, correspondendo aos
vértices do tetraedro, impedindo o empacotamento de camadas de anions e
resultando em estruturas relativamente abertas ®®. O tetraedro de silicio e e suas
ligagbes associadas podem ser referidas como unidades Q", representando um silicio
que conecta a n oxigénios ligantes “®, conforme esquema da Figura 2.5. Um estudo
de ressonancia magnética nuclear (NMR — Nuclear Magnetic Resonance) do *°Si
demonstrou que a rede tridimensional do Bioglass® consiste primariamente de 69% de
cadeias e anéis de unidades Q2, ou seja, com dois oxigénios ligantes, e 31% de
unidades Q3 que fornecem ligaces cruzadas a estrutura ®*%. A predominancia de
unidades Q* mostra que a estrutura do vidro bioativo tem menor orientagéo quando
comparada com vidros convencionais, que normalmente apresentam predominancia
de unidades Q3 e Q* ©.
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Figura 2.5: Esquema das estruturas Q" que podem descrever a conectividade da rede
de silica em vidros. Og representa um oxigénio ligante formador de rede (Si-O-Si).
Fonte: Martin et al., 2012 “®

Outras composicdes de vidros bioativos possuem um segundo formador de rede,
P,0Os, além do SiO,. Vérios trabalhos mostram que o fésforo esta presente na estrutura
de vidros bioativos na forma de ortofosfato em vez de fazer parte na rede do silicato
(2848 @ 0s resultados da NRM de *'P indicam que os grupos ortofosfatos (PO,*) estdo
cercados por cations modificadores de rede para fins de balanceamento de carga
(Figura 2.6) “?, com apenas pequenas quantidades de ligacbes Si-O-P sendo
observadas na estrutura de vidros bioativos “®.

@ §F o Q
HI—D_F_UﬂI Na' O=p=()" Ng'

::I} ('.J

Si Na

Figura 2.6: (a) O papel do fosfato como formador de rede e (b) estrutura do ortofosfato.
Fonte: Elgayar et al., 2005 “”

O fosfato é rapidamente liberado pela estrutura do vidro quando exposto ao ambiente
aquoso “9, principalmente devido ao fato de os grupos PO,> estarem isolados da rede
de silica, removendo os cations modificadores de rede para fins de balanceamento de
carga ®. Essa liberacdo de ions fosfatos favorece a rapida formagéo de uma camada
de fosfato de calcio amorfo na superficie do material, que se cristaliza e da origem a

camada de hidroxiapatita carbonatada ©°.
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Vidros bioativos podem também apresentar boratos (B,O3z) como formadores de rede,
podendo ser associados com SiO; ou P,0s, ou sintetizados vidros com exclusivamente
boratos no papel de formadores de rede ©®-*?. Boratos s&o também frequentemente
utilizados como aditivos para facilitar o processamento de vidros bioativos, ja que a
sinterizacdo de vidros boratos ou borosilicatos € mais facilmente controlada do que a
de vidros silicatos ¢,

O segundo componente da estrutura de vidros sdo os modificadores de rede. Esses
componentes alteram a estrutura do vidro convertendo oxigénios ligantes (com
ligacdes quimicas com carater predominantemente covalentes) em oxigénios nao
ligantes (ligacGes Si-O'M*, de carater predominante idnicas, onde M é um cation
modificador), alterando a estrutura do vidro ©?®. Sdo exemplos o sédio, célcio,
estrbncio, dentre outros. A Figura 2.7 representa a estrutura geral de vidros bioativos
em um modelo 3D para a composigdo 45S5. Cada atomo de silicio € complexado com
guatro oxigénios em um arranjo tetraédrico. Dependendo da formulagdo, o vidro pode
apresentar diferentes quantidades de sédio, calcio e outros modificadores de rede.
Observa-se as unidades tetraédricas de grupos fosfatos isoladas da estrutura, e com

suas cargas balanceadas pelo cations modificadores de rede.

Figura 2.7: Modelo da estrutura 3D do vidro bioativo 45S5, demonstrando unidades
tetraédricas PO, isoladas, unidades Q2 fazendo ligagbes cruzadas com unidades Q3 e
unidades terminais Q. Na (verde) e Ca (amarelo) balanceando as cargas de oxigénios
nao ligantes. Fonte: Hoppe et al., 2014 @7

O conhecimento sobre a estrutura de vidros bioativos é extremamente importante para
a obtencdo de composicdes alternativas e para entender o seu comportamento. Por

exemplo, estruturas mais compactas (contendo menor teor de modificadores de rede)
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apresentam menor taxa de dissolucdo e bioatividade quando comparados com
estruturas com cadeias abertas ®¥. A conectividade da rede diminui ao se adicionar
mais céations modificadores de rede & estrutura de vidros bioativos ©. J& o fésforo
pode ficar localizado nos intersticios da rede da silica, extraindo alguns cations
modificadores para balanceamento de cargas, podendo resultar na repolimerizacédo da
rede de silica, e consequentemente aumentando o valor da conectividade da rede ©°.
No entanto, é dificil prever exatamente as alteragbes na estrutura quando ha
substituicdo de ions da rede, ja que muitos vidros bioativos apresentam composicao
complexa, com Vvarios componentes, tornando essencial a andlise estrutural do vidro

bioativo ©.

2.1.3 Vidro Bioativo e bioatividade

A diferenca na estrutura de vidros bioativos e vidros convencionais gera diferencas
acentuadas entre suas propriedades. A estrutura aberta da rede formada em vidros
bioativos permite que moléculas de agua penetrem na sua estrutura muito mais
facilmente do que em vidros convencionais, resultando em diferentes padrbes de
dissolucéo ©. Vidros bioativos apresentam uma superficie altamente reativa, capaz de
liberar fons em solugdo “”. A acumulagdo desses produtos de dissolucdo causa
alteracdes na composi¢do quimica e no pH da solucéo, fornecendo regifes na sua
superficie e um pH que induzem a nucleacdo de uma camada de hidroxiapatita
carbonatada (HAC) ®. Essa camada de HAC formada na sua superficie é similar ao
constituinte natural do osso, e interage com fibrilas do colageno de defeitos ésseos,
formando uma forte ligacéo entre o material implantado e o tecido 6sseo, estimulando
a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de células e consequente formag&o de um novo
tecido, regenerando a area do implante . A bioatividade de biomateriais pode ser
avaliada in vitro pela formacdo de HAC em SBF (Simulated Body Fluid), sendo um
indicador da bioatividade in vivo ®®. A solucdo SBF mimetiza o meio fisiolégico do
corpo, simulando as condi¢des de concentracao idnica, espécies idnicas e pH do fluido
fisioldégico, sendo o método mais utilizado para acessar o potencial de mineralizacdo
de biomateriais in vitro ©®>°®. Cinco etapas s&o propostas para 0 mecanismo geral de
formacao de HAC na superficie do vidro bioativo quando em fluido corporal in vivo ou

em SBF in vitro ?&5759):

Etapa 1: Rapida troca i6nica entre os modificadores de rede do vidro bioativo (Na* e
Ca**, por exemplo) com fons H* (ou H;O") presentes na solugéo levando a hidrélise

dos grupos de silica e formagéo de silanol (Si-OH) na superficie do vidro. A troca
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ibnica € controlada por difusdo. O pH da solu¢gdo aumenta como resultado da troca de
fons H" em solucdo, e regides pobres em cations (ricas em silica) sdo formadas
proximas a superficie do material.

Si-O'Na’" + H" + OH — Si-OH" + Na'(5q + OH"

Etapa 2: O aumento no pH (ou na concentragéo de OH) leva ao ataque da rede de
silica do vidro, com quebra das ligacdes Si-O-Si. Silica soluvel é perdida para a
solucdo na forma de Si(OH),, deixando mais silan6is na interface entre vidro e
solucéo.

Si-O-Si + H,O — Si-OH + OH-Si

Etapa 3: Condensacdo e polimerizacdo de uma regido amorfa rica em SiO,
(tipicamente 1-2um de espessura) na superficie do vidro, sem a presenca de cations

alcalinos e alcalinos terrosos.

Etapa 4: Difuséo de fons Ca®* e PO,> para a superficie pela camada rica em silica e

pela solugéo, levando a formacgéo de um filme amorfo rico em CaO-P,0s na superficie.

Etapa 5: Finalmente, ocorre a cristalizacdo do filme amorfo rico em CaO-P,0s pela

incorporacdo de OH" e COs* da solugéo, com formac&o de uma camada de HAC.

Uma ilustracdo esquematica das etapas de formacdo da camada de HAC em vidros
bioativos quando em contato com solucao fisiolégica é apresentada na Figura 2.8. A
composicdo do vidro bioativo € a variavel que tem maior influéncia na taxa de
formacdo da camada de HAC e ligacao com o tecido. Vidros com menor teor de silica
apresentam uma rede menos interconectada, mais susceptivel a dissolugédo, e

@8 A Dbioatividade é

portanto as etapas descritas ocorrem mais rapidamente
diretamente relacionada com a energia de dissolucao da silica no vidro *®. No entanto,
a conectividade da rede € fundamental para a formagéo da HAC, e depende do teor de
silica e também de quais atomos modificadores estdo presentes na estrutura do vidro
® por exemplo, ao se adicionar s6dio em substituicdo ao silicio, a taxa de dissolugéo
aumenta, mas a substituicdo de sodio ou calcio por ions de maiores valéncias como
AP* e Ti* reduzem a solubilidade e consequentemente a bioatividade ©®. Como a
estrutura do vidro e a liberagédo de ions afeta a formacao da camada de hidroxiapatita
carbonatada em vidros bioativos, os dois fatores devem ser levados em consideracao

quando necessarias novas composi¢cfes de vidros que apresentem rapida taxa de
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formacédo (por exemplo, para aplicacdes dentarias) ou formacéo extremamente lenta

(por exemplo em vidros que n&o mineralizem, para reparo de cartilagens) ©.

Etapale 2 Etapa 3
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Figura 2.8: llustracao esquematica da sequéncia de reacdes que levam a formacao de
HAC em SBF. As primeiras trés etapas envolvem reacdes entre a superficie do silicato
e o fluido ao seu redor com as seguintes etapas: (1) troca idnica Ca?*" « H" e (2)
quebra de ligagbes Si-O-Si, formando grupos Si-OH; (3) repolimerizacéo 2Si-OH — Si-
O-Si + H,0. A seguir ocorre (4) formag&o da camada de fosfato de célcio amorfo (ACP
— amorphous calcium phosphate) e (5) cristalizagdo ACP — HAC pela incorporacgédo de
fons adicionais. Adaptado de Gunawidjaja et al., 2012 ©?.

O__Q ACP Q__0 O]

Ap6s a formacao de HAC, as proximas etapas sdo menos claras. No entanto, algumas
etapas sdo propostas ©®*®¥: as camadas reativas formadas aumentam a adsorcéo e
dessorcdo de fatores de crescimento (etapa 6) e diminuem consideravelmente o
tempo de acdo dos macrofagos para prepararem o local de implante para a reparacéo
do tecido (etapa 7). A fixacdo de células-tronco (etapa 8) e proliferacéo e diferenciagéo
de células (etapa 9) ocorre rapidamente em materiais de elevada bioatividade. Em
materiais com baixa bioatividade e materiais bioinertes, eventos celulares semelhantes
podem demorar varias semanas para ocorrer em sua superficie. Células
osteoprogenitoras colonizam a superficie dos materiais bioativos e iniciam a produgéo
de varios fatores de crescimento que estimulam divisdo celular, mitose, e producédo de
proteinas da matriz extracelular (etapa 10). A mineralizacdo da matriz acontece em
seguida, e ostedcitos maduros, incorporados em uma matriz de colageno-HAC, sédo os

produtos finais do processo (etapa 11).

As 11 etapas de reacbes que acontecem na superficie de vidros bioativos em meio
fisiolégico, listadas anteriormente, descrevem a formacdo de uma camada de HAC,

gque leva a formacdo de uma forte ligacao interfacial com o osso. No entanto, produtos
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de dissolucéo idnica liberados de vidros bioativos tem mostrado capacidade de induzir
também uma resposta biolégica, afetando o comportamento celular, influenciando a
diferenciacéo e proliferacdo de células e genes envolvidos no processo de reparo de
tecidos @”. Esses efeitos surgem como consequéncia da incorporacdo de agentes
terapéuticos em vidros bioativos, mas também dependem das propriedades do
material, como &rea e carga da superficie, cristalinidade, morfologia, etc. A Figura 2.9
apresenta uma visao geral da resposta de vidros bioativos, com base em relatos da
literatura. Produtos de dissolucdo de vidros bioativos podem estimular secrecdo de
fatores de crescimento angiogénico, estimulando a neovascularizacdo, além de
auxiliar no aumento da proliferacdo de osteoblastos, e apresentar também atividade
antibacteriana. Cada ion apresenta um efeito terapéutico especifico, podendo auxiliar

no reparo de tecidos de acordo com a finalidade desejada.

Osteogénese
- Expressdo génica, estimulo a marcadores osteogénicos
- Controle ciclo celular de osteoblastos através da
diferenciagdo osteogénica
SRR - Aumento da proliferacdo da osteoblastos
Angiogénese
- Estimulo da secregdo de fatores de crescimento
angiogénicos Atividade Antibacteriana
- Aumento na ploriferacdo de células endoteliais
- Estimulo da neovascularizagdo via formagdo de uma rede

conectada de tubulos de células endoteliais. \ / e aumento do pH

- Inativagdo de bactérias através do dano a celulas

€ ]
@ @ S~ @ @ Efeito terapéutico auxiliar de
@ Qﬁ T ions metalicos
Propriedades de Superficie
Area superficial Propriedades do Material
Rugosidade Densidade

Carga superficia/Potencial Zeta i
BEP N/ c C—— Cinéticade Liberagiodeions ~ <——— porosidade
Composigao Quimica Cristalinidade

Topografia Composigdo
Dureza/Rigidez

Superficie do Vidro Bioativo
@ ic‘;"sc'"m“‘“‘ Por exemplo Sr, 2n, Mn, Pelotas densas, discos, scaffolds
, Cu. . z
pOrosos, nano e micro particulas

Figura 2.9: Visdo geral da resposta biologica aos produtos de dissolugcdo de vidros
bioativos. A liberacdo de ions metdlicos terapéuticos adicionais durante a degradacgéo
da matriz é proposta para aumentar o desempenho biolégico dos vidros bioativo.
Adaptado de Hoppe et al., 2011 @V,

2.2 lonsinorganicos como agentes terapéuticos em bioceramicas

Estruturas de vidro bioativo permitem uma grande flexibilidade em sua composicéo, ja
gue ndo sdo dependentes de uma estequiometria especifica, permitindo a
incorporagdo de varias concentragbes de ions com atividades fisiologicas e

propriedades terapéuticas ©. Esses ifons s&o liberados durante o processo de
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dissolucdo do material e tem a capacidade de executar uma acgao terapéutica no corpo
humano. O estudo do efeito do produto de dissolugdo idbnica no comportamento celular
permite a fabricagdo de sistemas avangados com liberacdo controlada de ions com
propriedades aprimoradas para diferentes aplicacées na engenharia de tecidos ©?.

fons modificadores de rede sdo os mais utilizados como agentes terapéuticos em
vidros bioativos, j4 que sdo ligados ionicamente a atomos de oxigénio ndo ligantes,
podendo ser liberados rapidamente por troca idnica com o fluido corporal ©. Esses
ions séo liberados exatamente no local onde eles séo necessérios, resultando em um
efeito terapéutico otimizado e com reducdo de efeitos colaterais. Além disso, podem
ser liberados continuamente, mantendo o efeito terapéutico ao longo da degradacédo. A
taxa de degradacéo de vidros bioativos pode ser ajustada (e assim otimizando o efeito
terapéutico) através da variagdo da composicao, alteragdo da conectividade de rede e
do tipo de modificador de rede ©®. Ao longo dos Ultimos anos, um nimero crescente
de novas composicdes de vidro bioativo tem sido desenvolvido, varias delas com o
foco na incorporacéo de ions modificadores com potencial efeito terapéutico ),
Outras bioceramicas, como o fosfato de cdlcio e hidroxiapatita, também tem sido
sintetizadas incorporando-se agentes terapéuticos, apresentando resultados

promissores ©%67),

Cada componente adicionado a estrutura do vidro bioativo apresenta uma
funcionalidade especifica. Por exemplo, o calcio favorece a diferenciacdo de
osteoblastos e mineralizagdo da matriz extracelular ®®, enquanto o estréncio regula a
reabsorcao 0ssea e osteoclastogénese, sendo um possivel agente para tratamento de
osteoporose ®. A silica soltivel pode contribuir para a atividade de osteoblastos, e
altas concentracdo de Si foram detectadas nos estagios iniciais de calcificacdo da
matriz 6ssea ©®Y. O fltor é utilizado na formacdo de fluorapatita, reduzindo a
desmineralizacdo do esmalte e dentina, prevenindo caries dentarias ©9. A prata

apresenta efeito antimicrobiano ”, assim com o gélio e cobre %™

. O cobre pode
ainda auxiliar na vasculariza¢do, assim como o cobalto, que promove a angiogénese
pela ativacéo do fator de inducdo da hipéxia “°'®. O manganés é cofator de enzimas
envolvidas na remodelagdo da matriz extracelular, influenciando na ativagdo de
integrinas e também na inibicdo da reabsorcéo 6ssea ©”"#™, No entanto, um desafio
nessa area é a obtencdo de um controle de dissolucdo e a avaliacdo da sua
concentracdo idnica ideal, fornecendo um ambiente favoravel as células, ja& que muitos

desses ions podem ser téxicos acima de determinadas concentracdes 7.
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Apesar da ja ser bem estabelecida a aplicacdo de vidros bioativos para reparo de
tecidos calcificados, novos trabalhos tem mostrado o potencial desses materiais
também para tecidos macios, com varios dos estagios iniciais de regeneragdo sendo
afetados pelo produtos de dissolucdo dos vidros bioativos ¢"??). O controle do perfil de
liberagcédo ibnica e a composicdo do material permite a sua aplicagdo em diferentes
tipos celulares, como nos curativos de feridas e regeneracao de tecidos cardiacos,

pulmonares e gastrointestinal 7+,

Esse “efeito reparador” em tecidos macios é
atribuido principalmente ao aumento da angiogénese, que ocorre devido & liberacao
de ions do vidro bioativo no local do defeito *”. A incorporacéo de diferentes ions com
propriedades terapéuticas na estrutura de vidros bioativos e outras bioceramicas pode
melhorar o desempenho desses materiais in vitro e in vivo, além de fornecer
funcionalidades especificas para as mais diversas aplicagbes na engenharia de
tecidos, estimulando genes de células através de mecanismos de regeneragdo e

reparo.

2.2.1 Bioceramicas dopadas com Manganés

s

Manganés € um elemento trago que desempenha um importante papel no
metabolismo de ossos e musculos ™. Esse elemento encontra-se presente em
pequenas concentracdes em Varios tecidos e 6rgdos, como 0sso, pancreas, figado e
mucosa intestinal ®®. O manganés é cofator para enzimas envolvidas na remodelacgéo
da matriz extracelular (ECM - extracellular matrix) e é necessario para a producdo de
proteoglicanos, componente importante de estruturas 6sseas e cartilaginosas ©”. A
proteina mais importante da ECM é o colageno, que fornece propriedades estruturais
para tecidos conjuntivos, sendo degradada no processo de remodelacdo do tecido
0sseo, com a liberacdo de seus componentes essenciais, tais como a prolidase, uma
metaloprotease que tem uma exigéncia especifica de manganés “¥. O manganés
influencia fortemente a ativacao de integrinas, uma familia de receptores que mediam
as interacdes celulares com a matriz extracelular e ligantes da superficie celular 7279,
Pelas interacfes entre a integrina e membranas celulares, as células reconhecem e
aderem a matriz extracelular, tendo importante papel também em outros fenébmenos
biol6gicos basicos como a sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacdo e morfogénese
) O manganés também é conhecido por ser um elemento importante para a

manutencéo da homeostase do metabolismo da glucose e de lipidios 7.

O manganés pode influenciar a inibicdo da reabsorcdo 0ssea induzida por radicais

livies *? e a osteoporose tem sido associada a deficiéncia prolongada desse
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elemento “®. Alguns autores sugerem que a osteoporose pode ser causada pela falta
de Mn, com a perda de calcio sendo uma consequéncia e ndo a origem da doenca
(67.7980) 'norém mais estudos nesta area sdo necessarios para confirmar essa hipétese.
Manganés como suplemento apds ovariectomia em ratos foi relatado como sendo um
inibidor eficaz da perda 0ssea, aumentando significativamente o nivel de osteocalcina,
um sensivel biomarcador de formacdo 6ssea “*’”. Em outro trabalho, uma dieta
deficiente em Mn resultou no aumento de fraturas e densidade Ossea reduzida em
chifres de veados "®. A deficiéncia de manganés pode resultar num retardo do
processo de osteogénese, devido a uma menor atividade dos osteoblastos, podendo

levar a deformacao Gssea, inibicdo do crescimento, e até mesmo a reabsorcao 6ssea
(@1)

Testes de citotoxicidade em hidroxiapatita contendo manganés demonstraram que a
dopagem desse material ndo causa efeito téxico na cultura de osteoblastos 2.
Experimentos mostraram aumento no potencial de adesdo de osteoblastos (células
MC3T3-E1) em hidroxiapatitas dopadas com esse ion, quando comparados com a
hidroxiapatita pura V. As células aderiram as amostras, com melhor espalhamento na
superficie da bioceramica contendo Mn, e proteinas da matriz extracelular se
distribuiram amplamente ao redor das células. Além disso, o potencial de proliferagdo
celular foi melhorado ™. Uma solucéo de fosfato de calcio que permite a deposicédo de
uma camada fina nanocristalina de apatita em implantes metéalicos foi modificada com
Mn?*, e o recobrimento formado demonstrou capacidade de estimular a producdo de
osteocalcina por osteoblastos (células MG-63) ®?. Fosfato tricalcico apresentou efeitos
positivos na proliferacdo e diferenciacdo de pré-osteoblastos quando pequenas
quantidades de Mn?*" foram adicionadas, efetivamente acelerando a mineralizac&o
6ssea ©”. No entanto, culturas de células osteoblasticas humanas com adicdo direta
de Mn* demonstraram crescimento e proliferacdo celular dependente da
concentracao, reduzindo a expressao de fosfatase alcalina e expressao de colageno
tipo 1 em concentragbes maiores que 0,01 mM MnCl,; portanto, a liberacdo de ions
em um biomaterial deve ser cuidadosamente ajustada de acordo com os niveis de

tolerancia %,

A dopagem com Mn também foi avaliada em vidro bioativo, com composi¢do molar de
até 0,5% MnO (molar), sintetizado pelo processo de fusdo “?. Mn n&o afetou a
estabilidade térmica do vidro, mas uma pequena reducdo de cinética de bioatividade
do vidro foi observada durante as primeiras etapas do processo. Estudos da liberacéo

de Mn** em SBF mostraram que esses ions podem estar envolvidos no mecanismo de
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bioatividade dos vidros, podendo ser incorporados nos cristais de hidroxiapatita
formados. Além disso, as amostras contendo manganés apresentaram aumento na
diferenciacdo de osteoblastos e mineralizacdo quando comparadas com vidros
bioativos puros, com efeitos benéficos sobre a expressédo de fosfatase alcalina e de

proteinas morfogenéticas 6sseas 2.

Nanoparticulas mesoporosas obtidas pelo
método Stdber contendo Mn também apresentaram liberagdo controlada desse ion,

além de atividade antibacteriana devido ao produto de dissolu¢ao dos vidros bioativos
(84)

A dopagem de bioceramicas com manganés é promissora, jA tendo demonstrado
diversos beneficios principalmente em hidroxiapatita. No entanto, poucos trabalhos
relatam a dopagem de vidros bioativos com esse elemento, principalmente em vidros
bioativos sintetizados pela rota sol-gel, sendo uma &rea promissora para 0

desenvolvimento de novos biomateriais.

2.2.2 Bioceramicas dopadas com Cobalto

O cobalto é um conhecido agente estabilizador do fator de inducdo da hipoxia (HIF-
1a), tendo como consequéncia a ativacdo de uma cascata de genes pro-
vasculogénicos criticos para a angiogénese ®“®. A angiogénese é de extrema
importancia para a regeneracao de tecidos 6sseos, e depende do estimulo hipoxico e
da produgédo de fatores de crescimento vasculares endoteliais (VEGF — vascular
endotelial growth factor). O fator de inducdo da hipoxia € o mecanismo principal para
detectar e responder a alteracdes na disponibilidade local de oxigénio em uma ampla
variedade de organismos, apresentando efeito em genes que influenciam a
angiogénese e o metabolismo celular, além de poder recrutar células inflamatérias e
mesenquimais e influenciar a diferenciacdo ®®. O fator de transcricdo HIF-1 é um
heterodimero composto por uma subunidade HIF-1a regulada pelo oxigénio, e uma
subunidade HIF-1B expressada constitutivamente ©”. O HIF-1a é continuamente
sintetizado e degradado em condigbes normais de oxigénio, mas quando em
condicbes de hipdxia sua degradacao € inibida, podendo dimerizar com o HIF-1j,
levando ao recrutamento de proteinas co-ativadoras, e consequentemente ao aumento
da transcricdo. Assim, o HIF-1 media as vias fisiologicas e de desenvolvimento que
promovem entrega de oxigénio as células e permitem que elas sobrevivam com
privagdo de oxigénio ®"®). O cobalto é um conhecido agente estabilizador do HIF-1a,
tendo como consequéncia a ativagdo de uma cascata de genes pré-vasculogénicos

criticos para a angiogénese “*#. Com isso, biomateriais com liberac&o controlada de
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cobalto tém sido sugeridos como uma potencial estratégia para a promocdo da

neovascularizacdo, aprimorando a regeneracéo de tecidos *6%%,

Nanoparticulas de hidroxiapatita contendo cobalto (5 a 12 % em peso) foram avaliadas
para a regeneracao 6ssea alveolar de ratos com osteoporose, demonstrando um alto
nivel de reparacéo apés seis meses de implantagdo, com um aumento da densidade
Ossea alveolar, intensa angiogénese, vascularizacdo e migracdo de células
formadoras de ossos na regido ®. Em outro trabalho, amostras de hidroxiapatita
contendo ions cobalto e magnésio demonstraram aumento na expressédo do HIF-1a e
de VEGF, resultando em melhores propriedades angiogénicas do material devido a
liberacdo de cobalto ®”, mas também aprimorando a proliferacdo e diferenciacdo de
osteoblastos, devido a dopagem com magnésio. Foi observada toxicidade quando a
concentracdo de ions cobalto excedeu 0,45mM, porém a dupla dopagem da
hidroxiapatita demonstrou ser uma eficaz ferramenta para melhorar as propriedades

do biomaterial para engenharia de tecidos .

Vidros bioativos dopados com cobalto, em especial aqueles sintetizados pela rota de
fusdo, também tem sido estudados nesses Ultimos anos. Trabalhos demonstram que
os fons Co®* podem estar presentes em vidros bioativos tanto na fase do ortofosfato,
realizando o balanceamento de cargas, como na fase do silicato, podendo apresentar
um papel duplo, sendo um modificador de rede, ou ainda substituindo ligagdes Si-O
por Co-O na rede do vidro, interrompendo a rede do silicato e reduzindo a
conectividade de rede “*®). Quando amostras de vidro bioativo contendo cobalto
foram imersas em SBF, foi observado que uma parcela dos ions Co®" se difundiram
pela camada de SiO, (pobre em cobalto) formada na superficie do material, e
consequentemente substituiram outros ions na etapa posterior de formacdo da
camada de fosfato de célcio *. Além disso, a dissolugéo do vidro bioativo, liberagéo
de ions em solucdo tampéo, e formacdo da HAC apresentaram-se mais lentas pela
incluséo do cobalto, de maneira dependente da concentragéo @) No entanto, o ajuste
na composicdo do vidro bioativo leva a liberagdo controlada desses ions, dentro dos
limites terapéuticos. Estudos in vitro e in vivo indicam que a faixa de concentracdo

fisiologicamente ativa de liberacdo desse fon esta entre 50 e 250uM (3-15ppm) 49V,

Vidros bioativos derivados do processo sol-gel foram sintetizados contendo diferentes
concentracdes de cobalto e demonstraram capacidade de liberac&o controlada desse
ion, além de suporte a fixagdo e crescimento de células estromais da medula 6ssea

(BMSCs- bone marrow stromal cells), sem nenhuma citotoxicidade aparente ©2.
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Scaffolds desses materiais foram preparados, e os resultados demonstraram que
houve aumento significativo na secrecdo de VEGF, expressdo de HIF-1la e a
expressao génica de BMSCs quando comparados com o0 mesmo material sem a
presenca de cobalto ®®. Vidros bioativos contendo Cu e Co como agentes de inducao
da angiogénese foram associados a filmes de policaprolactona, demonstrando
aumento na expressao de VEGF de fibroblastos e proliferacdo de células endoteliais
da veia umbilical altamente dependente da composicdo do material ®®. Propriedades
angiogénicas e osteogénicas também foram observadas em compdsitos contendo
microparticulas de vidro bioativo dopadas com cobalto, onde matrizes tridimensionais
demonstraram capacidade de contornar o problema de vascularizacdo normalmente
visto no campo de engenharia de tecidos ™. Portanto, vidros bioativos contendo
cobalto e obtidos pelo processo sol-gel sdo promissores para a engenharia de tecidos,

estimulando a angiogénese, fundamental para o reparo de tecidos.

2.3 Aplicagdes clinicas de vidros bioativos

Devido as suas propriedades fisicas, rigidez e capacidade de formagédo da camada de
hidroxiapatita em sua superficie, os vidros bioativos foram propostos principalmente
para uso em contato com tecidos duros calcificados, como o osso ©. O primeiro
produto clinico de vidro bioativo se tornou disponivel em 1984, e foi utilizado para
restaurar a audicdo de um paciente que se tornou surdo devido a uma infecgdo que
degradou dois dos trés ossos do ouvido médio ®®. Para tal fim, foi desenvolvida uma
prétese do ouvido médio (MEP®) a partir do vidro bioativo 45S5, utilizada para
substituir esse 0sso e permitir a transmissdo do som do timpano para a cOclea,
restaurando a audicdo ®. O segundo produto comercial de vidro bioativo foi lancado
em 1988 (ERMI®), utilizado para reparar raizes dentarias e fornecer uma crista estavel
para dentaduras, sendo inserido em locais de extracdo de dente fresco. O material se
mostrou extremamente estavel, com melhoras significativas quando comparado com
implantes de hidroxiapatita ®. No entanto, nenhum desses produtos é amplamente
utilizado clinicamente, ja que cirurgides possuem preferéncia por produtos que possam

ser moldados, e ndo aqueles de formato fixo como 0 MEP® e o ERMI®.

Cirurgides ortopédicos e dentistas normalmente possuem preferéncia pela utilizacdo
de particulas ou granulos, que podem ser prensados faciimente em defeitos. O
primeiro produto na forma de particulas de vidro bioativo 45S5 foi o PerioGlas®,
lancado em 1993 como um enxerto sintético para reparo de defeitos na mandibula de

pacientes com doenca periodontal. Esse material é hoje vendido em mais de 35
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paises, apresentando tamanho de particulas entre 90 e 710um, e sendo utilizado para
regenerar 0 0sso ao redor da raiz danificada de dentes saudaveis, ou ainda para o
reparo do osso da mandibula, Ihe conferindo uma qualidade G6ssea suficiente para
ancorar implantes de titanio. Devido ao sucesso das particulas de vidro bioativo na
regeneracdo 0ssea dentaria, foi langado em 1999 o NovaBone (NovaBone Products
LCC) como um enxerto 0sseo ortopédico para locais sem aplicacdo de carga. Os
cirurgides costumam misturar previamente essas particulas com o sangue do local do

defeito, formando uma massa para mais facil aplicacao.

O Biogran® é outro enxerto ésseo derivado da composi¢do 45S5, porém com diferente
tamanho de particula (300 a 360um). Diferentes composicdes também séao
comercializadas, como a S53P4 (BonAlive®), que foi aprovado para aplicacdo
ortopédica na Europa em 2006. Implantes realizados com esses materiais tém
demonstrado menor numero de falhas mecénicas e menos infecgcbes quando
comparados com o autoenxerto @, Porém uma desvantagem da composicdo 45S5 e
BonAlive® em comparagdo com outras biocerdmicas € a sua cristalizagdo durante o
processo de sinterizagdo, ndo podendo ser transformados em scaffolds amorfos de

vidro bioativo, e novas composicées sdo necessarias ©.

Desde 2004, microparticulas do vidro bioativo 45S5 foram também utilizadas para
tratamento de hipersensibilidade dentinéria, a qual estima-se afetar 35% da populagéo
mundial. As microparticulas do produto denominado NovaMin® possuem tamanho
médio aproximado de 18um, e sdo utilizadas em pastas dentais, aderindo-se a dentina
e formando uma camada de hidroxiapatita carbonatada similar a composicao do
esmalte dos dentes, bloqueando os tubulos e aliviando a dor por periodos
prolongados. O sucesso da aplicacdo levou a estudos de particulas obtidas pelo
processo sol-gel para aplicag6es contra a hipersensibilidade dentinaria, e também ao
desenvolvimento de composi¢cdes mais complexas de vidros bioativos para estimular a
formacdo de fluorapatita na dentina, mais resistente ao ataque &cido que a

hidroxiapatita carbonatada ©.

Recobrimentos de implantes metalicos com vidros bioativos também tém sido
utilizados, aumentando a estabilidade dos implantes pela ligacdo formada com o
tecido 6sseo. No entanto, sdo poucas as composi¢cdes que produzem recobrimentos
satisfatorios e também formam a camada de hidroxiapatita na superficie do material,
como aqueles do sistema SiO,-Ca0O-MgO-Na,0-K,0-P,05 e a composi¢cdo 1-98 (53%
Si02, 6% Na20, 22% CaO, 11% K20, 5% MgO, 2% P205, 1% B203, % em peso) .
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Além disso, multiplas camadas de diferentes composicdes de vidros bioativos podem
ser necessarias para otimizar a dissolucdo do material e integracdo com 0 0SSO.
Recobrimentos com elevada bioatividade podem degradar com o tempo, causando
instabilidade do implante metélico, portanto a composicdo deve ser devidamente
ajustada ©.

Matrizes porosas tridimensionais (scaffolds) de vidros bioativos também tém sido
consideradas para aplicagdo na engenharia de tecidos, podendo ser obtidas a partir de
particulas de vidro bioativo por meio da técnica de réplica da esponja ou freeze-drying,
por exemplo ®, embora ainda com aplicacéo clinica limitada devido principalmente a
sua alta fragilidade. Uma alternativa é a utilizacdo de técnicas mais avancadas de
producdo, como a impressédo 3D, que podem aprimorar as propriedades mecéanicas
desse material ®®, ou o recobrimento de scaffolds de vidros bioativos com materiais
poliméricos biocompativeis. Particulas de vidro bioativo também podem ser utilizadas

o7

para a sintese de compdésitos ", permitindo o seu uso em diferentes aplicagfes na

engenharia de tecidos.

Vidros bioativos também tém sido avaliados para aplicagéo clinica em contato com
tecidos macios, demonstrando resultados animadores. A composicao original 45S5
demonstrou capacidade de promover angiogénese in vitro e também in vivo (modelos
de ratos). Vidros bioativos contendo Ag combinado com adesivos poliméricos para
recobrimento de feridas cutdneas foram recentemente langadas no mercado,
permitindo o controle de infeccdes devido & liberacdo controlada de ions Ag
antimicrobianos do vidro de fosfato ®. Embora ainda em fase inicial de estudo, outras
aplicagdes inovadoras dos vidros bioativo incluem a regeneracéo de tecido cardiaco,
restituicdo epitelial da mucosa gastrica, regeneracdo do nervo periférico, reparo da

cornea, entre outras ©%°9,

Vidros bioativos tem aumentado a qualidade de vida de milhdes de pacientes,
proporcionando uma regeneragdo mais rapida, e em alguns casos curando defeitos
que n&o seriam recuperados por outros meios *°. No entanto, novas composicées de
vidro bioativo devem ser avaliadas, de modo a aprimorar as propriedades do material

e ampliar o seu campo de aplicagao.
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CAPITULO 3. Obijetivos

3.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo geral a obtencdo de novas composicdes de vidro
bioativo pelo processo sol-gel, derivadas da composi¢cédo 58S, a partir da incorporagao
de cobalto e manganés em sua estrutura, ions terapéuticos com potenciais
propriedades angiogénicas e osteogénicas, respectivamente, e a avaliacdo do efeito
da incorporacdo desses ions nas propriedades fisico-quimicas e biolégicas dos

materiais.

3.2 Objetivos especificos por capitulo

Capitulo 4:

e Obtencdo de microparticulas de vidro bioativo contendo Mn derivados do
processo sol-gel com até 5% MnO (%molar).

e Estudo do efeito da incorporagdo de Mn nas propriedades térmicas e texturais,
estrutura e composigao quimica.

e Avaliacdo da bioatividade e capacidade de liberagdo idnica dos materiais a
partir de testes em fluido corporal simulado.

e Estudo da viabilidade celular de osteoblastos expostos ao produto idnico dos
vidros bioativos por MTT e imunofluorescéncia (LIVE/DEAD®).

Capitulo 5:

e Obtencdo de microparticulas de vidro bioativo contendo Mn a partir do
precursor nitrato de manganés hidratado (Mn(NO3),.xH,0).

e Avaliacdo das propriedades estruturais e texturais, além da composi¢éo
quimica dos vidros bioativos obtidos pelo método sol-gel.

e Analise do perfil de dissolu¢éo dos vidros bioativos em meio de cultura DMEM
(Dulbecco modified eagle medium).

e Estudo da viabilidade celular de células-tronco mesenquimais humanas
expostas ao produto iénico dos vidros bioativos.

e Avaliagdo da expressdo de diferentes marcadores da diferenciacao
osteogénica e mineralizacdo por células-tronco mesenquimais derivadas da
medula éssea humana por 7, 14 e 21 dias ap0s exposicao ao produto ibnico

dos vidros bioativos.
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Capitulo 6:

Obtencdo de vidros bioativos contendo 5% molar de CoO derivados da
composigao 58S pelo processo sol-gel utilizando diferentes precursores
Avaliacdo da influéncia da utilizacdo de diferentes precursores de cobalto na
estrutura e propriedades dos vidros bioativos.

Andlise da composicdo quimica, e efeito da incorporacdo de Co nas
propriedades térmicas e estruturais dos vidros bioativos.

Avaliacdo do perfil de dissolu¢cdo dos vidros bioativos em fluido corporal

simulado e formacao da camada de hidroxiapatita na superficie dos materiais.

Capitulo 7:

Sintese de vidros bioativos contendo diferentes teores de CoO pelo processo
sol-gel derivados da composicdo 58S utilizando cloreto de cobalto como
precursor.

Efeito da incorporacdo de Co na estrutura e propriedades texturais dos vidros
bioativos.

Analise do perfil de dissolugcéo dos vidros bioativos em fluido corporal simulado
e formacgdo da camada de hidroxiapatita na superficie do material.

Avaliagéo do efeito citotoxico do produto de dissolugdo dos vidros bioativos em
células endoteliais de veias umbilicais humanas e em células-tronco adiposas
humanas.

Avaliagdo da resposta in vivo ao implante de pastilhas de vidro bioativo no

dorso de ratos, a partir de analises histolégicas e morfométricas.
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CAPITULO 4. Estudo de vidros bioativos derivados do processo sol-

gel com capacidade de liberagcdo de manganés

4.1 Introducédo

Dentre os diferentes ions que podem ser incorporados na estrutura de vidros bioativos,
0 manganés tem apresentado grande potencial devido a sua influéncia no
remodelamento da matriz extracelular ’® e mineralizacdo 6ssea ®”. Trabalhos
anteriores mostraram que a incorporacao de Mn em fosfato tricalcico afetou a taxa de
mineralizacdo Ossea, enquanto que hidroxiapatitas contendo esse ion apresentaram
grande potencial de adesdo e proliferagdo celular em ensaios in vitro utilizando
osteoblastos (células MC3T3-E1) para ambos os materiais **°”. Estudos mostram que
Mn pode influenciar a ativacdo de integrinas, uma familia de receptores que
influenciam as interagdes celulares com a matriz extracelular e com ligantes da
superficie, consequentemente influenciando a adesdo celular 7?7, Vidros bioativos
derivados do processo de fusdo contendo Mn também tém sido explorados nos
ultimos anos. Miola e pesquisadores investigaram vidros bioativos baseados na
composicdo  SiO,—P,0—Ca0-MgO-Na,0—-K,O  modificado com  diferentes
guantidades de MnO, e estudos in vitro demonstraram potencial para crescimento de
osteoblastos e atividade osteogénica ™. No entanto, a sua concentracéo na estrutura
de vidros bioativos deve ser devidamente ajustada ®®®. Apesar de vidros bioativos
derivados do processo de fusédo contendo esse ion ja terem sido avaliados, vidros
bioativos obtido pelo processamento sol-gel devem também ser estudados, podendo
apresentar vantagens, como a sua alta area superficial e nanoporosidade,

aprimorando o processo de dissolucéo e bioatividade.

Nesse contexto, esse trabalho tem como objetivo a obtencdo de novas composicoes
de vidro bioativo derivadas da 58S (60% SiO, - 36% CaO - 4% P,0s, % molar), a partir
da incorporacdo de Mn em sua estrutura, para obtencdo de um material com
capacidade de liberacdo controlada de ions em meio fisiol6gico, como uma potencial
estratégia para a regeneracao de tecidos. A influéncia da incorporacdo de Mn, em
substituicdo parcial ao teor de calcio, nas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas,
além da formacdo da camada de hidroxiapatita na superficie do material foi

investigada.
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4.2 Materiais e Métodos

Foram utilizados reagentes da Sigma-Aldrich, salvo indicagdo em contrario. Vidros
bioativos de composicdo 58S (60% SiO, - 36% CaO - 4% P,Os, % molar) foram
obtidos pelo processo sol-gel: TEOS (tetraetilortosilicato 98%) e TEP (trietilfosfato
99%) foram hidrolisados em meio &cido (acido nitrico 2M) contendo agua deionizada
(taxa molar H,O/TEOS = 12) por 1 hora sob agitacdo magnética. Logo apds, nitrato de
calcio (Ca(NO3),.4H,0) foi dissolvido no sol, e a mistura agitada por mais uma hora. O
gel obtido foi envelhecido a 60°C por 72 horas em recipiente fechado. Logo apds, o
recipiente foi aberto, e o material foi seco com aumento de 10°C a cada 24 horas, até
se alcancar 120°C. O procedimento de tratamento térmico foi definido apds resultados
obtidos pelas andlises térmicas: as amostras foram tratadas a 650°C, com taxa de
aquecimento de 2°C.min™ por 3 horas. Ap6s resfriamento, as amostras foram moidas

e peneiradas para se obter particulas entre 38-150um.

O cloreto de manganés (MnCl,.4H,0O, Synth) foi utilizado como precursor de Mn. O
respectivo sal foi adicionado previamente a etapa de adicdo do precursor do célcio
para cada composi¢do contendo esse ion. Vidros contendo 1,0% MnO, 2,5% MnO e
5,0% MnO (%molar) foram obtidos em substituicdo parcial ao teor de CaO nos vidros

bioativos derivados da composigéo 58S.

4.2.1 Caracterizagdo das amostras de vidro bioativo

Caracterizagcdo térmica e cristalizacdo. Nesse estudo foram realizadas analises
térmicas e de difracdo de raios-X (DRX). A Analise termogravimétrica (TGA —
Thermogravimetric analysis) e a calorimetria diferencial exploratéria (DSC — Differential
scanning calorimetry) foram realizadas em equipamento SDT Q600 (TA Instruments)
nos vidros bioativos obtidos previamente ao processo de tratamento térmico. Amostras
foram analisadas de 25 a 1100°C, com taxa de aquecimento de 5°C.min™* em
atmosfera de nitrogénio (500mL.min™). Resultados foram avaliados em software TA
Analyzer. Uma amostra foi selecionada para estudo da cristalizacdo das amostras, e
espectros de DRX foram obtidos em amostras tratadas em diferentes temperaturas até
900°C. Os espectros de DRX foram coletados em equipamento Philips PW1700,
utilizando radiacdo Cu Ka a 40kV/40mA, entre 3,01 e 89,99° com passo de 0,02° e

tempo de incidéncia de 1s.
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Analise estrutural. Andlises de DRX foram realizadas conforme descritos
anteriormente para todas as amostras tratadas termicamente. Foi também realizada
analise por FTIR (Infravermelho com transformada de Fourier), obtido em equipamento
Thermo Scientific Nicolet iIN10 equipado com acessorio de reflectancia difusa. Os
espectros foram obtidos entre 400 — 4000cm™, com 64 escaneamentos por espectro e
resolucdo de 4cm™. Ja& os espectros Raman foram obtidos em equipamento Jobin
Yvon/Horiva LABRAM-HR 800 equipado com laser He-Ne (632,8nm) e microscopio
Olympus NHX, detector CCD (Spectrum One) e tempo de aquisi¢éo entre 10 e 30s,
dependendo da fluorescéncia da amostra. Para reduzir relagdes sinal/ruido, espectros
foram adquiridos 5-10 vezes apés fotobranqueamento de 5 a 20 minutos.

Composicao quimica. Uma camada de 0,7g de metaborato de litio foi preparada em
um cadinho de grafite, no qual 0,1g de cada amostra foram posteriormente
adicionados, formando uma segunda camada, a qual foi por fim sobreposta por outra
camada de metaborato de litio (0,7g). O cadinho foi levado a mufla (950°C) por 10
minutos, para fusdo dos reagentes e da amostra. O cadinho foi removido da mufla, a
mistura foi homogeneizada e fundida por mais 10 minutos. Logo apés, a mistura foi
transferida para um becker contendo 100mL de solucdo 10% v/v HNO; e agitada por
20 minutos. A solugéo foi diluida 10 vezes, e as concentragBes de Si, Ca, P e Mn
foram analisadas por ICP-OES (Espectrometria de emissdo Optica com plasma
acoplado indutivamente) Perkin-Elmer Optima 7300 DV, e as propor¢des de SiO,,
CaO, P,0s e MnO calculadas.

Propriedades texturais. Isotermas de adsor¢cdo e dessorcdo de nitrogénio foram
obtidas em equipamento Quantachrome NOVA 2200 ver. 6.11, a 77K. A érea
superficial especifica (SSA - specific surface area) foi determinada por método
Brunauer-Emmett-Teller (BET) utilizando os pontos de adsor¢cdo com pressao relativa
entre 0.01 e 0.30, enquanto que o didmetro e distribuicdo de poros foram calculados

pelo método Barrett-Joyner-Halenda (BJH) aplicado as curvas de dessor¢ao.

Estudo de dissolucéo e bioatividade. Um total de 0,045g de cada amostra foi imerso
em 30mL de fluido corp6reo simulado (SBF - Simulated Body Fluid), preparada de
acordo com método previamente descrito ©®'°?, e mantidas a 37°C por 1, 3 e 24
horas, e 3, 7 e 14 dias. Extratos obtidos em cada periodo de tempo foram filtrados
(0,22pm) e analisados por ICP-OES para obtencéo da concentracéao de Si, Ca, P e Mn

em solucdo. As microparticulas foram lavadas com acetona, secas e analisadas for
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FTIR. Esse estudo foi realizado em triplicata, e o valor médio e desvio padrdo séo

apresentados.

4.2.2 Estudo da citotoxicidade

Produtos ibnicos das amostras foram obtidos conforme descrito previamente %%,
Amostras foram suspensas em meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) a
10000ug.mL™, mantido em agitacéo por 5 horas a 37°C, e posteriormente filtradas. O
pH do meio contendo o produto de liberagéo ibnica foi ajustado para 7. Uma segunda
filtragcdo foi realizada, e o meio idnico suplementado com 10% de soro fetal bovino
(FBS). Diluigbes foram realizadas utilizando DMEM suplementado com 10% FBS para
se atingir concentracdes finais de 1000pg.mL™ e 100ug.mL™ do produto idnico.

Neste trabalho, osteoblastos foram primeiramente expostos a todos 0Ss grupos
experimentais para determinacdo da sua atividade metabodlica mitocondrial utilizando-
se brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazélio (MTT, Sigma-Aldrich).
A menor diluicdo de cada composicao de vidro bioativo capaz de gerar um aumento na
funcionalidade celular por MTT foi selecionada. Logo apés, os osteoblastos foram
expostos a estes grupos previamente selecionados e seu estado vital baseado na
integridade da membrana plasmatica/atividade da esterase foi avaliado utilizando o kit
de viabilidade/citotoxicidade LIVE/DEAD® (Molecular Probes, Eugene). DMEM foi
utilizado como controle negativo, e 1%Triton-X 100 (Sigma-Aldrich) como controle

positivo.

Osteoblastos foram isolados da calvaria de ratos neonatos Wistar, conforme
previamente descrito . Resumidamente, as calvérias foram dissecadas e libertadas
dos tecidos moles, cortadas em pequenos pedagos e enxaguadas em solucao salina
tamponada com fosfato (PBS) estéril. Os tecidos foram incubados com 1% de tripsina-
EDTA por 5 minutos, seguidos por quatro incubacdes sequenciais com 2% de
colagenase a 37°C por 45 minutos cada. O sobrenadante da primeira incubacdo de
colagenase foi descartado. As outras digestdes geraram uma suspensao de células
com uma alta fracéo de osteoblastos. Apos centrifugacdo a 1000g por 5 minutos, cada
sedimento foi ressuspenso em DMEM suplementado com 10% FBS e 1% antibitico-
antimicético. As células foram semeadas em frascos de cultura de tecidos de 25 cm® e
mantidas numa incubadora a 5% CO,, 95% de umidade e 37°C. Meio fresco foi
aplicado a cada 3 dias até a confluéncia ser alcangada. Apds a confluéncia, as células

na passagem 2 foram utilizadas para os ensaios.
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Para avaliagdo por MTT, os osteoblastos (10%) foram semeados em cada poco de uma
placa com 96 pocos contendo 200uL de DMEM suplementado com 10% FBS e 1% de
antibiético-antimicético e mantidos por 24 horas. Logo apés, as células cultivadas
foram expostas por 72 horas aos produtos idnicos previamente preparados. Apds o
periodo inicial, o produto idnico foi removido e substituido por 60uL de meio DMEM
suplementado. Logo apds, foram adicionados 50 pL de solugdo MTT (5mg.mL™) e as
células foram incubadas por 4 horas. Foram adicionados 40 uL de solu¢cdo SDS/4%
HCI e incubados por 12 horas. Absorbancia em 595nm foi quantificada em
espectrofotdbmetro. Foram realizadas quatro diferentes medidas para cada amostra.

Para andlise de LIVE/DEAD®, 3x10* de células osteoblasticas foram semeadas em
laminas de vidro em placas de 6 pogos contendo 2mL de DMEM suplementado,
mantidos por 24 horas. As células foram posteriormente expostas aos grupos
selecionados, e mantidos por 72 horas. Apos o periodo de exposigéo, o produto idnico
foi removido, e as células foram lavadas duas vezes com solugéo salina tamponada
com fosfato (PBS), e seu estado vital foi avaliado utilizando o kit LIVE/DEAD® de
acordo com o protocolo do fabricante. As células foram analisadas em microscépio
confocal fluorescente (Zeiss LSM 510) com excitagdo em 488nm e deteccdo de
calceina em 505nm, enquanto que homodimero etidio 1 foi observado a 605nm e
excitacdo a 555nm. Quatro andlises de campo foram realizadas em cada amostra
individual (N=3) utilizando software ImageJ para quantificar o nimero de células

mortas (vermelhas) e vivas (verdes).

Todos os valores correspondentes ao testes de citotoxicidade foram normalizados de
acordo com o controle e expressos em porcentagem da funcdo celular (MTT) ou
viabilidade celular (LIVE/DEAD®). O controle negativo (células funcionais ou vivas) foi
considerado como 100%. Analises estatisticas foram realizadas pelo método One

way/ANOVA/Bonferroni e diferengas foram consideradas significativas quando p<0.05.

4.3 Resultados e discusséo
4.3.1 Caracterizacdo térmica e cristalizacao

A andlise térmica foi realizada nas amostras obtidas ap6s o processo de secagem até
120°C com o objetivo de avaliar a influéncia da incorporagcéo de Mn no comportamento

térmico do material, ja que o controle da temperatura apresenta grande influéncia na
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composicado e estrutura final desses materiais *°Y. A Figura 4.1 apresenta a curva de
perda de massa (TGA) e a tremogravimetria derivada (DTG), que corresponde a
derivada primeira da curva de TGA, para as amostras de vidro bioativo.
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Figura 4.1: (a) Analise termogravimétrica (TGA) e (b) Termogravimetria derivada
(DTG) das amostras de vidros bioativos.

Trés estagios de perda de massa podem ser distinguidos quando as amostras foram
aquecidas de 25 até 1100°C, conforme observados por TGA e DTG. O primeiro
estagio de perda de massa foi observado entre 25 e 150°C, associado a remocao de
agua adsorvida no material “° e a remocao de 4lcoois residuais do processo sol-gel

(105.106) ' Nesse estagio, aproximadamente 10% de perda de massa foi observada em

todas as amostras. O segundo estdgio € observado entre 150 e 450°C, com um
méximo de 35% de perda de massa, podendo ser relacionado a volatilizagdo de agua
guimicamente adsorvida e perda de grupos organicos remanescentes dos

precursores, como os alcéxidos %7

, especialmente entre 250 e 290 °C. O terceiro
estagio de perda de massa foi observado entre 450 e 590°C, sendo relacionado a

decomposicéo de nitratos (NO3) 7. As curvas de DTG apresentam uma perda de
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massa mais pronunciada com maximo em 545°C para as amostras VB-1Mn e VB-
2,5Mn, e a 550°C para VB, relacionadas a decomposicao de nitratos. Nitrato de calcio
foi utilizado como precursor de Ca no processamento sol-gel, mas parcialmente
substituido por cloreto de manganés nas amostras contendo Mn. Portanto, 0 aumento
no teor de Mn resulta em uma menor perda de massa nesse Ultimo estagio ja que o
teor de nitratos presentes no sistema também diminui. Apds o terceiro estagio, a perda
de massa se estabiliza, com um maximo de 50% de perda de massa sendo observado
apoés aquecimento a 600°C, conforme observado por TGA e DTG.

Os resultados da andlise de DSC séo apresentados na Figura 4.2. Observa-se
inicialmente uma transicdo endotérmica entre 260 — 290°C, relacionada a volatilizacédo
de agua quimicamente adsorvida e perda de grupos organicos remanescentes dos
precursores %1% Essa transicdo foi observada na mesma faixa de temperatura do
segundo estigio de perda de massa observado por TGA e DTG. Um segundo pico
bem definido pode ser observado a 543°C para VB-1Mn e VB-2,5Mn e 550°C para VB,
sendo uma transicdo endotérmica relacionada a eliminagéo de nitratos residuais %,
No entanto, essa transi¢do ndo foi observada para VB-5Mn, sendo consistente com os
resultados obtidos por TGA e DTG, que ndo apresentaram grande perda de massa
nessa faixa de temperatura. Uma larga transicdo exotérmica com inicio em 690°C e
méaxima entre 865 e 871°C foi observada em todas as amostras devido ao processo de
cristalizacdo do material “*'°?. Estudos tém demonstrado que vidros bioativos tendem
a cristalizar quando tratados acima de 850°C ™% no entanto esse processo pode

reduzir sua bioatividade, ja que a presenca de fases cristalinas diminui a possibilidade
(60)

de reacdes de troca idnica com o meio fisiologico
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Figura 4.2: Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) de vidros bioativos
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A Figura 4.3 apresenta os padrdes de difracdo obtidos em fungéo da temperatura final
de processamento dos vidros bioativos. Com o objetivo de confirmar os resultados
observados na andlise térmica e o efeito da incorporacdo de Mn, foi selecionada a
amostra VB-2,5Mn para essa avaliacdo. De acordo com os padrbes de difracéo,
evidéncia clara de cristalizacdo foi observada somente apds tratamento a 900°C,
resultado consistente com os dados obtidos por DSC e com a literatura . Picos
mais pronunciados podem ser relacionados as fases cristalinas wollastonita (CaSiO;)
D silicato de calcio *'? e apatita (Cas(PO4)s(OH)) “°?, que podem cristalizar na
matriz do vidro durante o tratamento térmico. O nivel de cristalinidade do vidro bioativo
tende a aumentar de acordo com o aumento da temperatura de tratamento, e pode-se
observar inicialmente a formagcdo de um halo entre 15 — 31° (28) nas amostras
tratadas a 200, 300 e 500°C, relacionado & uma estrutura amorfa rica em silica %, A
700°C, um halo mais pronunciado pode ser observado entre 30 e 31° (206), indicando
uma organizagao inicial da estrutura do material, provavelmente devido a cristalizagéo
de pequenos nucleos de apatita *°”, no entanto o carater predominantemente amorfo

foi mantido nessa temperatura.

A Figura 4.3 (a) também apresenta o difratograma do percursor de Mn utilizado
(MnCl,.4H,0); picos cristalinos referentes a esse sal ndo foram observados durante o
tratamento térmico realizado em diferentes temperaturas, o que pode ser um indicativo
gue o Mn foi incorporado na estrutura do material. Estudos demonstraram que quando
cloreto de célcio é utilizado para obtencdo de vidro bioativo, Ca néo € incorporado a
estrutura do material, sendo observados picos cristalinos referentes ao sal precursor

mesmo apds tratamento em diferentes temperaturas **?.

Baseando-se nas analises de TGA/DSC e DRX, a temperatura de tratamento térmico
dos vidros bioativos foi ajustada para 650°C e mantida por 3 horas, suficiente para
promover a completa eliminacdo dos ions nitrato residuais e favorecer a formacéao de
um material vitreo, j& que a cristalizacao foi observada somente em temperaturas mais

elevadas.
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Figura 4.3: Padrbes de Difracdo de Raios-X: (a) VB-2,5Mn em funcdo da temperatura
final de processamento e (b) amostras tratadas a 650°C e precursor do manganés.

A Figura 4.3 (b) mostra também os padres de difragdo do precursor de manganés e
de amostras de vidro bioativo com diferentes teores de Mn apds tratamento térmico a
650°C. Os padrbes de difracdo de diferentes amostras sédo similares, exibindo apenas
uma banda de difracdo larga na faixa de 15 a 34° (20), caracteristica de estruturas

% ndo sendo afetada pela incorporacdo de Mn. Materiais amorfos

amorfas
geralmente apresentam maiores taxas de dissolugdo, levando a um aumento na
bioatividade quando comparados aos materiais cristalinos. Além disso, picos
cristalinos referentes ao precursor de manganés néo foram observados nos vidros
bioativos, sendo um indicativo da incorporacdo desse ion na estrutura do material,

sem presenca de cristais do sal, ao menos no nivel detectavel por essa técnica.

4.3.2 Andlise da composicado quimica

A composicao quimica (%mol) dos vidros bioativos sintetizados pelo processo sol-gel

e estabilizados a 650°C, determinados pelo método de dissolugdo por fusdo de
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metaborato de litio [4] e andlise por ICP-OES, estdo apresentados na Tabela 4.1. A
composi¢cdo nominal maxima de 5,0% molar de MnO foi selecionada de acordo com
trabalhos anteriores, no qual vidros bioativos contendo diferentes ions com
propriedades terapéuticas foram obtidos, apresentando resultados promissores para a

engenharia de tecidos #1442,

A andlise quimica quantitativa de vidros bioativos é fundamental para compreender e
correlacionar a sua estrutura com a sua composi¢cdo. No entanto, diversos fatores
podem levar a uma composicdo final imprecisa, como impureza dos precursores,
precipitacdo de espécies, perdas durante processos de secagem, uso de meio muito
diluido para anélise de ICP, entre outros %! Observou-se que as composicdes
determinadas por ICP-OES para os vidros bioativos estao relativamente proximas das
composi¢cdes nominais. O teor de SiO, e CaO nos vidros sintetizados observado esta
entre 0,5 e 3,5% da composigéo tedrica calculada. A principal diferenca observada foi
na composicao do P,Os. O TEP, que é o precursor do fésforo, foi adicionado em uma
guantidade nominal muito menor quando comparado com o TEOS, e também reage
mais lentamente “?, o gue poderia afetar sua inser¢cdo na rede dos vidros bioativos,
reduzindo a fragdo de P,Os nos produtos finais. A analise quimica também confirma a
presenca de Mn nas amostras em trés diferentes composi¢des, com teores proximos

ao nominal.

Tabela 4.1: Composi¢do quimica nominal e determinada pelo método de fusédo de
metaborato de litio e ICP-OES (%mol) de vidros bioativos contendo manganés
estabilizados & 650°C.

Composig¢do nominal (% mol) Composicéo ICP-OES (% mol)
Amostras SiO, P,Os CaO MnO SiO, P,Os CaO MnO
VB 60,0 4,0 36,0 - 60,3 2,8 36,9 -
VB-1Mn 60,0 4,0 35,0 1,0 60,6 3,0 35,5 0,9
VB-2,5Mn 60,0 4,0 33,5 2,5 60,9 2,9 34,0 2,2
VB-5Mn 60,0 4,0 31,0 5,0 60,5 3,0 32,1 4,3

4.3.3 Anédlise estrutural

A anadlise estrutural foi realizada por FTIR, e bandas de adsorc¢éo tipicas de vidros
bioativos foram observadas, conforme apresentado na Figura 4.4. A absorbéancia entre
450 e 470cm™ pode ser relacionada & deformacdo angular de ligacdes Si-O-Si de
estruturas amorfas %, A absorbancia entre 725 e 810cm™ é relacionada com o

estiramento simétrico Si-O, enquanto que o estiramento assimétrico dessas ligacdes
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pode ser atribuido & bandas na faixa entre 1000 — 1200cm™ ®. Em 965cm™ observa-
se uma absorbancia de fraca intensidade, devido a liga¢cdes Si-O contendo um
oxigénio nao ligante (Si-O-NBO) por tetraedro de SiO, %",

A deformacéo angular de ligacdes P-O de grupos PO,> é atribuida & absorcdo entre
550 e 630cm™ ®Y e provavelmente se deve a pequenas regides ricas em fosfato que
podem ser formadas durante o tratamento térmico “*®. O estiramento das ligacdes P-
O pode ser observado em aproximadamente 1180cm™, sobrepondo-se & absorbancia
relacionada ao modo de vibrag&o transversal dos atomos de Si em espécies ciclicas

1 @9 A banda larga observada na faixa de 1400 -

de vidro bioativo em 1200cm
1550cm™ pode estar relacionada com grupos carbonato adsorvidos ®V, enquanto a
absorbancia em 1635cm™ é atribuida a 4gua molecular adsorvida na superficie do

vidro @9,

(estiramento)

(a) Si-0-Si
;es(iramemo)
Si-0-Si|
(def.)
o _cor wo B

VB-5Mn
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2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
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Figura 4.4: Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) das
amostras VB, VB-1Mn, VB-2,5Mn e VB-5Mn.

N&o foram observadas diferencas significativas nos espectros de FTIR dos vidros
contendo Mn quando comparados com o VB. No entanto, algumas diferencas notaveis
foram observadas pela espectroscopia Raman (Figura 4.5). Bandas de 800 a 1300cm™
sdo geralmente atribuidas ao estiramento assimétrico do tetraedro de SiO,4, para o
qual o numero de onda preciso depende do numero de oxigénio ligantes (BO —
bridging oxygen) ou oxigénio nao ligantes (NBO — non-bridging oxygen) que
constituem a estrutura do vidro **?. O estiramento assimétrico de Si-O é relatado na
regido entre 1000 a 1200cm™, sendo atribuido as estruturas compostas principalmente

de unidades BO ®%'2Y) em particular ao estiramento assimétrico de Si-O com trés
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unidades BO (Q° em 1080cm™ ®*?. A reducdo da intensidade do espalhamento
Raman observada nesta regifo é um indicativo da formacéo de unidades Q°, porém o
estiramento assimétrico de ligacdes P-O pode também afetar o espalhamento Raman
nessa regido “*). Por outro lado, vidros com uma rede menos polimerizada
geralmente apresentam uma banda larga na faixa de 900 a 980cm™, relacionada aos
NBO “#Y, Nesta regido, o espalhamento Raman méaximo observado em 956cm™ pode
ser atribuido a Si-O-Si em unidades Q? (ligacdo Si-O-2NBO) °*?Y_ A alta intensidade
dessa banda em todas as amostras indica a formagcdo de uma estrutura
desorganizada, composta principalmente de NBO, tipica de vidros bioativos amorfos
contendo modificadores de rede.

Bandas de 750 a 800cm™ sdo relacionadas com a deformacgdo angular de Si-O-Si,
embora apresente fraca intensidade Raman ?**?Y. Além disso, bandas em 440cm™ e
500cm™ podem ser atribuidas a deformacdo angular e estiramento de ligacdes Si-O-
Si, respectivamente ®2'29, As deformacdes assimétrica e simétrica das ligacdes O-P-

O em ortofosfatos podem ser observadas em 590 e 437cm™, respectivamente ©2.

O espalhamento Raman de ligagbes Mn-O em oOxidos é atribuido na literatura a
bandas entre 500 e 900cm™ ®V. Observa-se no Raman das amostras de vidro bioativo
contendo Mn uma banda larga nessa regido, que aumenta em intensidade com o teor
de Mn, podendo ser atribuido & vibragcées Mn-O na estrutura dos vidros ®2%. Além
disso, vibracdes em 531cm™ sdo comumente relacionadas ao estiramento Mn-O em
estruturas contendo cations Mn? em éxidos de manganés ®®. J4 o espalhamento
Raman na regido de 352cm™ pode ser atribuido a estruturas MNOOH 2. A Tabela
4.2 apresenta a correlacédo das bandas principais que aparecem nos espectros FTIR e

Raman.
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Figura 4.5: Espectroscopia Raman das amostras VB, VB-1Mn, VB-2,5Mn e VB-5Mn.

Bandas tipicas de vidros bioativos foram observadas tanto pela analise de FTIR
guanto Raman, e a incorporagdo de até 5% de MnO (% molar) gerou apenas
pequenas modificagbes na estrutura final do material, o que é favoravel para
manutencdo do potencial bioativo. A andlise estrutural demonstrou que os vidros séo
compostos principalmente de unidades NBO, o que resulta em uma rede menos
polimerizada, tendo um papel importante na bioatividade, uma vez que afeta o
processo de dissolucdo dos vidros bioativos. Bandas tipicas de MnO foram
observadas por Raman, com aumento da intensidade de acordo com a elevagdo do
teor de Mn. Andlises indicam que o processo sol-gel foi eficiente na incorporacédo de
ions manganés na estrutura do vidro em substituicdo ao teor de céalcio, mantendo a
estrutura com alto teor de NBO, essencial para a bioatividade do vidro, embora
andlises adicionais devam ser realizadas utilizando técnicas como a *Si RMN

(ressonéncia magnética nuclear) para confirmar tais analises.
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Tabela 4.2: Correlacdo entre as bandas principais observada por FTIR e Raman nas
amostras de vidro bioativo contendo manganés.

Correlacéo FTIR Raman

Si-O-Si(Estiramento 1000 - 1200cm™ @4 800 to 1300cmt 19
assimétrico)

Si-O-Si (Estiramento simétrico) 725 - 810cm™ @4 500cmt G2:126)

Si-O (deformagéo angular) 450-470cm™* 417 750 - 800cmt 120.121)
P-O (estiramento) 1180cm™* ¢4110 963 - 965 cmt 123127
P-O (deformacéo angular) 550 e 630cm™ @Y 437cm’ G2128)
Si-O-NBO 965¢cm ™t 106.117) 956cm™t 119.121)

Mn-O - 500 - 900cm’* 1129

4.3.4 Propriedades texturais

Para caracterizar as propriedades texturais dos vidros, foram realizadas analises de
adsorcdo de N,. A Figura 4.6 mostra as isotermas de adsorcao/dessorcao e o perfil de
distribuicdo de tamanho de poros obtido a partir das isotermas de dessorcdo de
nitrogénio e método BJH. Todas as isotermas podem ser identificadas como tipo IV,
caracteristica de materiais mesoporosos ®*%, em que as larguras dos poros variam de
2 - 50nm ™Y, Durante a sintese sol-gel, nanoparticulas primarias de silica s&o
formadas na etapa de condensacao, e se aglomeram em particulas secundarias,
formando logo ap6és uma rede 3D, o gel “Y. Durante a secagem, nanoporos
intersticiais sdo formados pela remocéo de subprodutos de condensacéo do processo,
aumentando a area superficial do material, podendo afetar a formacdo de
hidroxiapatita carbonatada (HAC) e a ligacao do tecido 6sseo com os vidros bioativos.
Além disso, histereses caracteristicas de isotermas do tipo IV foram observadas,
sendo relacionadas a condensacdo capilar que ocorre em estruturas mesoporosas
32 Uma distribuic&o estreita de tamanho de poros pode ser observada pelas curvas

derivadas da isoterma de dessorcao, apresentando distribuicdo monomodal.
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Figura 4.6: Isotermas de adsorcdo de nitrogénio e (b) distribuicido de tamanhos de
poros (algoritmo BJH derivado das curvas de dessor¢do) das amostras VB, VB-1Mn,
VB-2,5Mn e VB-5Mn.

Resultados obtidos pela andlise de adsor¢cdo de nitrogénio estdo apresentados na
Tabela 4.3. As amostras apresentaram aumento na area superficial especifica e
volume de poros para vidros contendo maiores teores de Mn, porém com reducao no
tamanho médio de poros. Tal observacao pode ser relacionada a substituicdo de poros
grandes por diversos poros menores, ja que o volume total de poros variou apenas

ligeiramente 3%

. As diferencas observadas na analise de adsorcdo de nitrogénio
podem estar relacionadas a modificacdo da rede dos vidros devido a inser¢cdo de Mn
na estrutura de silica em substituicdo ao Ca, ja que a substituicdo de ions na rede de
vidros bioativos pode prejudicar sua orientacdo durante a formacdo da rede,
resultando em alteracdes da forma nas estruturas mesoporosas, além de causar

defeitos estruturais potenciais ©2.

O didametro médio de poros observado esti dentro da faixa mesoporosa. Trabalhos

relatados na literatura mostram que vidros com estruturas mesoporosas apresentam
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atrativas respostas bioativas, com grande potencial para diversas aplicacbes no
campo biomédico “?, j& que essa estrutura permite a adsorcdo de agentes biolégicos,
aprimorando a resposta biolgica . Além disso, a estrutura mesoporosa e a elevada
area superficial influenciam a taxa de nucleacdo e cristalizacdo do HAC, conforme
mostrado em estudos anteriores ******_ Vidros contendo poros menores que 2nm s&o
menos eficazes na nucleacdo de HAC, uma vez que a difusdo de ions pode ser
restrita, mas a taxa de formacdo de HAC aumenta para estruturas contendo
mesoporos ¥,

Tabela 4.3: Propriedades texturais obtidas pela adsor¢céo de nitrogénio para VB, VB-
1Mn e VB-2,5Mn.

Area superficial

o Volume de poros total Diametro de poros
Amostras especifica s 4 o
o 4 (cm>.g™) medio (nm)
(m*.g7)

VB 111,3 0,289 10,4
VB-1Mn 127,9 0,288 9,0
VB-2,5Mn 174,6 0,317 7,3
VB-5Mn 170,8 0,294 6,9

4.3.5 Dissolucédo e bioatividade em SBF

A formagéo in vitro de uma camada de HAC na superficie de um material € um
indicativo preliminar do seu potencial bioativo in vivo “?. A taxa de formacéo da
camada de HAC depende de diferentes fatores, como composicdo, estrutura,
propriedades de superficie e geometria do vidro *¥. Neste trabalho, amostras de vidro
bioativo foram imersas em SBF a 37°C por diferentes periodos de tempo para avaliar o

perfil de dissolucéo e formacéo de HAC.

A Figura 4.7 apresenta os espectros de FTIR do vidro bioativo antes da imerséo (0Oh) e
apoés 1, 7 e 14 dias de imersao em SBF. A bioatividade das amostras foi evidenciada
pelo surgimento de uma banda dupla entre 600 e 500cm™ j& no primeiro dia de
imersdo em SBF, relacionados com a deformacdo angular P-O em grupos PO,> de
HAC #1239  Ag bandas se tornaram mais intensas e bem definidas com a progress&o
do ensaio, enquanto que a absorcdo referente a deformagdo angular de Si-O em
450cm™ teve sua intensidade reduzida, indicando um maior teor de HAC recobrindo a
superficie do material apos periodos mais longos de imersdo em SBF. Vibracdes

relacionadas ao estiramento de C-O em 800 e 890cm™ 19 também foram observadas,
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sugerindo a formacdo de hidroxiapatita carbonatada ®*”. Bandas tipicas de vidros
bioativos relacionadas com o estiramento assimétrico de Si-O (1000 a 1200cm™),
estiramento simétrico de Si-O (725 a 810cm™) e estiramento de ligages P-O (1180cm’

') também foram observadas.

Indicios da formacdo da camada de HAC na superficie dos vidros bioativos foi
observada mesmo apds a incorporacao de Mn em sua estrutura, j& que bandas tipicas
relativas ao fosfato de calcio e de carbonatos foram observadas em todas as amostras
apoés imersdo em SBF por diferentes periodos.

Intensidade (u.a.)
Intensidade (u.a.)

Si-0 Si-0
o

'
'
v
'
'
'
'
'
H '

i

1
4

'
'

i
'
'

]
'

i

]
\

i
'

]

]
d
'

]
I

i
'

]
'

]
'

]
'

i
'

]
'

T T T T ': T T T T LN LA R I L I L A IR B B | T
1300 1200 1100 1000 900 800 700 600 500 1300 1200 1100 1000 900 800 700 600 500
Numero de onda (cm™) NUmero de onda (cm™)

si.0 o [vB-2,5Mn] e
¥ : P-0

0

Intensidade (u.a.)
Intensidade (u.a.)

L L L L L SR, LN LR L RN L BN R BN BN BN R
1300 1200 1100 1000 900 800 700 600 500 1300 1200 1100 1000 900 800 700 600 500
NuUmero de onda (cm™) NUmero de onda (cm™)

Figura 4.7: Espectro de FTIR das amostras de vidros antes (Oh) e apés imersdo em
SBF por 1, 7 e 14 dias.

Durante a avaliagdo da bioatividade in vitro, mudancas significativas na composi¢ao
guimica da solugéo ocorrem em fungéo do tempo, devido a acumulacdo dos produtos
de dissolucdo do vidro bioativo ®*®. As mudancas na composicdo da solucdo SBF
podem ser utilizadas como um modo indireto para compreender 0s processos que
ocorrem na superficie do material. Neste trabalho, o perfil de liberacdo i6bnica de Si e P

dos vidros bioativos apds diferentes periodos de imersdo em SBF é apresentado na
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Figura 4.8, enquanto que a liberacdo ibnica de Ca e Mn sédo apresentados na Figura
4.9.
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Figura 4.8: Variacdo da concentracao de silicio, e fésforo apés diferentes periodos de

imersdao em SBF das amostras VB, VB-1Mn, VB-2,5Mn e VB-5Mn.

Observa-se uma maior concentragdo de Si em solugéo para VB-2,5Mn e VB-5Mn apos
72 horas de ensaio, que podem ser atribuidos a maior area superficial especifica e
volume de poros %) conforme indicado na Tabela 4.3, o que facilita o processo de
dissolugéo. Além disso, a estrutura contendo alto teor de NBO, conforme demonstrado
pela analise Raman, gera uma rede mais aberta e consequentemente afeta o
processo de dissolugcdo do vidro, o que pode aumentar a bioatividade do material
(120139 " No entanto, ap6s 7 dias (168 horas), a concentracdo de Si se estabilizou,
mantendo-se entre 62 e 67ppm para todas as amostras avaliadas. A liberacdo de
silica pode favorecer a citocompatibilidade, e trabalhos anteriores demonstraram que a
liberacdo de Si(lV) de biomateriais entre 0,1 e 100ppm apresentam efeitos
estimulatérios em osteoblastos 9. A liberagéo gradual de Si apds imers&o de vidros
bioativos em SBF aumenta também a formacao de grupos silanéis (Si-OH) em sua
superficie, que apresentam um papel importante no processo de precipitacdo do

fosfato de calcio 19,

Houve uma reducédo da concentracdo de P em SBF ao longo do tempo, confirmando a
migracdo deste ion para a superficie do vidro, com consequente formacao de uma
camada rica em fosfato de calcio em todas as amostras. No entanto, os ions fosfato

permaneceram em solugdo por um periodo de tempo maior em amostras contendo
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maior teor de Mn. Por exemplo, no caso do VB, a concentracdo de P caiu para
proximo de zero apds 72 horas, enquanto que para a amostra VB-1Mn essa reducao
foi observada somente ap6s 168 horas. J& o VB-2,5Mn e VB-5Mn atingiram
concentracdo préxima a 3ppm apés 14 dias de ensaio. Estudos demonstraram que
concentracdes de fésforo acima de 30ppm podem resultar na reducao da viabilidade
celular, enquanto que concentracdes menores induzem a biomineralizagdo, sendo de

interesse para aplicacdes em engenharia de tecidos 47,

Mn foi incorporado na estrutura dos vidros bioativos em substituicdo parcial ao Ca, e
apesar do teor de Ca ser menor para as amostras VB-2,5Mn e VB-5Mn, a Figura 4.9
mostra que a liberacdo de Ca foi maior para essas amostras apds imersdo em SBF.
Este resultado pode estar relacionado com a incorporagdo de Mn na estrutura do
vidro, formando uma rede mais fracamente ligada, aumentando a taxa de dissolugéo
para as amostras contendo maior teor de Mn e também a uma taxa mais baixa de
formacao de apatita na superficie do vidro para as amostras com teor mais elevado de
Mn @ Além disso, trabalhos anteriores mostram que o Mn pode substituir
parcialmente o teor de Ca em cristais de hidroxiapatita ou seus precursores durante as
diferentes etapas do processo de formagcéo dessas estruturas ¥, alterando perfil de
liberacdo desses ions. No entanto, estudos mais detalhados a partir de outras técnicas
devem ser realizados para confirmar o efeito de Mn na mineralizacdo da apatita
durante o ensaio em SBF. A importancia de célcio no processo de mineralizacao
0ssea é bem estabelecida, e trabalhos relatam que a liberacdo de Ca pode também

induzir a proliferacdo de osteoblastos, aprimorando o efeito terapéutico do material
(142)
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Figura 4.9: Variacdo da concentracao de calcio e manganés apos diferentes periodos
de imersdo em SBF das amostras VB, VB-1Mn, VB-2,5Mn e VB-5Mn.

A Figura 4.9 mostra que, conforme esperado, a liberacdo de Mn em SBF foi maior
para aquelas amostras contendo maior teor desse ion, apresentando uma liberacdo
rapida nas primeiras horas de imersédo, com posterior estabilizacdo. Oscilagbes no
perfil de liberacdo podem estar relacionados ao processo de dissolugdo e re-
precipitacdo de sais contendo Mn na superficie do material, além de uma possivel
substituicdo de ions Ca? por Mn®" no cristal de hidroxiapatita ***, embora a presenca

de Mn na HAC nao tenha sido confirmada neste trabalho.

Foi observada uma concentracdo maxima de 2,8ppm de Mn apés 14 dias de imersao
em SBF para a amostra VB-5Mn. A liberacdo de Mn pelos biomateriais deve ser
cuidadosamente ajustada, com o objetivo de se evitar efeitos citotoxicos e manter as
suas propriedades terapéuticas. Trabalhos anteriores mostram que a proliferacdo de
osteoblastos foi inibida quando estas foram expostas a concentragcbes maiores que
0,1mM de MnCl, (ou cerca de 5,49ppm de Mn?'), enquanto que concentracdes
menores apresentaram capacidade de proliferacdo e espalhamento de osteoblastos
similar ou maior do que o controle ®. Anélises adicionais indicam também que o efeito
dos ions Mn nas fungdes celulares é altamente dependente da sua concentragéo,
reduzindo a expressdo de marcadores osteogénicos para concentracbes mais altas
desse ion **® No entanto, para todas as amostras obtidas neste trabalho, a
concentracdo maxima de Mn liberada no ensaio SBF esti abaixo da concentragcédo

relatada que poderia prejudicar as funcdes celulares, sugerindo que a composicao dos
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vidros bioativos pode ser ajustada de forma a manter a liberagéo idnica dentro da faixa

terapéutica.

Com relagéo aos resultados discutidos acima, pode-se inferir que a incorporacdo de
Mn na rede de vidros bioativos reduziu a taxa de formacdo de HAC, ja que foi também
observada uma reducdo mais lenta na concentracdo de P em SBF, especialmente
para os primeiros estagios do processo, em concordancia com trabalhos anteriores 2.
No entanto, pela analise de FTIR pode-se observar indicios da formagdo da camada
de HAC em menos de 24 horas para todas as amostras, o que podemos considerar
como indicativo do carater bioativo do material. De fato, trabalhos anteriores mostram
que vidros bioativos com capacidade reduzida, que formaram a camada de HAC
somente apoés 3 dias, também apresentam potencial para aplicagdes na engenharia de
tecidos **®. As amostras neste trabalho apresentaram bioatividade, o que é um
indicador positivo para aplicagdo na engenharia de tecidos 6sseos. Além disso, dados
sugerem que a quimica do vidro bioativo pode ser ajustada para liberar uma
quantidade apropriada de diferentes ions, como Mn, Si, Ca e P, dependendo da

aplicacéo.

4.3.6 Estudo da citotoxicidade

Conforme apresentado na Figura 4.10 (a), a avaliacdo da citotoxicidade por MTT
indicou que os osteoblastos expostos a produtos ibnicos das amostras de vidro
bioativo por 72 horas ndo alteraram significativamente sua atividade metabdlica
mitocondrial. Esses grupos experimentais apresentaram niveis de func¢do celular
acima de 70%. Adicionalmente, diluicdes de 100ug.mL™ e 1000pg.mL™ produziram os
niveis mais altos de atividade mitocondrial em osteoblastos para todas as

composi¢cOes de material.
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Figura 4.10: (a) Atividade metabdlica de osteoblastos expostos ao produto ibnico de
amostras de vidros bioativos determinada por MTT e (b) avaliacdo da citotoxicidade de
osteoblastos expostos a concentracfes especificas de vidros bioativos determinada
por LIVE/DEAD. Diferencas estatisticas significantes (p<0,05) em comparacdo com o
grupo controle negativo estéo classificadas com asterisco (*).

A viabilidade celular de vidros bioativos foi posteriormente avaliada por LIVE/DEAD,
utilizando-se a diluicdo de 100pg.mL™, que demonstrou maior viabilidade celular pelos
resultados de MTT. Conforme apresentado na Figura 4.10(b), a avaliagdo da
citotoxicidade por LIVE/DEAD® demonstrou que osteoblastos expostos ao produto
ibnico de vidros bioativos por 72 horas exibiram alto nivel de viabilidade celular. Todas
as amostras apresentaram resultados semelhantes ao controle, ndo causando efeito
toxico nos osteoblastos apOs exposi¢cdo, e sem diferencas estatisticas quando
comparado com o grupo controle negativo (-). No entanto, diferencas foram
observadas quando os resultados foram comparados com o grupo controle positivo
(+), ja que tal grupo foi designado para causar efeito toxico e destruicdo das células,
levando a baixos niveis de viabilidade celular. A Figura 4.11 apresenta imagens dos
osteoblastos expostos ao produto ibnico dos vidros bioativos, nos quais células viaveis
apresentaram fluorescéncia verde (primeira e terceira colunas) e células mortas
apresentaram fluorescéncia vermelha (segunda e quarta colunas). Ja a Figura 4.12
apresenta a fluorescéncia verde (células viaveis — primeira coluna), fluorescéncia
vermelha (células mortas — segunda coluna) e imagens da transmissdo de luz de
osteoblastos (terceira coluna) expostos ao produto ibnico de amostras de vidro
bioativo. Células vivas (verdes) tratadas pelos produtos i6nicos apresentaram
morfologia celular similar as células de controle (Figura 4.11) e espalhamento tipico

(Figura 4.12), e danos na membrana celular ndo foram identificados.
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Figura 4.11: Imagens de osteoblastos expostos ao produto idnico de vidros bioativos,
apresentando a fluorescéncia verde (células vidveis — primeira e terceira colunas) e
fluorescéncia vermelha (células mortas — segunda e quarta colunas). Controle
negativo (A e B), controle positivo (C e D), VB (E e F), VB-1Mn (G e H), VB-2,5Mn (I e
J) e VB-5Mn (K e L). A barra representa escala de 100 pym.
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Figura 4.12: Fluorescéncia verde (células viadveis — primeira coluna), fluorescéncia
vermelha (células mortas — segunda coluna) e imagens da transmisséo de luz de
osteoblastos (terceira coluna) expostos ao produto ibnico de amostras de vidro
bioativo. Controle negativo (A, B e C), controle positivo (D, E e F), VB (G, H e I), VB-
1Mn (J, K e L), VB-2,5Mn (M, N e O) e VB-5Mn (P, Q e R). A barra representa escala
de 10pum.

Ndo foram observados efeitos citotoxicos para diferentes concentracdes de vidro
bioativo contendo Mn, conforme resultados obtidos por MTT e LIVE/DEAD. No
entanto, apesar do ambiente favoravel para as células gerado pelo produto idnico dos

materiais, um estudo detalhado da diferenciacdo osteogénica deve ser realizado para
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confirmar os aspectos relevantes do potencial terapéutico dos vidros bioativos com

capacidade de liberacdo de Mn em meio bioldgico.

4.4 Conclusodes

Vidros bioativos contendo Mn foram produzidos pelo processo sol-gel em diferentes
composi¢cbes, conforme avaliado por ICP-OES, apresentando estrutura amorfa, alta
area superficial especifica e porosidade. A bioatividade in vitro foi confirmada pela
formacdo da camada de HAC apés imersdo em SBF, e a analise dos produtos de
dissolucdo mostrou que a composicdo do vidro pode ser ajustada para liberar
quantidades especificas de Si, Ca, P e Mn, mantendo-se a concentracdo dentro dos
limites terapéuticos. Nao foi observada citotoxicidade quando osteoblastos foram
expostos a diferentes concentragcbes do produto ibnico dos vidros bioativos. Os
resultados indicam que a incorporacdo de Mn é uma potencial estratégia para
obtencdo de materiais com propriedades superiores para a engenharia de tecidos, e

os efeitos bioldégicos devem ser mais profundamente investigados.
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CAPITULO 5. Avaliac&o do potencial osteogénico de vidros bioativos

contendo manganés derivados do processo sol-gel

5.1 Introducéo

Produtos baseados em vidros bioativos séo utilizados em diversas aplicacdes
ortopédicas e dentérias, devido a sua capacidade de formar uma forte ligagdo com o
tecido 6sseo @, além de estimular a expresséo osteogénica a partir dos seus produtos
de dissolucdo, levando a rapida regeneracdo o6ssea ©. Recentemente, o
desenvolvimento de novas formulacbes de vidros bioativos pela introducdo de
diferentes ions com potencial terapéutico, como Ag, Cu, Co e Mn, tém ampliado o seu

@1 Materiais contendo Mn

campo de aplicacdo e aprimorado as suas propriedades
tém sido explorados devido a capacidade desses ions de influenciar a ativacdo de
integrinas, essenciais para diferentes processos celulares, como a adesdo e
proliferacdo, além das interacdes entre as células e a matriz extracelular 7™, Além
disso, fons Mn*" apresentam papel importante na manutencdo da massa dssea, e a
incorporagdo em vidros bioativos derivados do processo de fusdo demonstrou efeito

benéfico na expressdo de proteinas morfogenéticas 6sseas ™

. No entanto, vidros
bioativos derivados do processo sol-gel contendo esses ions necessitam de avaliagao
adicional para confirmar o potencial do Mn no processo de diferenciacdo osteogénica

e mineralizagdo 0ssea.

Tendo isso em vista, esse capitulo tem como objetivo a obtencdo de vidros bioativos
derivados da composicao 58S contendo Mn como potencial ion terapéutico. Nitrato de
manganés foi selecionado como precursor de Mn, com o objetivo de verificar a
possibilidade de utilizacdo de um diferente precursor na incorporagdo desse ion na
estrutura dos vidros bioativos e a sua influéncia nas propriedades do material. O efeito
dessa incorporagdo na estrutura, perfil de liberacdo idnica e citotoxicidade dos vidros
bioativos obtidos foi avaliado. Além disso, para confirmar o potencial terapéutico dos
ions Mn na regeneracdo Ossea, a resposta osteogénica de células-tronco
mesenquimais derivadas da medula 6ssea humana (hMSCs — human bone marrow-
derived mesenchymal stem cells) ao produto idnico dos vidros bioativos, e a expressao

de diferentes marcadores da diferenciacdo osteogénica foram estudados.
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5.2 Materiais e métodos

Os estudos apresentados nesse capitulo foram realizados durante o periodo de
doutorado sanduiche no Imperial College London. Reagentes, metodologias e
equipamentos diferentes foram utilizados para sinteses e analises em relacdo ao
capitulo anterior, 0 que ocasionou pequenas variacdes nos resultados em amostras

semelhantes.

Foram utilizados reagentes da Sigma-Aldrich, salvo indicagbes ao contrario. Vidros
bioativos de composicdo 58S (60% SiO, - 36% CaO - 4% P,0Os, % molar) foram
obtidos pelo método sol-gel. Nesse processo, TEOS (tetraetilortosilicato 98%) e TEP
(trietilfosfato 99%) foram hidrolisados em meio &cido (acido nitrico 2M) contendo agua
deionizada (taxa molar H,O/TEOS = 12) por 1 hora sob agitacdo magnética. Logo
apos, nitrato de calcio (Ca(NOs),.4H,0) foi dissolvido no sol, e a mistura agitada por
mais uma hora. O gel obtido foi envelhecido por 72 horas em recipiente fechado,
seguido por secagem em recipiente aberto com aumento de 10°C por dia até se
alcancar 120°C. Logo ap6s, amostras foram tratadas a 650°C por 3 horas, com taxa
de aquecimento de 2°C.min™, moidas e peneiradas para se obter particulas menores
que 150um. Para amostras contendo manganés, foi utilizado como precursor o nitrato
de manganés (Mn(NO3),.xH,0), sendo incorporado em parcial substituicdo ao teor de
calcio nas amostras. O sal de manganés foi adicionado previamente a etapa de adicao
do precursor do célcio durante a sintese do material. Vidros contendo 2,5% MnO
(2,5Mn-N) e 5,090 MnO (5Mn-N) (%molar) foram obtidos em substituicdo parcial ao

teor de CaO nos vidros bioativos derivados da composicao 58S (VB).

5.2.1 Caracterizacdo dos vidros bioativos

Composicdo Quimica. A andlise foi realizada por ICP-OES (espectrometria de
emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado) em equipamento Thermo
Scientific iCaP 6000series. Amostras foram preparadas pela digestdo &cida, no qual
50mg de cada amostra foi misturada em um cadinho de platina com 250mg de
metaboratato de litio anidro (80% p/p) e tetraborato de litio (20% p/p), e entdo fundidos
por 30 minutos a 1050°C. Apés resfriamento, as amostras foram completamente
dissolvidas em acido nitrico 2M. As concentracdes de Si, Ca, P e Mn em cada amostra
foram determinadas por ICP-OES, e as proporcdes de SiO,, CaO, P,Os e MnO foram

calculadas.
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Analise Estrutural. Foi realizada Espectroscopia de Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR) em equipamento Thermo Scientific Nicolet iIS10 contendo acessorio
de reflectancia total atenuada. Os espectros foram obtidos entre 400 e 4000cm™ (64
escaneamentos por espectro; resolugdo de 4cm™). A Difragcdo de Raios-X (DRX) foi
realizada em equipamento Bruker D2, com passo de 0,02 entre 7 e 70° (20), sem giro,
e utilizando-se fonte de radiacdo de CuKa. A Espectroscopia de Fotoelétrons
excitados por Raios-X (XPS) foi realizada em um sistema Thermo Scientific k-Alpha”
operando a uma presséo base de 2 x 10°bar. Foi utilizada uma fonte monocromada de
Raios-X AlKa (hv = 1486,6eV), com um analisador hemisférico de dupla focagem a
180° contendo um detector 2D. A corrente de emissdo da fonte de Raios-X foi de 6mA
e tensdo de polarizacédo de 12kV. Para minimizar o efeito de carga foi utilizado um filtro
de elétrons, e deslocamentos remanescentes da energia de ligagdo (BE — binding
energy) devido a cargas das amostras foram corrigidas utilizando a linha C1s na BE de
285,0eV. Todos os dados foram avaliados utilizando software Avantage XPS, e

espectros de alta resolugéo foram obtidos para Si 2p, Ols e Mn2p.

Propriedades Texturais. Amostras foram desgaseificadas por 24 horas a 200°C
previamente a analise. Adsor¢do de nitrogénio foi realizada em equipamento
Quantachrome Autosorb AS-6 multi-estagcdes com 40 pontos de adsorgéo e 40 pontos
de dessorcao. Foi aplicado o método Brunauer-Emmett-Teller (BET) para avaliacao da
area superficial especifica e Barret-Joyner-Halenda (BJH) em curvas de dessorcdo

para a avaliacdo do tamanho e distribuicdo de poros.

Dissolugdo em DMEM. Vidros bioativos foram imersos em DMEM (Dulbecco Modified
Eagle Medium, Gibco) a uma razdo de 1,5mg.mL™, e mantido em recipientes de
polipropileno vedados em estufa & 37°C sob agitacdo (120rpm) ©. Aliquotas de 1mL
foram removidas apos diferentes periodos de tempo (0, 4, 8, 24 e 72 horas) para
avaliacdo da concentracdo ibnica no meio, e substituidos por 1mL de DMEM para
manter o conteddo da solugdo. Amostras foram filtradas (0,22um), diluidas em 2M
HNO; e analisadas por ICP-OES para obtencdo da concentragdo de Si, Ca, P e Mn

em solucéo.

5.2.2 Estudo da citotoxicidade

Preparacdo do produto i6nico. Vidros bioativos foram incubados em a-MEM a uma
concentracdo de 1,5mg.mL™, utilizando uma incubadora com agitacdo a 37°C, 120rpm

por 4 horas. Logo apos, filtrou-se o meio através de um filtro esterilizado (0,22um). Em
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seguida, foram adicionados 10% de soro bovino fetal (FBS) (v/v), 100 U.mL™ de

penicilina e 100 ug.mL™* de estreptomicina.

Viabilidade celular. Células-tronco mesenquimais derivadas da medula &ssea
(hMSCs - ATCC® PCS-500-012™, EUA), foram expandidas em frascos de cultura T-
125 (Corning®; Sigma-Aldrich, UK) em condi¢ao basal, e mantidas em meio de cultura
a-MEM com 10% (v/v) de soro bovino fetal (FBS), 100 U.mL™ de penincilina e 100
ug.mL™* de estreptomicina (Gibco; Thermo Fisher Scientific, UK), a 37°C, 5% CO, e
atmosfera totalmente umidificada. As passagens 2 e 3 de hMSCs foram utilizadas em
todos os estudos a uma concentracdo de 5x10*células.mL™. As hMSCs foram tratadas
por diferentes periodos de tempo (2, 4 e 7 dias) com o produto idnico previamente
preparado dos vidros bioativos. A viabilidade celular foi determinada utilizando um
ensaio colorimétrico baseado na conversao de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio (MTT) em formazan (Invitrogen, Molecular Probes™), determinado
a 570nm utilizando um leitor de microplacas (SpectraMax M2° Molecular device). As
células cultivadas na placa de cultura de tecidos (TCP) sem a presen¢a do produto

ibnico dos vidros bioativos foram utilizadas como controle.

5.2.3 Produtos de liberagéo ibnica na diferenciacdo de hMSCs

As hMSCs (5x10%células.mL™) foram cultivadas numa placa de cultura com fundo
plano de 24 pogos e incubadas a 37°C e 5% CO, durante 24 horas, para permitir que
as células fixassem na placa. Duas condi¢fes foram utilizadas para a cultura celular:
a-MEM basal ou meio osteogénico, no qual a-MEM foi suplementado com 100uM de
acido L-ascérbico (Sigma-Aldrich), 10mM de B-glicerofosfato (Sigma-Aldrich) e 10nM
de dexametasona (DEX, Sigma-Aldrich). As células em meio basal e osteogénico
foram expostas ao produto de liberacdo ibnica das amostras de vidro bioativo (VB,
2,5Mn-N e 5Mn-N) preparado previamente, e o meio de cultura foi trocado duas vezes
por semana. Os diferentes grupos foram avaliados mediante ensaio colorimétrico de
atividade de fosfatase alcalina (ALP), avaliacdo histoquimica por coloragdo de
Alizarina vermelha S e técnica de imunofluorescéncia para detectar colageno tipo |,

osteocalcina (OSC) e osteopontina (OSP).

A atividade da fosfatase alcalina (ALP) foi avaliada mediante ensaio colorimétrico ap6s
7, 14 e 21 dias de cultura em meio basal, utilizando kit de ensaio de fosfatase alcalina
(Colorimetric, Abcam). As camadas de células foram lavadas com PBS e removidas da

superficie das placas utilizando solu¢do tampé&o de lise (VWR Chemicals). Apos a



57

centrifugacdo, aliquotas da solucéo de lise foram coletadas para andlise da atividade
de ALP e do teor da proteina total. A atividade da ALP foi determinada em relacdo a
liberagdo de p-nitrofenol a partir do substrato de p-nitrofenilfosfato. Cada reacéo foi
iniciada pela adicdo de fosfato de p-nitrofenilo (pNPP) & solucdo tampédo de lise
celular, e interrompida apés 60 minutos pela adicdo de uma solucdo de terminacéo. A
densidade o6ptica foi medida a 405nm por espectrofotbmetro de microplacas
(SpectraMax M2° Molecular device). Os valores da atividade ALP foram normalizados
em relagdo ao volume total de lisado celular e tempo e expresso como unidades por

mililitro de células.

Para os ensaios de imunofluorescéncia e de histoquimica, as células foram fixadas
previamente com 4% de paraformaldeido em PBS. Foram avaliados todos os grupos
controle, VB, 2,5Mn-N e 5Mn-N, em meio basal e osteogénico. Para marcagéo de
proteinas especificas de diferenciagdo osteogénica, as células foram permeabilizadas
com um tampéao de permeabilidade durante 30 minutos e depois bloqueadas com 1%
BSA em PBS durante 5 minutos. As células foram incubadas com os anticorpos
primarios IgG de coelho anti-colageno tipo | (Abcam), anti-osteocalcina (Abcam) e anti-
osteopontina (Abcam) a 4°C durante a noite, e posteriormente expostas ao anticorpo
secundario de cabra IgG H&L anti-coelho conjugado com Alexa Fluor 455 (Abcam). Os
nucleos celulares foram contrastados com dicloridrato de 4,6-diamidino-2-fenilindole
(DAPI, Thermo Fisher Scientific). Para detectar a formacéo de nddulos calcificados, as
células foram coradas com 1% de corante Alizarina vermelha S em PBS a pH 4,2. As

imagens foram obtidas com microscopio de fluorescéncia.

5.3 Resultados e discusséao
5.3.1 Anédlise da composi¢do quimica

A composi¢cdo quimica final das microparticulas de vidro bioativo obtidas pelo
processo sol-gel foi analisada pelo método de fusdo do metaborato de litio e ICP-OES,
e os resultados estdo apresentados na Tabela 5.1. As maiores diferengas foram
observadas entre os teores nominais e calculados de P,Os e CaO para as amostras
VB e 2,5Mn-N, respectivamente. A imprecisdo da composicao final pode ser causada
por diversos fatores no processamento sol-gel, como a impureza dos precursores,
precipitacdo de espécies, perdas durante o processo, além da utilizacdo de meios
muito diluidos para analise em ICP e etapas de filtracdo necessarias, etc. **?. No

entanto, a presenca de manganés foi confirmada em duas composicbes diferentes,
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com teores préximos a composicdo nominal, e o nitrato de manganés se mostra como

uma possivel fonte de incorporacdo de Mn em vidros bioativos.

Tabela 5.1: Composi¢do quimica nominal e determinada pelo método de fuséo de
metaborato de litio e ICP-OES (%mol) das amostras VB, 2,5Mn-N e 5Mn-N.

Composigdo nominal Composicéo ICP-OES
(% mol) (% mol)
SiO, P,0Os CaO MnO SiO, P,Os CaO MnO
VB 60,0 4,0 36,0 - 613+09 32+06 355%+0,9 -
25Mn-N 600 40 335 25 581+16 40+04 352+20 2,7+0,3
5Mn-N 600 40 310 50 590+08 39+04 327+02 44+05

5.3.2 Propriedades texturais

Foi realizada a avaliagdo das propriedades texturais dos vidros bioativos por adsor¢ao
de nitrogénio, e isotermas representativas da adsorcéo/dessor¢do de nitrogénio e a
curva de distribuicdo de poros sdo apresentadas na Figura 5.1, enquanto que 0s
valores da éarea superficial especifica, volume e tamanho de poros obtidos por BET e
algoritmo BJH estdo apresentados na Tabela 5.2.

As diferentes amostras de vidros bioativos apresentaram isotermas de
adsorcao/dessorcéo e distribuicdo de tamanho de poros com comportamento similar.
Foram identificadas isotermas do tipo IV com ciclo de histerese em todos os casos,
tipica de materiais contendo mesoporos **%. Observa-se uma distribuicdo estreita e
monomodal do tamanho de poros, conforme observado na Figura 5.1 (b), com faixa de
tamanho apresentando pouca variacdo apesar da incorporacdo de Mn na estrutura
dos vidros bioativos. As amostras apresentaram também elevada area superficial
especifica, e o volume de poros foi mais elevado para a amostra 5Mn-N, enquanto que
o didmetro médio de poros reduziu com o aumento do teor de Mn. A incorporagéo de
jons adicionais na estrutura de vidros bioativos pode prejudicar a orientagdo do
material durante o processo de formagdo da rede, tendo como consequéncia
alteracdes na estrutura mesoporosa, podendo também gerar defeitos estruturais que

afetam as propriedades texturais ©?.

O didmetro médio de poros se encaixa na faixa mesoporosa, de interesse para
aplicacdes biomédicas, ja que esses poros permitem a adsorcao de agentes biolégicos
que aprimoram a resposta do corpo ao material ®. A nanoporosidade é inerente do

processamento sol-gel, sendo obtida devido a remocdo de subprodutos de
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condensacdo presente na rede do gel “Y. Além disso, materiais com elevada area
superficial e superficie mesoporosa influenciam a formacdo da camada de HAC,
aprimorando os processos de dissolugcdo e troca ibnica e atuando como sitios de
nucleacdo, consequentemente afetando a bioatividade do material.
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Figura 5.1: (a) Isotermas de adsorcéo de nitrogénio e (b) distribuicdo de tamanhos de
poros (algoritmo BJH derivado das curvas de dessor¢do) das amostras VB, 2,5Mn-N e
5Mn-N.

Tabela 5.2: ParAmetros texturais obtidos pela adsorcéo de nitrogénio para as amostras
VB, 2,5Mn-N e 5Mn-N.
Area superficial

o Volume de poros total Diametro de poros
Amostras especifica s 4 o
, 4 (cm>.g™) meédio (nm)
(m°.g7)
VB 124,0+ 11,8 0,365 + 0,011 76104
2,5Mn-N 128,8 + 15,2 0,297 £+ 0,053 6,6+0,4

5Mn-N 130,0 + 14,2 0,459 + 0,148 6,4+0,2
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5.3.3 Analise estrutural

A estrutura dos vidros bioativos foi avaliada por FTIR, e 0s espectros estdo
apresentados na Figura 5.2. A deformacdo angular de ligacdes Si-O-Si pode ser
observada entre 450 e 470cm™, tipicamente relacionada & vidros com estruturas
amorfas 1%, J4 a banda entre 725 e 810cm™ pode ser atribuida ao estiramento
simétrico de ligacBes Si-O, enquanto que o estiramento assimétrico dessa ligacdo é

observado como uma banda larga entre 1000 e 1200cm™ (4110

. Ligacdes Si-O
contendo um oxigénio nédo ligante (Si-O-NBO) dao origem a uma absorbéancia de fraca
intensidade que pode ser observada a 965cm™ em todas as amostras %) A
absorcéo entre 550 e 630cm™ pode ser relacionada a ligages P-O de grupos fosfatos
@) Essa absorcdo pode estar relacionada a regies ricas em fosfato e pequenos
nucleos de hidroxiapatita que podem ser formados durante o tratamento térmico do
material “*®. A incorporacédo de Mn pode ter dificultado a formacdo dessas regides,
reduzindo também a intensidade da absorbancia nessa regidao. O estiramento de
ligacbes P-O pode ser observada por volta de 1180cm™, sobrepondo a absorbancia

relacionada ao estiramento assimétrico Si-O @,

Bandas de absorcdo tipicas de vidros bioativos foram observadas em todas as
amostras pela analise de FTIR, e a incorporacdo de diferentes teores de manganés,
utiizando-se o nitrato de manganés como precursor ndo gerou modificagcbes
significativas na estrutura final do material, sendo favoravel para a manutengdo do

potencial bioativo do material.
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Figura 5.2: Espectros de FTIR obtidos para as amostras VB, 2,5Mn-N e 5Mn-N.
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A Figura 5.3 apresenta os difratogramas das amostras de vidro bioativos, obtidos por
andlises de DRX. Observa-se comportamento similar em todas as amostras, com a
presenca de um halo amplo e difuso entre 15 e 25° (26), caracteristicos de estruturas
de silica com caréater predominantemente amorfo “°®. Um halo de maior intensidade
entre 31 e 33° (20) indica uma organizacao inicial da estrutura do material, podendo
ser relacionado a formacdo de pequenos nucleos de apatita durante o tratamento
térmico, conforme relatado em vidros obtidos anteriormente com composi¢éo similar
“®) Resultados indicam que a incorporacdo de manganés em vidros bioativos a partir
do nitrato de manganés foi capaz de manter a estrutura predominantemente amorfa do
material. Vidros bioativos com estrutura amorfa normalmente apresentam taxa de
dissolucdo mais elevada, levando ao aumento da bioatividade quando comparado com

materiais cristalinos, sendo desejaveis para aplicagdo como biomateriais.
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Figura 5.3: Padrbes de Difracdo de Raios-X (DRX) obtidos para as amostras VB,
2,5Mn-N e 5Mn-N.

A estrutura dos vidros bioativos foi ainda avaliada por XPS, e o espectro de varredura
€ apresentado na Figura 5.4. Foram observadas linhas Auger e de fotoemissédo do
XPS tipicas dos constituintes do vidro bioativo em todas as amostras. O pico C 1s,
relacionado a absorcédo de impurezas de hidrocarbonetos pela superficie do vidro, foi
utilizado como referéncia para calibracdo da energia de ligagdo (BE) devido ao efeito

de carga das amostras, sendo ajustado para 285,0eV.
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Figura 5.4: Espectroscopia de Fotoelétrons excitados por Raios-X (XPS) das amostras
VB, 2,5Mn-N e 5Mn-N.

O espectro XPS de alta resolucéo Si 2p é apresentado na Figura 5.5, e uma banda
larga pode ser observada em todas as amostras, com maximos em 103,5eV, 103,6eV
e 103,6eV para VB, 2,5Mn-N e 5Mn-N, respectivamente, se encontrando na faixa

tipica de vidros silicatos ).
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Figura 5.5: Espectro de XPS de alta resolugéo Si 2p para as amostras VB, 2,5Mn-N e
5Mn-N.

O espectro O 1s é apresentado na Figura 5.6, e a sua deconvolucgéo indica a formacéo
de dois componentes com maximo de energia de ligacdo em 531,1eV e 533,0eV para

a amostra VB, deslocando-se ligeiramente para maiores valores de energia de ligacdo
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quando o manganés foi incorporado. A banda de maior energia de ligacdo obtida por
deconvolucdo do espectro O 1s pode ser relacionada ao oxigénio de silicatos,
enquanto que a banda observada nos menores valores pode ser relacionada ao
oxigénio em grupos fosfatos ®*%). Resultados indicam que microdominios de fosfato de
calcio podem estar presentes na estrutura do vidro, similares ao ambiente presente em

| 349 De fato,

hidroxiapatitas, o que pode conferir certa heterogeneidade ao materia
trabalhos anteriores mostram que o fosforo esta presente na estrutura de vidros
bioativos majoritariamente na forma de ortofosfatos, tendo a sua carga balanceada por
cations modificares de rede, e apenas pequenos teores de ligagbes Si-O-P séo

observados “9.

=0 1s XPS
——Picos

Linha de base
Envelope

Intensidade (u.a.)

A I B L [ S L L L [ L (LA
538 536 534 532 530 528 526
Energia de Ligagéo (eV)

Figura 5.6: Espectro de XPS de alta resolucdo O 1s para as amostras VB, 2,5Mn-N e
5Mn-N.

A Figura 5.7 apresenta o espectro de alta resolucdo XPS Mn 2p. Foram observados
multiplos picos, atribuidos ao desdobramento de multipletos Mn 2pz, € Mn 2py, 2,
apresentando méaxima em 642,8eV e 654,8eV, respectivamente. A presenca de um
pico satélite também pode ser observada cerca de 4eV acima do Mn 2ps, em ambas
as amostras, atribuido ao efeito “shake-up” **®. O manganés apresenta seis estados
de oxidacao estaveis, 0os quais podem apresentar divisdo de multipletos significativa e
também faixas de energia de ligacdo sobrepostas, dificultando a sua identificacéo

(147.148)  No entanto, os picos observados estdo dentro da faixa relatada para

compostos de manganés 47:149.150)

. Além disso, a presenga da estrutura satélite
“shake-up” é tipica de materiais em que o estado de oxidacdo Mn?* esta presente %,
sendo um indicativo da presenca majoritaria de Mn*" nas amostras de vidro bioativo.
De fato, trabalhos anteriores mostraram que estados de oxidacdo como +4 e +7 sé@o

improvaveis em sistemas silicatos, e que esse ion é normalmente presente como Mn**
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nessas estruturas, embora Mn** também possa ser observado, deslocando as bandas

o 189152159 " 5 formato e

Mn 2p para valores mais elevados de energia de ligaca
posicdo dos espectros Mn 2p para as duas amostras apresentam similaridade,
indicando que o ambiente do Mn foi mantido mesmo quando adicionado em diferentes

teores na estrutura do vidro bioativo.

A andlise de XPS demonstrou que o manganés esta presente na rede de vidros
bioativos em sua maioria como Mn?*, e néo foram observadas modificacdes estruturais
significativas devido a incorporacdo desse ion, jA que os espectros O 1s e Si 2p
apresentaram comportamento e energia de ligacao similar, o que é de interesse para

manter o potencial bioativo do material.
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Figura 5.7: Espectros XPS de alta resolucdo Mn 2p das amostras 2,5Mn-N e 5Mn-N.

5.3.4 Dissolu¢cdo em DMEM

O DMEM é geralmente utilizado como um ambiente de cultura celular, e a avaliagao
da degradacao de vidros bioativos nesse meio é de grande interesse para se
relacionar o perfil liberag&o idbnica do material com os resultados obtidos em estudos in
vitro. Amostras foram imersas em DMEM a 37°C sem células e com agitacao por
diferentes periodos de tempo durante 3 dias, e a concentracdo ibnica em solucéo foi
avaliada por ICP-OES (Figura 5.8). Uma amostra contendo apenas DMEM (sem a
presenca de vidro bioativo) foi também incubada nas mesmas condi¢des e utilizada
como controle.

O perfil de liberacdo de Si foi similar para todas as amostras, com liberacdo mais

rapida durante as horas iniciais de estudo, estabilizando-se apds 24 horas, embora a
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concentracdo de Si liberada em DMEM tenha sido mais elevada para VB. A liberacéo
de calcio foi também mais elevada para VB, o que pode indicar a presenca de uma
rede mais aberta devido ao alto teor de oxigénio ndo ligantes, consequentemente
afetando o perfil de dissolugdo do material. A liberacdo méxima de Si observada
durante os trés dias foi de aproximadamente 59ppm para VB, valor que se encontra na
faixa relatada que apresenta efeitos estimulantes em osteoblastos (0,1 até 100ppm),
de acordo com trabalhos anteriores %1159 Além disso, a liberacéo de Si influencia
na formacgdo da camada de hidroxiapatita em meio fisiol6gico a partir da formacédo de

silandis na superficie do material

. J& a importancia da liberacdo de célcio no
processo de mineralizacdo 6ssea € bem estabelecida, podendo induzir também a
proliferacdo de osteoblastos, e consequentemente aprimorando o efeito terapéutico do

material 49,

Houve reducdo da concentracdo de P em DMEM durante o periodo em estudo,
podendo estar relacionada a migracdo desse ion para a superficie do material e
consequente formagdo de uma camada rica em fosfato de calcio. As amostras
contendo Mn apresentaram mais lenta redugéo no teor de P, indicando uma taxa mais
lenta de formacédo da camada de rica de fosfato de céalcio quando Mn esté presente.
No entanto, a utilizacdo de solugdo ndo tamponada DMEM néo é indicada para a
avaliacdo da bioatividade pelo crescimento de HAC na superficie de materiais, ja que
a fracéo organica do meio pode suprimir em parte a cristalizacédo de fases, alterando o
resultado final ®*®. Observou-se também uma liberacao rapida de Mn nas primeiras 4
horas de estudo, em uma maior concentracdo para a amostra contendo maior teor de
Mn, conforme esperado, atingindo uma concentracdo maxima de 1,4ppm apoés 3 dias
de imersdo em DMEM. Trabalhos anteriores relatam que a proliferacdo de
osteoblastos foi inibida quando foram expostas a concentragdes maiores que 0,1mM
de MnCl,, ou cerca de 5,49ppm de Mn®, enquanto que a exposicdo de células a
concentracdes menores desse ion aprimorou a proliferacdo e espalhamento de
osteoblastos ®. Portanto, o perfil de liberacdo de Mn deve ser devidamente ajustado

a fim de se manter a concentracao dentro da faixa terapéutica.
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Figura 5.8: Perfil de liberacdo em DMEM de Si, P, Ca e Mn do grupo controle e das
amostras VB, 2,5Mn-N, 5Mn-N.

A capacidade de liberacdo de ions com potencial terapéutico dos vidros bioativos foi
confirmada a partir do estudo da dissolu¢do em DMEM. A incorporac¢do de Mn reduziu
a taxa de dissolucdo, porém uma liberacdo controlada de Si, Ca, P e Mn foi
observada. A estrutura amorfa obtida, com elevada &rea superficial e predominancia
de oxigénios ndo ligantes em sua estrutura, afeta o perfil de dissolucdo do material,
mostrando que a quimica do vidro bioativo pode ser ajustada para liberar quantidades
apropriadas dos diferentes ions, dependendo da aplicacgéo.

5.3.5 Estudo da citotoxicidade

Células-tronco mesenquimais humanas possuem um importante papel na regeneracéo
tecidual in vivo **®, sendo recrutadas pelos locais de lesdo, podendo se diferenciar em
diferentes tipos de células, como 6sseas, musculares, adiposas, etc **”. Com isso,
hMSCs sao utilizadas extensivamente para um grande namero de terapias celulares e
diferentes estratégias na engenharia de tecidos. Trabalhos anteriores mostram que
células-tronco mesenquimais derivadas da medula éssea (hMSCs) podem ser
estimuladas para a osteogénese quando em contato com vidros bioativos ®*®. Além
disso, hMSCs sao precursores de osteoblastos, sendo um tipo celular relevante para

avaliacdo da biocompatibilidade de materiais.

O efeito do produto i6nico dos vidros bioativos na viabilidade celular de hMSCs foi
avaliado por MTT, conforme apresentado na Figura 5.9. Materiais s&o considerados
citotoxicos quando a viabilidade celular é reduzida mais de 30%, ou seja, quando
apresenta uma viabilidade celular menor que 70% (ISO 10993-5) ®. N&o foram

observados efeitos citotoxicos quando hMSCs foram expostas ao produto i6nico de
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todas as amostras deste trabalho por diferentes periodos de exposicdo. Para o
periodo de 4 dias de analise, houve aumento na atividade mitocondrial de todas as
amostras, porém ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas entre o
grupo VB e as amostras contendo Mn durante todo o periodo de estudo. Estudos
indicam que a exposicdo a produtos ibnicos das amostras néo alterou
significativamente a sua atividade metabdlica mitocondrial, apresentando niveis de
fungcdo celular acima de 70% mesmo nas amostras contendo Mn, ndo sendo

consideradas citotdxicas nas condi¢des utilizadas.
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Figura 5.9: Viabilidade celular determinada por MTT em hMSCs para VB, 2,5Mn-N e
5Mn-N. Viabilidade celular média normalizada pela viabilidade média do grupo
controle. p < 0,05 (*) ou p < 0,01 (**) em relagé@o ao controle conforme determinado por
método One-way ANOVA seguida de teste Tukey post-hoc.

5.3.6 Produtos de liberacao ibnica na diferenciacdo de hMSCs

Vidros bioativos podem estimular a diferenciacdo osteogénica de pré-osteoblastos e
células-tronco devido a liberacdo de ions durante o processo de dissolucdo **9,
Conforme os osteoblastos se proliferam e diferenciam a partir de células-tronco
mesenguimais eles expressam varias proteinas, fatores de crescimento e fatores de
transcricdo, os quais apresentam padrdes distintos de expressdo de acordo com o
tempo “*9. Em geral, apds as células serem plaqueadas em meio osteogénico, trés
estagios de diferenciacdo se sucedem: proliferagdo, produ¢do/maturacdo da matriz e
mineralizacdo. A fase proliferativa envolve a expressdo de genes do ciclo celular e
histona. Esta fase € seguida da expressdo de genes associados com a formacéo da
matriz 6ssea, como colageno tipo | e atividade da fosfatase alcalina (ALP). No estagio
final, genes associados com a mineralizacdo, como a osteopontina, osteocalcina e

sialoproteina 6ssea s&o expressos nos niveis mais elevados 9.
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Para se avaliar a eficdcia dos vidros bioativos contendo Mn e dos produtos de
dissolugcéo na diferenciagcdo osteogénica, diferentes marcadores da formacéo Ossea
foram investigados. A Figura 5.10 apresenta a atividade da ALP na matriz extracelular
de hMSCs tratadas com o produto iénico do VB, 2,5Mn-N e 5Mn-N apds 7, 14 e 21
dias de cultura em meio basal, e o grupo controle. A ALP € um marcador do estagio
inicial da diferenciagédo osteoblastica, além de desempenhar um papel importante na
degradacdo do pirofosfato para liberar fosfatos para a mineralizacdo ©¥. Trabalhos
anteriores relatam que a producdo de ALP é estimulada pelo produto de dissolucéo
dos vidros bioativos, porém reduzindo sua atividade quando as células se tornam
confluentes e iniciam a mineralizac&o, perfil que néo foi observado nesse trabalho “®V.
Como o estudo foi feito em meio basal (sem indugé@o osteogénica), € esperado que a
reducdo da fosfatase alcalina devido ao inicio da mineralizagdo seja mais lenta.
Porém, o aumento na expresséo da ALP com o decorrer do tempo indica a progressao
do processo de diferenciacdo celular, sendo estimulado pela presenca do produto
ibnico dos vidros bioativos, e ainda ocorrendo mesmo apés 21 dias de ensaio. Além
disso, a mais elevada expressdo de fosfatase alcalina observada para as amostras
contendo manganés indica que a presenca desse ion pode influenciar o processo de
diferenciagdo de hMSCs.
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Figura 5.10: Expressédo da fosfatase alcalina (ALP) apés 7, 14 e 21 dias de exposicao
de hMSCs ao produto ibnico dos vidros bioativos (* p < 0,05 e ** p < 0,01 relativa ao
controle basal, Two-way ANOVA e teste Tukey de comparagédo multipla).

Marcadores da diferenciacdo osteogénica, incluindo colageno tipo |, osteocalcina
(OSC) e osteopontina (OSP), também foram avaliados a partir da técnica de

imunofluorescéncia. Nucleos celulares estdo representados em azul (corante DAPI),
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enquanto que a expressao de colageno tipo 1, OSP e OSC séo apresentadas em
verde, conforme indicado nas figuras abaixo. A Figura 5.11 apresenta imagens de
fluorescéncia nas quais a expressao de colageno tipo | de hMSCs apés 7, 14 e 21 dias
de exposi¢cado ao produto ibnico dos vidros bioativos foi avaliada.

O colageno tipo | é, assim com o ALP, um marcador da etapa inicial da diferenciacao
de osteoblastos, porém associado a formacdo da matriz extracelular, sendo o seu
maior componente organico %% Durante a diferenciacdo de osteoblastos em
modelos in vivo e in vitro, a expressao de colageno tipo | € relativamente alta, podendo
ser produzido intrinsicamente por células, com posterior reducdo de acordo com o
prosseguimento das etapas de diferenciacdo e mineralizacdo “°%. Resultados deste
trabalho mostram uma elevada expressao de colageno tipo | em células expostas ao
produto ibnico dos vidros bioativos em meio osteogénico e basal. A expressdo de
colageno tipo | foi observada j4 apdés o 7° dia, indicando que o produto ibnico dos
materiais apresenta papel importante na diferenciacdo osteogénica de hMSCs e
formacdo da matriz extracelular. Resultados indicam a formacgéo da matriz celular sem
a necessidade de suplementos osteogénicos, jA que uma elevada expressdo foi
observada também em meio basal, confirmando o efeito osteogénico do produto ibnico

dos vidros bioativos.
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Figura 5.11: Imagens de fluorescéncia de hMSCs expostas ao produto idnico de vidros
bioativos apresentando a expressao de colageno tipo | em meio basal e osteogénico
apés 7, 14 e 21 dias. Corantes DAPI (florescéncia azul) e colageno tipo |
(fluorescéncia verde). A barra de escala representa 50um.
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Imagens de fluorescéncia nas quais a expressao de osteopontina de hMSCs apés 7,
14 e 21 dias de exposicdo ao produto iGnico dos vidros bioativos foi avaliada s&o

apresentadas na Figura 5.12. A osteopontina € um reconhecido marcador osteogénico



71

que regula a formacdo de nédulos minerais e leva a osteogénese, e sua expressao é

©)  proteinas ndo

geralmente relacionada com a habilidade de mineralizacdo
colagenas como a osteopontina controlam a nucleacgéo, crescimento, forma e tamanho
dos cristais de hidroxiapatita, e ainda auxiliam na ligagdo entre a fragdo organica

(colageno) e inorganica (hidroxiapatita) no tecido 6sseo .

A expressdo de
osteopontina € observada anteriormente a osteocalcina no processo de diferenciacéo
osteogénica, porém ambos apresentam expressdao somente por osteoblastos
completamente diferenciados “®?. Observa-se pela Figura 5.12 que houve express&o
de osteopontina de hMSCs expostas ao produto ibnico dos vidros bioativos em meio
basal (apos 21 dias) e osteogénico (apos 14 dias). O resultado estd de acordo com o
observado para a atividade da ALP e colageno tipo I, que possuem elevada expressao
durante os periodos iniciais de diferenciacdo, porém sendo substituidos pela
expressao osteopontina e osteocalcina devido ao inicio de uma nova etapa do
processo de diferenciacdo. Resultados mostram também que a utilizacdo de meio
osteogénico pode acelerar o processo de diferenciacdo osteogénica e mineralizacao,

porém ndo é necessario para que ocorra, jA que a expressao do marcador

osteopontina foi observada mesmo em meio basal.
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Figura 5.12: Imagens de fluorescéncia de hMSCs expostas ao produto ibnico de vidros
bioativos apresentando a expressdo de osteopontina em meio basal e osteogénico
apos 7, 14 e 21 dias. Corantes DAPI (florescéncia azul) e osteopontina (fluorescéncia
verde). A barra de escala representa 50um.

Na sequéncia hierarquica de eventos que ocorrem durante a diferenciacdo e
maturacdo dos osteoblastos, a biosintese de colageno tipo | e atividade da ALP s&o

seguidas pela expressdo de osteopontina, deposicdo de sialoproteina 6ssea, e
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posteriormente pela sintese de osteocalcina 3% outra proteina ndo colagena da
matriz extracelular 6ssea, considerada o marcador mais especifico para osteoblastos
maduros, caracteristica dos estagios finais da diferenciacdo “*"%®. pela Figura 5.13
pode-se observar uma maior intensidade na expressdo de osteocalcina apés 21 dias
de exposi¢cdo ao produto ibnico dos vidros bioativos, tanto em meio basal quanto em
meio osteogénico, sugerindo um aprimoramento no desenvolvimento de um fendtipo
tipico de osteoblastos maduros devido a liberacéo i6nica dos vidros. Células expostas
ao produto ibnico contendo manganés apresentaram mais elevada intensidade de
expressao de osteocalcina quando comparados com o controle e VB, indicando que a
presenca de Mn foi favoravel no processo de formacao de osteoblastos maduros e

mineralizacdo Gssea.

J& os depdsitos de calcio foram avaliados pela coloragdo alizarina vermelha S (Figura
5.14). No inicio do processo de mineralizagdo 0ssea, proteinas como osteonectina e
osteopontina sdo expressas, e assim que a mineralizacdo € completada, depdsitos de
célcio podem ser visualizados utilizando corante alizarina vermelha S ©?. A presenca
de depodsitos de célcio ndo foi observada nos 7 dias iniciais de estudo, jA que o
processo de diferenciagdo ainda estava na fase inicial, conforme observado pelos
marcadores ALP, osteocalcina e osteopontina. No entanto, 14 dias ap0s exposi¢ao
das hMSCs ao produto idnico de vidros bioativos pode-se observar o aparecimento de
nédulos de calcio, com maior intensidade para 0s grupos em meio osteogénico, nos
quais a presenca de suplementos pode ter acelerado o processo de mineralizacao.
Ap6s 21 dias, observa-se a presenca de nodulos de calcio também nos grupos
cultivados em meio basal, indicando a influéncia do produto de dissolu¢c&o no processo
de diferenciacdo e mineralizagdo. Em meio osteogénico foi também observada uma
maior intensidade de depdsitos de célcio apés 21 dias de estudo quando o produto
ibnico dos vidros bioativos estava presente. Os resultados estdo de acordo com o
observado anteriormente para a expressao de osteocalcina e osteopontina, genes
associados com a mineralizagdo, e que apresentaram mais elevada expressao apoés
14 dias em meio osteogénico, e 21 dias em meio basal. Esse estudo confirma ainda
gue a utilizacdo de agentes osteogénicos ndo é necessaria para 0 processo de
diferenciacdo e mineralizacédo 6ssea, podendo ser estimulado pelo produto idnico dos
vidros bioativos, porém o efeito sinérgico entre o produto de dissolu¢do dos vidros

bioativos e 0s suplementos osteogénicos podem favorecer o processo.
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Figura 5.13: Imagens de fluorescéncia de hMSCs expostas ao produto ibnico de vidros
bioativos apresentando a expressdo de osteocalcina em meio basal e osteogénico
apoés 7, 14 e 21 dias. DAPI (fluorescéncia azul) e osteocalcina (fluorescéncia verde).
Barra de escala de 50um.
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Figura 5.14: Mineralizacdo da matriz de hMSCs apds exposi¢do ao produto ibnico dos
vidros bioativos por 7, 14 e 21 dias em meio basal e osteogénico. Células foram
coradas com alizarina vermelha S para visualizacdo de depésitos de célcio formados.
Barra de escala 100pum.
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O estudo osteogénico indicou, de forma geral, que os produtos de dissolugdo dos
vidros bioativos foram capazes de estimular todos os estdgios da diferenciacdo de
hMSCs e subsequente mineralizacdo, em analise realizada durante 21 dias de cultura.
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A fase inicial do processo de diferenciacdo foi demonstrada pela atividade ALP e
expressao de colageno tipo I, no qual a capacidade de diferenciacdo celular foi
observada em todas as condigbes de culturas. O prosseguimento se deu pela
expressao de osteopontina, regulador da formacdo de nddulos minerais, enquanto que
o desenvolvimento de osteoblastos maduros foi indicado pela expressdo de
osteocalcina. Depositos de célcio foram também observados, indicando a finalizagdo
do processo de mineralizacdo, com formacdo mais rapida em meio osteogénico.
Resultados indicam que o produto de dissolucdo de vidros bioativos é capaz de
estimular a diferenciacdo osteogénica de hMSCs mesmo sem a presenca de
suplementos osteogénicos, com o desenvolvimento de osteoblastos maduros “®”, os
quais apresentaram maior expressdo quando produtos de dissolu¢cdo contendo
manganés foram utilizados. A incorporacdo de Mn de vidros bioativos se mostra como

uma potencial estratégia para aprimoramento da regeneragao 0ssea.

5.4 Conclusbes

Vidros bioativos derivados do processo sol-gel foram obtidos a partir da incorporagéo
de Mn na sua estrutura, em diferentes composic¢des, conforme avaliado por ICP-OES.
Amostras apresentaram elevada area superficial especifica e nanoporosidade inerente
do processo. Analises estruturais demonstraram que a utilizacdo de nitrato de
manganés é eficaz na incorporagdo desse ion na estrutura de vidros bioativos. A
incorporacdo de Mn ndo provocou alteracdes significativas na rede do material em
comparagdo a composicdo 58S, e uma estrutura com carater predominantemente
amorfa foi obtida, sendo favoravel para manutencéo da bioatividade. Analises de XPS
indicam a presenca majoritaria de Mn*" na estrutura dos vidros bioativos, e capacidade
de liberacdo idnica controlada em DMEM foi observada por ensaios de dissolu¢cdo. O
estudo de viabilidade celular indicou que as células hMSCs expostas ao produto ibnico
dos materiais apresentaram um aumento da atividade mitocondrial, demonstrando que
eles ndo sdo toxicos nas condicbes utilizadas. O produto de dissolucdo dos vidros
bioativos, em especial aqueles contendo Mn, demonstrou ainda capacidade de
estimular os diferentes estagios de diferenciacdo osteogénica de hMSCs e
subsequente mineralizacdo, mesmo na auséncia de adicdo de fatores de inducdo
osteogénica,. O efeito do manganés no processo de diferenciacdo e mineralizacdo
ossea foram observados principalmente pela marcacao da osteocalcina, em que uma
maior expressdo foi observada quando esse ion estava presente, indicando que a
incorporacdo de Mn é uma potencial estratégia para obtencéo de materiais superiores

para a regeneracao de tecidos.
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CAPITULO 6. Influéncia da incorporacéo de cobalto e da selecdo do

precursor na estrutura e propriedades de vidros bioativos

6.1 Introducéo

Um fator importante que deve ser avaliado quando se deseja obter novas
composi¢cBes de vidros bioativos é o efeito da utilizacdo de diferentes precursores ha
estrutura e propriedades do material obtido “°”. Por exemplo, trabalho anterior relata
gue a utilizacdo de diferentes precursores de fésforo (trietilfosato, acido fosférico e
pentoxido de fosforo dissolvido em etanol) resultou em tempos de gelificacdo e
mineralizacao diferentes em vidros bioativos e vitro-cerdmicas do sistema SiO, — P,0s

— CaO, embora ainda apresentando bioatividade “¢°"

. Além disso, a avaliagdo da
incorporagdo de calcio, um modificador de rede, mostrou que esse ion entra na
estrutura do vidro somente acima de 400°C quando nitrato de célcio é utilizado como
precursor, mas entra na rede em temperatura ambiente quando o metoxietoxido de
calcio é utilizado, e ndo é incorporado em nenhuma temperatura quando se utiliza o
cloreto de calcio como precursor *®®. De forma semelhante, o precursor do litio
também demonstrou influéncia na estrutura final do material, resultando em um
material vitro-ceramico denso quando nitrato de litio foi utilizado para incorporagdo em
vidros bioativos, enquanto que a utilizacdo de citrato de litio favoreceu a formacao do
vidro bioativo contendo litio como modificador de rede ©. Portanto, torna-se importante
a avaliacdo dos diferentes precursores para a obtencdo de novas composicdes de

vidros bioativos contendo diferentes ions.

A incorporacdo de cobalto em biomateriais tem atraido atencdo nos ultimos anos,
devido ao seu conhecido potencial angiogénico, aprimorando o reparo de tecidos
(1%6.170) ' Diferentes trabalhos relatam a sua incorporacéo em vidros bioativos derivados
do processo de fusdo **#) com consequente promoc&o da neovascularizagdo. Vidros
bioativos contendo cobalto obtidos pelo processo sol-gel foram recentemente
relatados por Wu e pesquisadores ®, no qual foram avaliados scaffolds mesoporosos
com capacidade de inducao da hipoxia e efeito angiogénico. No entanto, ndo ha
relatos de estudos sobre a influéncia da utilizagdo de diferentes precursores de cobalto
para obtencdo de vidros bioativos pela rota sol-gel, o que pode influenciar as
propriedades e consequentemente o desempenho do material. Tendo isso em vista,
este capitulo visa a obtencao vidros bioativos contendo Co, derivados da composicéo

58S, como potencial estratégia para a liberacdo controlada de Co em meio fisiolégico,
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avaliando-se o efeito da incorporacdo desse ion e da selecdo do precursor nas

propriedades do material.

6.2 Materiais e Métodos

Os estudos apresentados nesse capitulo também foram realizados durante o periodo
de doutorado sanduiche no Imperial College London. Reagentes, metodologias e
equipamentos diferentes foram utilizados para sinteses e analises em relacdo ao
capitulo subsequente, o que ocasionou pequenas variagdes nos resultados em

amostras de composigao similar.

Vidros bioativos foram sintetizados pelo método sol-gel, conforme relatado em
trabalhos anteriores ®”*™Y, na composicdo 58S (60% SiO, - 36% CaO - 4% P,Os, %
molar). Foram utilizados reagentes da Sigma-Aldrich, salvo indica¢cdes ao contrério.
TEOS (tetraetilortosilicato 98%) e TEP (trietilfosfato 99%) foram hidrolisados em meio
acido (acido nitrico 2M) contendo agua deionizada (taxa molar H,O/TEOS = 12) por 1
hora com agitacdo magnética. Logo apoés, nitrato de célcio (Ca(NOs),.4H,0) foi
dissolvido no sol, e agitado por mais uma hora. O gel obtido foi seco por 72 horas em
recipiente fechado, seguido por secagem com aumento de 10°C por dia até se
alcancar 120°C. Logo apoés, amostras foram tratadas a 650°C, com taxa de
aquecimento de 2°C.min™ por 3 horas, moidas e peneiradas para se obter particulas

menores que 150um.

Amostras contendo cobalto foram obtidas utilizando-se cloreto de cobalto
(CoCl,.4H,0, Acros Organics) e nitrato de cobalto (Co(NOs),.4H,0), sendo
incorporados na estrutura dos vidros bioativos a partir da substituicdo parcial do teor
de calcio, para se obter 5,0% CoO (%molar). O respectivo sal de cobalto foi adicionado
previamente a etapa de adicdo do precursor do calcio para cada composicao.
Amostras foram denominadas VB (composicdo 58S), 5Co-N (obtida utilizando-se
nitrato de cobalto) e 5Co-C (obtida utilizando-se cloreto de calcio).

6.2.1 Caracterizacdo das amostras de vidro bioativo

Composicdo Quimica. A andlise foi realizada por ICP-OES (espectrometria de
emissao Optica com plasma indutivamente acoplado) em equipamento Thermo
Scientific iCaP 6000series. As amostras foram preparadas pela digestao acida, no qual

50mg de cada amostra foi misturada em um cadinho de platina com 250mg de
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metaboratato de litio anidro (80% p/p) e tetraborato de litio (20% p/p), e entdo fundidos
na mufla por 30 minutos a 1050°C. Apos resfriamento, as amostras foram
completamente dissolvidas em acido nitrico 2M. As concentracdes de Si, Ca, P e Co
em cada amostra foram determinadas por ICP-OES, e as proporc¢des de SiO,, CaO,
P,Os e CoO foram calculadas.

Andlise térmica. A andlise termogravimétrica (TGA) e calorimetria diferencial
exploratéria (DSC) foram realizadas em equipamento Netzsch STA 449C, previamente
ao processo de estabilizacao térmica das amostras. As andlises foram realizadas de
30 a 1000°C, com taxa de aquecimento de 10°C.min™, em ar. Um cadinho de platina

vazio foi utilizado como referéncia.

Analise Estrutural. Foi realizada Espectroscopia de Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR) em equipamento Thermo Scientific Nicolet iS10 contendo acessorio
de reflectancia total atenuada. Espectros foram obtidos entre 400 e 4000cm™ (64
escaneamentos por espectro; resolu¢do de 4cm™). A Difracdo de Raios-X (DRX) foi
realizada em equipamento Bruker D2, com passo de 0,02 entre 7 e 70° (20) , sem giro,
utilizando-se fonte de radiacdo de CuKa. A Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados
por Raios-X (XPS) foi realizada em um sistema Thermo Scientific k-Alpha” operando a
uma pressdo base de 2 x 10®bar. Foi utilizada uma fonte monocromada de raios-X
AlKa (hv = 1486,6eV), com um analisador hemisférico de dupla focagem a 180°
contendo um detector 2D. A corrente de emissdo da fonte de raios-X foi de 6mA e
tensdo de polarizacédo de 12kV. Para minimizar o efeito de carga foi utilizada um filtro
de elétrons, e deslocamentos remanescentes da energia de ligacdo (BE) devido a
cargas das amostras foram corrigidas utilizando a linha C 1s na BE de 285,0eV. Todos
os dados foram avaliados utilizando software Avantage XPS, e espectros de alta

resolucdo foram obtidos para Si 2p, O 1s e Co 2p.

Propriedades Texturais. As amostras foram desgaseificadas por 24 horas a 200°C
previamente a andlise. Andlise de adsorcdo de nitrogénio foi realizada em
equipamento Quantachrome Autosorb AS-6 multi-estagbes com 40 pontos de
adsorcdo e 40 pontos de dessorgdo. Foi aplicado o método Brunauer-Emmett-Teller
(BET) para avaliacao da area superficial especifica e Barret-Joyner-Halenda (BJH) em

curvas de dessorc¢éo para a avaliagdo do tamanho e distribuicdo de poros.

Estudo de dissolucdo. Foram imersas 75mg de vidros bioativos em 50mL de solugéo

SBF (Simulated Body Fluid), mantidos em recipiente lacrado e incubados a 37°C com
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agitacdo de 120rpm por diferentes periodos de tempo (4, 8, 24, 72h, 1 semana e 2
semanas), conforme sugerido previamente ®®. SBF foi preparado confirme descrito
por Kokubo e pesquisadores ©®®. Em cada periodo de tempo, 1mL dos extratos foram
removidos, e substituidos por 1mL de SBF para manter o conteddo da solug¢édo. O
extrato removido foi diluido em &cido nitrico (2M), filtrados (0,22um) e a concentragcéo
de Si, Ca, P e Co em solucao foram obtidas por ICP-OES.

As microparticulas utilizadas no ensaio foram filtradas ap6s duas semanas de estudos,
lavadas com acetona, secas a 60°C por 24 horas, e avaliadas por FTIR e DRX. A
morfologia das amostras ap6s ensaio em SBF foi avaliada por Microscopia Eletrdnica
de Varredura (MEV), realizada em microscépio LEO 1525 contendo coluna de emissao
GEMINI, operando a 5kV. Amostras foram recobertas com cromo previamente a

analise.

6.3 Resultados e discusséao
6.3.1 Anélise da composi¢cdo quimica

A Tabela 6.1 apresenta a composicdo quimica nominal e a composi¢do determinada
por ICP-OES dos vidros bioativos apoOs estabilizagdo do material a 650°C. Foi
observado um teor ligeiramente mais elevado de CoO para a amostra 5Co-N,
enquanto que o teor de P,Os apresentou a maior diferenca relativa entre a composicao
nominal e a composi¢cdo determinada. No entanto, de acordo com os resultados

obtidos, o precursor de cobalto ndo afetou a composicgéo final dos vidros bioativos.

Tabela 6.1: Composi¢do quimica nominal e determinada pelo método de fusédo de
metaborato de litio e ICP-OES (%mol) das amostras VB, 5Co-C e 5Co-N.

Composi¢cdo nominal Composicao ICP-OES
(% mol) (% mol)
SiO, P,0s CaO CoO SiO, P,Os CaO CoO
VB 60,0 4,0 36,0 - 61,3+0,9 3,2+0,6 355+0,9 -

5Co-C 60,0 4,0 31,0 50 58,1+1,9 34+05 332+23 53+04
5Co-N 60,0 4,0 31,0 50 58,9+0,8 31+04 325+0,5 55+0,3

6.3.2 Anédlise térmica

Para avaliar a influéncia da incorporacdo de cobalto no comportamento térmico dos
vidros bioativos, TGA e DSC foram realizados (Figura 6.1) nas amostras obtidas

previamente ao processo de tratamento térmico. Observa-se pela curva de TGA
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(Figura 6.1 (a)) trés regibes de perda de massa, conforme o material foi aquecido de
30 até 1000°C. O estégio inicial, de 30 a 180°C, com 10% de perda de massa em
todas as amostras, €é relacionado principalmente a remocédo de residuos do processo
sol-gel, como &lcoois, e & dessorcdo endotérmica de agua fisicamente adsorvida .
Conforme o aquecimento progrediu, observou-se um segundo estagio de perda de
massa, entre 200 e 450°C, com adicionais 15 — 25% de perda de massa, relacionada
a liberagcdo de &gua quimicamente adsorvida e perda de grupos organicos dos
precursores sol-gel °”. O ultimo estagio deu-se entre 450 e 600°C, com adicionais 10
— 15% de perda de massa, sendo relacionado a decomposi¢do de nitratos (NO3z)
introduzidos na sintese como nitratos metalicos, e também a condensacgdo adicional
de hidroxilas na superficie do material. A diferenca observada na perda de massa total
entre as diferentes amostras pode ser relacionada ao excesso de subprodutos da
sintese sol-gel e a adsorcdo de agua pela superficie altamente reativa dos vidros.
Observou-se estabilizacdo da massa acima de 600°C.
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Figura 6.1: (a) Analise termogravimétrica (TGA) e (b) Calorimetria Diferencial
Exploratéria (DSC) de vidros bioativos obtidos por diferentes precursores de Co.
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A andlise por DSC (Figura 6.1 (b)) revelou uma transicdo exotérmica bem definida
entre 278 e 286°C, relacionada a remocao de precursores remanescentes do processo

sol-gel 97

Uma transicdo endotérmica entre 490 e 570°C, relacionada a
decomposi¢do do nitrato também foi observada. Essa transicdo foi observada em
menor intensidade para 5Co-C, jA que nessa amostra o0 nitrato de célcio foi
parcialmente substituido por cloreto de cobalto. A presenca de nitrato de cobalto
também pode afetar a temperatura dessa transi¢do, ja que esse sal apresenta menor
temperatura de degradacdo quando comparado com o nitrato de célcio 2. Observou-
se também uma transicao exotérmica acima de 900°C, relacionada a cristaliza¢do dos
vidros. Fases cristalinas podem afetar a bioatividade do material, ja que reduzem a
possibilidade de reacBes de troca ibnica com o meio fisiolégico. Baseado na avaliacdo
térmica das amostras de vidro bioativo, 0 programa de tratamento térmico foi
configurado para 650°C por 3 horas, com taxa de aquecimento de 2°C.min™, suficiente
para remocdao total dos nitratos presentes e mantendo a estrutura predominantemente

amorfa.

6.3.3 Avaliagao estrutural

A Figura 6.2 apresenta a avaliacdo estrutural das amostras obtidas por FTIR. Bandas
tipicas de vidros bioativos foram observadas, ndo sendo notadas bandas relativas aos
grupos nitratos, confirmando que o programa de tratamento térmico foi adequado para
a sua completa remocéo. A deformacéo angular de grupos Si-O pode ser relacionada
a absorgdo em 580cm™ ®*® relacionada & estruturas amorfas de silica, enquanto que
0 estiramento simétrico Si-O é reportado em 810cm™ %, O estiramento assimétrico
de ligacBes Si-O-Si é observado como uma banda larga entre 1000 e 1200cm™ @¥,
com méaxima intensidade em 1050cm™ para todas as amostras. A absorcdo maxima
para essa vibracdo é normalmente observada em 1909cm™ em amostras de SiO,, mas
desloca-se para valores mais baixos quando modificadores de rede estdo presentes,
aumentando o nimero de oxigénios néo ligantes na estrutura do vidro “¥. Além disso,
a absorbancia em 965cm™ também pode ser relacionada & estruturas tetraédricas

Si0, contendo oxigénio n&o ligantes V.
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Figura 6.2: Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) das
amostras VB, 5Co-N e 5Co-C.

O estiramento simétrico (1160cm™) ™% e a deformac&o angular (500 — 600cm™) de
ligagdes P-O também foram observados. Duas bandas distintas, em 570 e 670cm™
sdo relatadas quando ligacdes Co(lll)-O de estruturas cristalinas de Co3;0, estdo
presentes “"*17®_ Neste trabalho, observou-se a presenca de uma banda de absorcéo
em 670cm™ na amostra 5Co-C, que pode estar relacionada & essa ligacdo na estrutura
do 6xido de cobalto; no entanto, a banda em 570cm™, também observada, pode estar

sobreposta a deformagéao de ligagbes P-O na mesma regido.

A andlise de FTIR demonstrou a presenca de bandas de absorgéo tipicas de vidros
bioativos em todas as amostras avaliadas, indicando que a estrutura quimica principal
foi mantida apesar da incorporacdo de Co. Evidéncia de ligagbes Co(lll)-O foram
encontradas quando o cloreto de cobalto foi utilizado como precursor, porém analises

adicionais sdo necessarias para confirmacédo da presenca dessas estruturas.

Os padrbes de DRX das amostras de vidro bioativo sdo apresentados na Figura 6.3.
Um halo amplo e difuso entre 15 e 35° (208) foi observado em todas as amostras,
sugerindo a formacao de uma estrutura de silica com carater predominantemente
amorfa “°®, embora a maior intensidade entre 31 e 33° (26) para a amostra VB indique
uma organizacao inicial da estrutura do material, com possivel formacao de pequenos
nucleos de apatita durante o tratamento térmico, conforme relatado anteriormente (46)
Picos cristalinos foram observados na andlise da amostra 5Co-C, e sdo compativeis
com estruturas de 6xido de cobalto (ILII) (Cos04 ICSD ref: 01-074-1656) @77,
enquanto que para a amostras obtidas utilizando o nitrato de cobalto n&o foram

observados picos cristalinos. O Co0z;0, € um composto estadvel e pouco sollvel,
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apresentando valéncia mista (Co*" e Co*) ™ e sua presenca indica que o Co nao foi
totalmente incorporado na estrutura do material como um modificador de rede quando
o cloreto de cobalto foi utilizado como precursor. Apesar das amostras apresentarem
carater predominantemente amorfo, regifes cristalinas podem resultar em uma taxa de

dissolucéo lenta, consequentemente afetando a bioatividade do vidro.
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Figura 6.3: Padrdo de difracédo de raios-X (DRX) das amostras VB, 5Co-N e 5Co-C.

Para confirmar o estado de oxidacao das espécies e se obter mais detalhes sobre a
estrutura dos materiais obtidos, analises de XPS foram realizadas. A Figura 6.4
apresenta o espectro de varredura das amostras de vidro bioativo. Linhas Auger e de
fotoemissdo do XPS tipicas dos constituintes do vidro bioativo foram observadas,
juntamente com o pico de C 1s, relacionado a absorcdo de impurezas de
hidrocarbonetos pela superficie do vidro ™”. Esse pico foi utilizado como referéncia
para a calibragdo da energia de ligacdo (BE — binding energy), sendo ajustado para

285,0eV com o objetivo de corrigir o efeito de carga das amostras.
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Figura 6.4: Espectro de XPS das amostras do VB, 5Co-N e 5Co-C

A Figura 6.5 (a) apresenta o espectro XPS de alta resolugdo Si 2p, sendo observada
uma banda larga com maximo em 103,5eV para VB, deslocando para 103,4eV para
5Co-C, no entanto mantendo-se na faixa tipica da energia de ligacao do tetraedro de

silicio com quatro &tomos de oxigénio (Si0,*) %,
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Figura 6.5: Espectro de alta resolugdo (a) Si 2p (b) O 1s para as amostras VB, 5Co-N
e 5Co-C.

A deconvolucdo do espectro de XPS O 1s, apresentado na Figura 6.5 (b), indica a
formacdo de dois componentes com maximo de energia de ligacdo em 531,1eV e
533,0eV. O pico com maximo em 533,0eV é relacionado com o oxigénio de silicatos,
enquanto que o pico com menor energia de ligacdo pode ser associado ao oxigénio
em fosfatos, sendo na mesma regido da energia de ligacdo O 1s observada para a
hidroxiapatita “**. Trabalhos anteriores mostram que atomos de P estdo presentes de
forma majoritaria como ortofosfatos (PO,*) na estrutura de vidros bioativos “®, tendo a
sua carga balanceada por céations modificadores de rede, e apenas pequenos teores

de ligagbes Si-O-P sdo observados “9.

N&o foram identificadas diferencas
significativas entre o espectro Si 2p e O 1s do VB e das amostras contendo cobalto,
indicando que a estrutura principal de silica foi mantida mesmo apos a incorporagéo

de Co.

Cobalto pode ser encontrado na estrutura de vidros como Co?* ou Co*" *’® e embora

0 XPS seja uma ferramenta utilizada para identificagcdo do estado quimico da maioria
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dos elementos da tabela peridédica, ndo é um processo simples para espectros de
metais de transi¢do, ja que certos aspectos tipicos desses elementos dificultam a
avaliacdo do estado quimico presente, como o desdobramento de multipletos
(multiplet splitting) e o aparecimento de picos satélites (estruturas “shake-up” ®*”. No
entanto, algumas caracteristicas do espectro Co 2p podem ser consideradas para a
definicdo do estado de oxidacdo do cobalto: (a) a energia de ligacdo Co?** (781 —
783eV) é ligeiramente maior que a observada para Co®* (779 - 780eV); (b) estruturas
satélites “shake-up” s&o observadas no pico de maior spin de espécies Co”"; (c) Co*
normalmente apresenta menor diferenca de energia de ligacdo entre os picos de
diferentes spins (15,0 — 15,5eV) que o Co?* (15,7 — 16,0eV) 179189,

Os escaneamentos de alta resolucdo Co 2p sdo apresentados na Figura 6.6, e
multiplos picos podem ser observados entre 772 e 809eV para ambas as amostras
contendo esse ion. Picos pares tipicos do desdobramento de multipletos (Co 2ps, €
Co 2pyy,) foram observados em torno de 781 e 797eV '8 assim como as estruturas
satélites “shake-up”, observadas ao lado de maior energia de ligacdo de cada banda.
Essas estruturas satélites “shake-up” observadas em ambas as amostras séo tipicas
de espécies de spin alto Co?* ©%"® A reducéo na intensidade dessa banda para 5Co-
C pode estar ligada a presenca de espécies com diferentes estados de oxidacao
(180.181) " Opservou-se ainda que a diferenca de energia de ligacéo entre o Co 2ps, € 0
Co 2py, foi de 15,8eV para 5Co-N e ligeiramente menor para 5Co-C (15,5eV),
indicando a presenca de Co em um estado de oxidagdo mais alto na amostra 5Co-C
8D Além disso, o espectro Co 2pg, revela a formacéo de uma estrutura adicional na
forma de um “ombro” em torno de 779 eV, que pode ser relacionado a formagao de
espécies Co**, ja que essas espécies sdo observadas em energia de ligacdo menores

2+ (147,179)

que Co

Resultados de XPS indicam que o cobalto est4 presente majoritariamente como Co*
na estrutura dos vidros, mas indicios da formagéo de espécies Co*" também foram
obtidos quando o precursor utilizado foi o cloreto de cobalto. Tais resultados estao de
acordo com a avaliagdo anterior feita por DRX, que mostrou a formagéo de estruturas

Co;0, para a amostra 5Co-C, um composto formado pela mistura de Co*" e Co*".
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Figura 6.6: Espectro de alta resolugdo XPS Co 2p das amostras 5Co-N e 5Co-C.

6.3.4 Propriedades texturais

Andlises de adsorcao de nitrogénio foram realizadas para avaliar as propriedades
texturais dos vidros bioativos. Isotermas representativas da adsorcao/dessorcdo de
nitrogénio e a curva de distribuicdo de poros derivadas da dessor¢cdo (modelo BJH)
sdo apresentadas na Figura 6.7, e os valores obtidos por BET e algoritmo BJH sdo
apresentados na Tabela 6.2. Foram identificadas isotermas do tipo IV com ciclo de
histerese em todos o0s casos, caracteristico de materiais com larguras de poros
variando de 2 a 50nm (mesoporosos) “*¥. Durante a etapa de secagem da rota sol-
gel, a remogdo de subprodutos de condensacdo presentes na rede resulta na
formacdo de nanoporos, tipicos destes materiais “Y. As amostras apresentaram
também uma distribuicdo estreita e monomodal de tamanho de poros, conforme
observado na Figura 6.7 (b), com ligeira reducdo no tamanho médio de poros apos a
incorporagdo de cobalto. Uma elevada area superficial especifica foi observada,
conforme apresentado na Tabela 6.2, e que estdo de acordo com valores previamente
relatados para materiais similares “'%. Houve reducéo do volume total de poros nas
amostras contendo cobalto, consequentemente reduzindo também a area superficial

especifica, embora sem diferenca estatistica significativa.

A presenca de poros dentro da faixa mesoporosa é favoravel na indugdo da
nucleacdo e cristalizacdo de HAC, j& que 0s poros podem atuar como sitios de
nucleacdo. O numero de sitios disponiveis e o tamanho dos poros controlam a taxa de
nucleacdo e posterior cristalizacdo de HAC na superficie do vidro @,
consequentemente afetando a bioatividade, portanto vidros bioativos com alta area

superficial e estrutura mesoporosa sdo de interesse para a engenharia de tecidos.
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Figura 6.7: (a) Isotermas de adsorcao de nitrogénio e (b) distribuicdo de tamanhos de
poros (algoritmo BJH derivado das curvas de dessorcéo) das amostras VB, 5Co-C e

5Co-N.

Tabela 6.2: Propriedades texturais obtidas pelos métodos BET e BJH para as
amostras VB, 5Co-N e 5Co-C.

Area superficial Volume de poros Diametro médio de

Amostras

especifica (m”.g™) total (cm®g™) poros (nm)
VB 124,0+ 11,8 0,365 + 0,011 7604
5Co-N 113,6 + 8,7 0,297 £ 0,019 6,6 £ 0,6
5Co-C 96,6 + 14,3 0,261 +£0,44 6,4+0,2

6.3.5 Dissolucéo e bioatividade em SBF

A Figura 6.8 apresenta a concentragdo de Si, Ca, P e Co em solugdo ap0s imerséo
dos vidros bioativos em SBF por diferentes periodos de tempo, conforme avaliados por

ICP-OES. Nao foram observadas diferencas significativas no perfil de liberacdo de
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silicio entre os diferentes vidros bioativos, com estabilizacdo da concentracdo apos 24
horas de ensaio, mantendo-se na faixa de 62 a 70 ppm. Embora o Co tenha sido
incorporado em substituicdo parcial ao teor de Ca nas amostras de vidro bioativo e,
consequentemente, o teor de Ca seja menor nas amostras contendo Co, a
concentracdo de célcio em SBF foi maior para 5Co-N, enquanto que VB e 5Co-C
apresentaram perfil de liberagdo de Ca similar. As diferencas observadas entre a
liberacdo ibnica das amostras 5Co-N e VB podem estar relacionadas a formacao de
uma rede menos interconectada devido a incorporacdo de Co, consequentemente
aumentando a taxa de dissolucdo dessa amostra, especialmente durante as 8 horas
inicias de imersdo ™Y, A liberac&o de célcio tem um papel importante no processo de
biomineralizacdo, podendo também induzir a proliferacdo de osteoblastos,

aumentando o potencial terapéutico do biomaterial 42,
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Figura 6.8: Concentracdo de Si, P, Ca e Co em SBF por diferentes periodos de tempo.

A concentracdo de P reduziu imediatamente apds imersdo das amostras em SBF,
sendo relacionada & migracdo do PO,> da solucdo para a superficie do vidro e
formacdo de uma camada rica em fosfatos %, Para o VB, a concentragéo de fosfato
caiu para proximo a zero em 24 horas, enquanto que para os vidros bioativos
contendo Co essa reducdo foi mais lenta, atingindo um minimo de aproximadamente
7ppm apos 2 semanas. Tal observacao pode estar relacionada a reducéo da taxa de
precipitacdo de fosfatos na superficie dos vidros bioativos, com consequente reducgédo
na formacdo da camada de fosfato de calcio e HAC. Portanto, os resultados indicam
que a incorporacéo de Co reduziu a taxa de formacdo da camada de HAC durante as

duas semanas de estudo.
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Uma liberacdo rapida de Co foi observada durante as primeiras horas de ensaio,
estabilizando-se ap6s 24 horas e atingindo a maxima concentracao de 10 e 6ppm para
as amostras 5Co-N e 5Co-C, respectivamente. O uso de diferentes precursores afetou
a liberacdo idnica, obtendo-se uma menor concentragdo final em solucdo para a
amostra 5Co-C. A &rea superficial especifica e a conectividade de rede podem afetar o
perfil de dissolucdo de vidros, mas como o perfil de liberagdo de silicio para as
diferentes amostras foi similar, outros fatores podem estar influenciando o perfil de
liberacédo. As diferencas na concentracdo de Co obtidas podem estar relacionadas ao
oxido de cobalto (I,1ll) presente no 5Co-C, ja que essa fase cristalina apresenta

solubilidade baixa em meio aquoso “®?.

Portanto, o cobalto liberado pode ser
proveniente da fracdo de ions que nao se cristalizaram, apesar de que cristais inteiros

também podem ser liberados em solugéo.

Trabalhos anteriores mostram que concentracdes de 13ppm podem induzir a resposta
do fator de inducéo da hipéxia (HIF-1), estimulando a angiogénese 83, Além disso,
alta expressdo de fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e expressao de
fosfatase alcalina (ALP) foi observada para teores de Co entre 3 e 12ppm, liberados
de scaffolds de vidro bioativo e colageno-glicosaminoglicano contendo esse fon 9.
Portanto, amostras desse trabalho apresentaram liberacdo ibnica dentro da faixa da
concentracdo biologicamente ativa que pode induzir a formacdo de novos vasos
sanguineos de acordo com estudos anteriores. No entanto, avaliacdes recentes
realizadas em células-tronco mesenquimais humanas mostraram uma reducao na
diferenciacdo condrogénica altamente dependente do tempo e da concentracao,
embora o nivel do HIF-1a tenha aumentado significantemente “®. Portanto, o perfil de
liberagcdo de ions cobalto deve ser devidamente avaliado e ajustado de acordo com a

aplicacdo desejada.

Apés as duas semanas de estudo, os vidros bioativos foram analisados por FTIR e
DRX, apresentados na Figura 6.9. Nao foram observadas diferencas significativas
entre os espectros de FTIR das amostras apds imersao em SBF. As bandas tipicas
relativas & rede do vidro foram observadas em 450cm™ (deformacéo Si-O), 965cm™
(estruturas SiO, contendo oxigénios ndo ligantes) ®V, e a banda larga com méximo em
1020cm™ (estiramento Si-O) “*. O dupleto caracteristico da deformac&o de ligacdes
P-O em grupos PO,* de cristais de apatita foram observados em 562 e 602cm™ ©413%,
enquanto que a banda em 1060cm™ é atribuida ao estiramento de ligacdes P-O %9,
Bandas vibracionais em 808cm™ e 890cm™ referentes aos carbonatos também foram

observadas ?®?, indicando a presenca de uma camada de hidroxiapatita carbonatada
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em todas as amostras. Os resultados foram ainda confirmados por DRX (Figura 6.9
(b)) Os picos relacionados apresentam compatibilidade com a o padréo de difracéo da
hidroxiapatita carbonatada (ICSD ref: 00-019-0272), confirmando sua formagdo na
superficie dos vidros apds imersdo em SBF ™. Um pico cristalino atribuido & calcita
também foi observado, e sua formacao pode estar relacionada a reagéo entre o calcio
liberado dos vidros bioativos e os carbonatos presentes na solucdo SBF ©2. Além
disso, os picos cristalinos da amostra 5Co-C também foram observadas no padrdo de
DRX obtido ap6s o estudo de dissolu¢cdo em SBF, indicando que a estrutura do 6xido
de cobalto ndo foi totalmente dissolvida, estando de acordo com a menor taxa de

liberagdo de Co dessa amostra, conforme discutido previamente.
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Figura 6.9: (a) Espectro de FTIR e (b) padrdes de DRX de vidros bioativos imersos por
duas semanas em SBF.

As imagens de MEV (Figura 6.10) demonstraram a formacdo de uma estrutura tipica
de cristais de apatita na superficie dos vidros bioativos apés 14 dias de imersdo em

SBF devido & biomineralizagéo °"**¥, confirmando resultados anteriores.



93

ApOs 2 semanas

Figura 6.10: Imagens da superficie de vidros bioativos obtidas por MEV antes e ap6s
duas semanas de imersdo em SBF das amostras VB, 5Co-N e 5Co-C.

O estudo de dissolugéo confirmou que a incorporacdo de Co na rede de vidro leva a
uma reducdo na taxa de formacdo da camada de HAC, embora ainda mantendo a
bioatividade do material. A taxa de liberacdo de Co foi reduzida quando o cloreto de
cobalto foi utilizado como precursor, sendo principalmente relacionado a presenca de
cristais com baixa solubilidade em sua estrutura 2. A liberacdo de Co obtida esta
dentro da concentracdo relatada capaz de induzir uma resposta angiogénica, e a
composicao do vidro bioativo pode ser ajustada para se obter niveis desejados de

liberacéo idnica e formacdo de HAC de acordo com a aplicagéo especifica.

6.4 Conclusodes

Neste capitulo, vidros bioativos contendo Co foram obtidos pelo processo sol-gel, e a
influéncia da incorporacdo desse ion e da selegdo do precursor na estrutura e nas
propriedades do material foi avaliada. Quando cloreto de cobalto foi utilizado como
precursor houve formacdo de 6xido de cobalto (11,111) cristalino, indicando que os ions
Co ndo foram completamente incorporados na estrutura do vidro bioativo como
modificador de rede, enquanto que estruturas cristalinas ndo foram observadas
guando o nitrato de célcio foi utilizado como precursor. Esse ion encontra-se

majoritariamente na forma de Co?*, de acordo com andlises de XPS, embora
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indicativos da presenca de espécies Co®" também tenham sido encontrados. A
incorporacdo de Co afetou o perfil de dissolugdo do vidro, reduzindo a taxa de
formacdo de HAC durante o periodo avaliado, porém o teor de Co encontra-se dentro
da concentracdo reportada que pode induzir angiogénese. A incorporacdo de Co
utilizando o nitrato de cobalto torna-se mais indicada quando necessaria uma maior
taxa de liberagdo desse ion, porém trabalhos futuros devem avaliar a concentragédo
ideal de Co que néo leve a toxicidade do material. Este trabalho mostrou que a
escolha do precursor pode apresentar um importante papel na definicdo da estrutura
final do vidro bioativo e suas propriedades, devendo ser cuidadosamente avaliada.
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CAPITULO 7. Avaliacéao estrutural e da biocompatibilidade in vitro e

in vivo de vidros bioativos contendo cobalto

7.1 Introducéo

Biomateriais com capacidade de liberacdo de cobalto tem atraido grande atencéo nos
ultimos anos, devido ao seu potencial angiogénico. Co é conhecido por simular
condicBes hipoxicas, inibindo a degradacao do fator de inducdo da hipéxia (HIF-1a),
responsavel pela regulacdo e expressdo de diferentes genes relacionados com a

angiogénese, como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) @%,

e
consequentemente induzindo a formacdo de vasos sanguineos. Trabalhos recentes
demonstraram capacidade de ativacdo da via HIF-1a e regulacdo de genes envolvidos
na reposta angiogénica em vidros bioativos contendo Co, obtidos pelo processo de

fusdo 59,

Capacidades pro-angiogénicas e pro-osteogéncias foram também
observadas em estruturas de vidro bioativo/colageno-glicosaminoglicano contendo
esse fon ®. O processo sol-gel também pode ser utilizado para obtencéo de vidros
bioativos com capacidade de liberacdo de Co, sendo relatado o aumento da expressao
de VEGF e expresséo génica de células estromais da medula éssea (BMSCs) em
scaffolds de vidro bioativo contendo cobalto obtidos pelo processo sol-gel ®®. No
entanto, outros trabalhos mostraram que a alta concentrag@o ou exposi¢ao prolongada
de células ao Co pode induzir citotoxicidade e estresse oxidativo ®®. Vidros bioativos
(derivados do processo de fusdo) demonstraram também reducdo na diferenciacdo
condrogéncia e proliferacdo de células-tronco mesenquimais humanas (hMSCs),
apesar da estabilizagdo do HIF-1a 18 Existe, portanto, uma clara necessidade de
pesquisas adicionais para compreender o efeito do Co na estrutura do vidro bioativo e

nas propriedades biol6gicas resultantes.

Tendo isso em vista, nesse capitulo foram obtidas novas composicbes de vidros
bioativos contendo Co pelo método sol-gel, e o efeito da incorporacéo desse ion na
estrutura e propriedades do material foi avaliada. Devido ao importante papel das
células endoteliais na formacgédo de vasos sanguineos, a viabilidade celular dos vidros
bioativos em células endoteliais de veias umbilicais humanas (HUVECs — human
umbilical vein endothelial cells) foi avaliada, assim como em células-tronco adiposas
humanas (hASCs — human adipose-derived stem cells) — uma importante fonte de

células multipotentes. A biocompatibilidade foi ainda avaliada por procedimento in vivo,
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a partir de implantes do material no dorso de ratos, demonstrando resultados

promissores para aplicagdes na engenharia de tecidos.

7.2 Materiais e métodos

Foram utilizados reagentes da Sigma-Aldrich, salvo indicagdo em contrario. Vidros
bioativos foram obtidos pelo processo sol-gel: TEOS (tetraetilortosilicato 98%) e TEP
(trietilfosfato 99%) foram hidrolisados em meio acido (&cido nitrico 2M) contendo agua
deionizada (taxa molar H,O/TEOS = 12) por 1 hora com agitagdo magnética. Logo
apos, nitrato de calcio (Ca(NO3),.4H,0) foi dissolvido no sol, e agitado por mais uma
hora. O gel obtido foi envelhecido por 72 horas em recipiente fechado, seguido por
secagem em recipiente aberto com aumento de 10°C por dia até se alcancar 120°C.
Logo apds, amostras foram tratadas a 650°C, com taxa de aquecimento de 2°C.min™,
por 3 horas, moidas e peneiradas para se obter particulas entre 38 e 150um. Amostras
contendo cobalto foram obtidas utilizando-se cloreto de cobalto (CoCl,.4H,0, Synth),
em substituicdo ao teor parcial de célcio nos vidros 58S (VB), contendo composi¢ao
molar de 1%Co0O (VB-1Co), 2,5%Co0 (VB-2,5C0) e 5%Co0 (VB-5Co0). O respectivo
sal foi adicionado previamente a etapa de adicdo do precursor do célcio para cada

Ccomposigao.

7.2.1 Caracterizacao dos vidros bioativos

Analise estrutural. Os espectros de Difracdo de Raios-X (DRX) foram obtidos em
equipamento SHUMADZU 7000, com 26 variando de 3 a 60°, passo de 0,03 e
radiagdo CuKa. FTIR foi obtido em equipamento Thermo Scientific Nicolet iN10
equipado com acessorio de reflectancia difusa. Os espectros foram obtidos entre 400 -
4000cm™, com 64 escaneamentos por espectro e resolucdo de 4cm™. Os espectros
Raman foram obtidos em equipamento Jobin Yvon/Horiva LABRAM-HR 800, equipado
com laser He-Ne (632,8nm), microscépio Olympus NHX, detector CCD (Spectrum
One) e tempo de aquisi¢do entre 10 e 30s, dependendo da fluorescéncia da amostra.
Para reduzir relagdes sinal/ruido, os espectros foram adquiridos 5 - 10 vezes apoés

fotobranqueamento de 5 a 20 minutos

Composicao quimica. Uma camada de 0,7g de metaborato de litio foi preparada em
um cadinho de grafite, no qual 0,1g de cada amostra foram posteriormente

adicionados, formando uma segunda camada, a qual foi por fim sobreposta por outra
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camada de metaborato de litio (0,7g). O cadinho foi levado a mufla (950°C) por 10
minutos, para fuséo dos reagentes e da amostra. O cadinho foi removido da mufla, a
mistura foi homogeneizada e fundida por mais 10 minutos. Logo apds, a mistura foi
transferida para um becker contendo 100mL de solucdo 10% v/v HNO; e agitada por
20 minutos. A solucéo foi diluida em 10 vezes, e as concentracdes de Si, Ca, P e Co
foram analisadas por ICP-OES (Espectrometria de emissdo Optica com plasma
acoplado indutivamente) Perkin-Elmer Optima 7300 DV, e as propor¢gdes de SiO,,
CaO, P,0s e CoO calculadas

Propriedades texturais. As isotermas de adsorcdo e dessorcdo de nitrogénio foram
obtidas em equipamento Quantachrome NOVA 2200 ver. 6.11, a 77K. A area
superficial especifica (SSA — specific surface area) foi determinada por método
Brunauer-Emmett-Teller (BET) utilizando os pontos de adsorgdo com pressao relativa
entre 0,01 e 0,30, enquanto que o didmetro e distribuicdo de poros foram calculados

pelo método Barrett-Joyner-Halenda (BJH) aplicado as curvas de dessor¢ao.

Estudo de dissolucéo e bioatividade em SBF. Um total de 0,045g de cada amostra
foi imerso em 30mL de SBF (Simulated Body Fluid), preparada de acordo com método
previamente descrito ®®%? e mantidas a 37°C por 1, 3 e 24 horas, e 3, 7 e 14 dias. Os
extratos obtidos em cada periodo de tempo foram filtrados (0,22um), diluidos (10
vezes) e analisados por ICP-OES para obtencdo da concentracdo de Si, Ca, P e Co
em solucdo. As microparticulas foram lavadas com acetona, secas por 24 horas a
60°C e analisadas for FTIR. Os resultados apresentam uma média de 3 medidas e

desvio padrao.

7.2.2 Andlise da citotoxicidade celular e biocompatibilidade in vivo

Isolamento e cultura de hASCs. As hASCs foram isoladas de tecido adiposo humano
colhido durante uma cirurgia estética para reducao abdominal de pacientes saudaveis.
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Minas
Gerais (CCAE n° 21176413.9.0000.5149). O isolamento e cultura de hASCs foram
realizados baseando-se em trabalhos anteriores ", Os lipoaspirados foram lavados
em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) e digeridos com colagenase tipo | a
0,075% em PBS, a 37°C por 1 hora. A atividade da colagenase foi inibida com a
adicdo de DMEM (Gbico) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS; Gibco) e
o tecido digerido foi centrifugado a 252rpm por 10 minutos. As pastilhas foram

suspensas e plagueadas em frascos de cultura contendo DMEM, suplementados com
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10% FBS e 1% antibidticos/antimicoticos (Invitrogen). As culturas foram mantidas em
atmosfera umidificada de CO, a 5% e 37°C. O meio foi substituido a cada 2 - 3 dias. A
populacdo de células mesenquimais foi selecionada com base na sua capacidade de
aderir a placa de cultura. A subcultura de hASCs foi posteriormente destacada da
placa a 80 - 90% de confluéncia usando tripsina-EDTA (0,25%; Gibco) e células na
terceira passagem.

Cultura de células HUVECs. As células foram cultivas em meio com DMEM (47%;
Gibco), DMEM F12 (47%; Gibco), FBS (5% v/v; Gibco) e penincilina/estreptomicina
(1% vl/v; Invitrogen). As células foram incubadas em uma atmosfera umidificada de
CO, a 5% e 37°C e separadas da placa para os experimentos com 90% de

confluéncia utilizando-se tripsina-EDTA (0,25%; Gibco).

Preparacao do produto iénico. As microparticulas de vidro bioativo esterilizadas por
radiagdo gama (12kGy) foram suspensas em solucdo PBS 1X a uma concentracdo de
10.000pg.mL™, mantidas por 24 horas & 37°C e posteriormente filtradas (0,2pm) para
obtencdo do produto i6bnico do material. Diluicbes foram obtidas utilizando solucéo
PBS 1X, a fim de se obter uma concentracdo final de 1000, 100 e 10 pg.mL* do

produto iénico.

Biocompatibilidade/toxicidade celular. Foi utilizado o método de MTT (brometo de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazo6lio), conforme descrito em trabalhos
anteriores %) O MTT quantifica a atividade mitocondrial baseada na reducéo do sal
de tetrazdlio para corantes formazan em células vivas. Nesse processo, 1x10° hASCs
e 1x10* HUVECs foram semeadas por poco em placas de 48 pocos (Sarstedt). Apds
cultura celular por 24 horas, as células foram tratadas com as diluigdes de 10, 100 e
1000 ug.mL™ de solucdo contendo o produto ibnico dos vidros bioativos preparados
em PBS 1X, além do controle negativo no qual somente PBS 1X foi adicionado. Ap6s
tratamento, 0os grupos celulares foram avaliados ao fim de diferentes periodos de
tempo (24, 48 e 72 horas). O meio foi removido e uma solugéo contendo 130uL de
DMEM e 100 puL de MTT (5 mg.mL™) foi adicionada por poco. Ap6s duas horas,
cristais de formazan foram visualizados em um microscopio 6tico e dissolvidos em
130uL de SDS a 10% em HCL 0,01M. Para todos os pagcos mencionados, as placas
de cultura foram incubadas a 37°C em uma atmosfera umidificada de CO, (5%). Apos

18 horas, 100 uL da solucdo foram transferidos para uma placa de 96 po¢os e uma
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leitura da densidade 6tica foi realizada a 595 nm. Os experimentos foram realizados

em triplicata.

Biocompatibilidade in vivo. Um total de 15 ratos Wistar, pesando entre 230 e 250¢g
(8 semanas de idade) foram utilizados. Os experimentos descritos a seguir foram
realizados de acordo com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal e foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da UFMG
(Protocolo n° 22/2018). As microparticulas de vidro bioativo foram utilizadas para se
obter pastilhas (5mm didmetro x 2mm espessura), utilizando uma prensa de parafuso
(Pike Technologies). Os implantes subcuténeos foram realizados na regido dorsal de
ratos Wistar, os quais foram pesados e anestesiados com uma combinacdo de
cloridrato de cetamina a 10% (Syntec) e cloridrato de xilazina a 2% (Syntec) na
propor¢cdo de 0,1mL para cada 100g. A tricotomia foi realizada seguida de assepsia
cutnea da regido de implantagdo utilizando &lcool iodado a 10% (Rioquimica).
Subsequentemente, foi feita uma incisdo transversal na regido dorsal do animal, a pele
foi divulsionada e os implantes foram inseridos na regido subcutdnea. Foram
selecionados para os experimento as amostras VB e VB-2,5Co, e 0 material foi
esterilizado por radiagdo gama (12kGy) previamente ao ensaio. Nos animais controle,
o procedimento foi realizado exatamente conforme descrito acima, porém nao houve

insercdo do implante. O procedimento foi completado com a sutura da pele do dorso
(189)

Apo6s 28 dias, os ratos foram eutanasiados e a pele adjacente a regido onde o
implante estava localizado foi removida e fixada em solugdo de formalina tamponada
neutra a 10%. No grupo controle, um fragmento da pele do mesmo tamanho foi
removido na mesma regido onde os implantes estavam localizados nos grupos
experimentais. As amostras foram submetidas a microtomia para obtencdo de cortes
histolégicos de 5um de espessura. As laminas foram coradas com Hematoxilina e
Eosina (H&E) e examinadas qualitativamente em microscépio 6tico para avaliar a
alteracdo em relacdo ao controle, com a presenca de infiltrado inflamatério e vasos
neoformados. Um total de 30 imagens de tecido foram capturadas e analisadas com
uma lente objetiva 40x, conforme trabalhos anteriores (190) " A analise guantitativa foi
realizada pela contagem de ndmero de nucleos celulares na regido mais profunda da
pele, proxima ao local de contato com o material, utilizando-se software
HonestechTVR 2.5. A avaliagdo morfométrica foi realizada baseando-se em trabalhos

anteriores %,
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Andlise estatistica. Para o estudo da viabilidade celular, foi realizada analise
estatistica One-way ANOVA seguida de poés-teste Bonferroni, e para a avaliacao
morfométrica foi utilizado One-way ANOVA seguido de teste post-hoc de Tukey ou
Holm-Sidak. Foi utilizado software GraphPad Prism 6 em todas as analises, e 0s
valores relatados foram expressos como média e desvio padrdo. Resultados com
p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

7.3 Resultados e discusséao
7.3.1 Andlise da composicdo quimica

A composicdo quimica determinada pelo método de fusdo de metaborato de litio e
ICP-OES é apresentada na Tabela 7.1. Diferentes composi¢ces foram obtidas, e a
presenca de cobalto confirmada nos vidros bioativos avaliados apds o processo de
estabilizacdo térmica. O teor de P,Os foi 0 que apresentou maior variacdo, e pode
estar relacionado a reduzida taxa de hidrolise do precursor sol-gel do fosforo (TEP) em
relacdo ao TEOS, além de estar presente em pequena quantidade no meio de reacao,
dificultando a sua incorporagéo “°.

Tabela 7.1: Composicao quimica nominal e determinada pelo método de fusdo de
metaborato de litio e ICP-OES (%mol) de vidros bioativos estabilizados a 650°C
contendo cobalto.

Composigcdo nominal (% mol) Composigéo ICP-OES (% mol)

Amostras SiO, P,Os CaO CoO SiO, P,Os CaO CoO

VB 60,0 4,0 36,0 - 59,1 3,0 37,9 -

VB-1Co 60,0 4,0 35,0 1,0 60,6 29 35,2 1.3
VB-2,5Co 60,0 4,0 33,5 2,5 60,8 2,9 33,7 2,6
VB-5Co 60,0 4,0 31,0 5,0 59,5 3,0 32,1 5,4

7.3.2 Analise estrutural

A Figura 7.1 apresenta resultados da andlise estrutural dos vidros bioativos realizada
por FTIR, e bandas de absorcéo tipicas de vidros bioativos foram observadas em
todas as amostras. A deformac&o angular Si-O-Si (450 a 470cm™) %) o estiramento
simétrico (725 a 830cm™) e assimétrico (1000 a 1200cm™) de ligacdes Si-O podem ser
observados ®®. A absorbancia observada em 870 e 975cm™ é relacionada com
estruturas Si-O contendo oxigénios n&o-ligantes ©®?. As absorcdes em 550 e 600cm™
sdo tipicas da deformacao angular de ligac6es P-O em grupos fosfatos, enquanto que

a absorcdo em 1160cm™ é relacionada com o estiramento dessas ligagdes . A
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absorcéo entre 1400 e 1550cm™ pode ser atribuida & grupos carbonatos adsorvidos na
superficie do vidro, enquanto que a absorbancia em 1635cm™ é relacionada com a
agua molecular presente na superficie do material ®”. Observou-se a presenca de
uma pequena banda de absor¢do em 670cm™ para a amostra VB-5Co que pode estar
relacionada a ligacdes Co-O em estruturas cristalinas de 6xido de cobalto, embora
seja normalmente acompanhada de outra absor¢do em 570cm™, regido sobreposta a

deformag&o de ligagdes P-O, sendo dificil a sua identificagio "7,
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Figura 7.1: Andlise estrutural por FTIR realizada para as amostras VB, VB-1Co, VB-
2,5Co e VB-5Co.

A espectroscopia Raman é apresentada na Figura 7.2. O deslocamento Raman na
regido entre 800 e 1300cm™ é relacionado ao estiramento assimétrico do tetraedro de
SiO4, com variagdes no numero de onda de acordo com o numero de oxigénios
ligantes e nado ligantes na estrutura do vidro ™%. O estiramento assimétrico de
ligacdes Si-O com estruturas de oxigénios ligantes € relacionado ao deslocamento
Raman entre 1000 e 1200cm™, com maior intensidade em 1080cm™ Y. A banda larga
entre 900 e 980cm™ é relacionada a estruturas de oxigénios néo ligantes na estrutura
da silica, normalmente observada quando uma rede menos polimerizada é formada
@2D) A banda com maximo em 965cm™ é relacionada ao estiramento Si-O em
estruturas contendo 2 oxigénios ndo ligantes, indicando que os materiais obtidos neste
trabalho séo constituidos principalmente por essas estruturas, tipicas de materiais

(119,128)

amorfos contendo modificadores de rede Contribuicbes de ligacbes P-O

(estiramento simétrico) podem também estar presentes na regiéo entre 935 e 965cm™
@20 O espalhamento Raman na regido entre 830 e 900cm™ pode também ser
relacionado com ligagdes Si-O contendo oxigénio n&o ligantes (unidades Q° e Q), e a

sua reducdo de intensidade com o aumento do teor de Co é um indicativo da formacgé&o
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de uma estrutura mais polimerizada, podendo o cobalto estar atuando como formador
de rede ou ainda néo incorporando-se totalmente em substituicdo ao teor de calcio nas
amostras, reduzindo consequentemente o numero de modificadores de rede na
estrutura.

Bandas adicionais devido a vibracdes Si-O foram observadas em 490cm™ *92,
enquanto que a deformacao angular de PO,> pode ser observada entre 400 e 450cm™
®2) vibragdes de diferentes 6xidos de cobalto sdo normalmente relatadas entre 450 e
700cm™, com diversas linhas de absorcéo nesta regido **®. Com o aumento no teor
de Co, foram observadas vibragbes em 595, 620 e 689cm™ que podem estar
relacionadas a presenca de 6xidos de cobalto nas amostras, sendo consistente com
investigacdes anteriores relacionadas & esse elemento . A banda em 689cm™ pode
também ser relacionada a vibragées Si-O-Co, sendo um indicativo da incorporagéo de

Co na estrutura do vidro bioativo %,

7 Si-ONBO)
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Figura 7.2: Andlise estrutural por FTIR realizada para as amostras VB, VB-1Co, VB-
2,5Co e VB-5Co.

Andlises estruturais realizadas por FTIR e Raman mostraram que a estrutura principal
dos vidros bioativos foi mantida, apesar da incorporacdo de Co. Uma estrutura
composta majoritariamente por oxigénios nao-ligantes foi observada, tipica de vidros
amorfos, favoravel na manutencéo da bioatividade, ja que pode afetar o processo de
dissolugdo em meio fisiolégico. Evidéncias da incorporacdo de Co e formacdo de

oxidos também foram observadas, e deve ser mais profundamente avaliada.

A Figura 7.3 apresenta o padrdo de difracdo das amostras de vidro bioativo. Foi

observada uma banda larga entre 15 e 25° (26) em todas as amostras, tipica de
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estruturas amorfas. Um halo mais pronunciado entre 30 e 33° (28) indica uma
organizacao inicial da estrutura do material, podendo estar relacionada a formacao de
pequenos nucleos de apatita que podem ser formados durante o tratamento térmico
197 " especialmente para a amostra VB. A estrutura do vidro manteve o seu carater
predominantemente amorfo apesar da incorporacédo de Co. No entanto, embora néo
detectados para o VB-1Co e VB-2,5Co, foram observados picos cristalinos
compativeis com estruturas de 6xido de cobalto (II, ll) (Cos0,) “’” no padrdo de
difracdo da amostra com maior teor de Co (VB-5Co0). A presenca desses picos indica
que o cobalto ndo foi totalmente incorporado na estrutura do vidro como um
modificador de rede quando maiores concentragdes de Co foram utilizadas. O C03;0,4 é
um composto estavel e pouco sollvel, apresentando valéncia mista (Co?* e Co*") 7,
e sua presenca pode afetar a taxa de dissolugdo e consequentemente a bioatividade
das amostras. Tal resultado esta de acordo com a andlise estrutural de FTIR, na qual
foram observados picos que podem estar relacionados a vibragdes Co-O em oOxido de

cobalto para o VB-5Co.
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Figura 7.3: Padrédo de Difracéo de Raios-X para as amostras VB, VB-1Co, VB-2,5Co e
VB-5Co.

7.3.3 Propriedades texturais

A Tabela 7.2 apresenta a area superficial especifica, volume total de poros e diametro
médio de poros, conforme métodos BET e BJH, de acordo com analise realizada pela
adsorcao de nitrogénio. Vidros bioativos com alta area superficial especifica foram
obtidos, apresentando valores comparaveis ao obtido em trabalhos anteriores “.
Observa-se uma variagdo no valor da area superficial especifica com a incorporacéo

de cobalto, que pode ser atribuida a ruptura na orientacéo da rede durante a formacao
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da estrutura como resultado da insercdo desse ion adicional, 0 que poderia resultar
em defeitos na estrutura do material e formagcdo de mesoporos com diferentes
formatos ®?. Os vidros bioativos apresentaram ainda poros com diametro dentro da
faixa mesoporosa, favoravel na inducdo da nucleacdo e cristalizacdo de HAC ®39,
consequentemente afetando a bioatividade do material. Vidros bioativos porosos e
com alta area superficial foram obtidos, possuindo propriedades de interesse no
campo biomédico.

Tabela 7.2: Propriedades texturais obtidas pelos métodos BET e BJH para as
amostras VB, VB-1Co, VB-2,5Co e VB-5Co.

Area superficial Volume de poros  Diametro médio de

Amostras
especifica (m%.g™) total (cm®g™) poros (nm)
VB 111,3 0,289 10,4
VB-1Co 137,9 0,317 9,2
VB-2,5Co 119,8 0,318 6,6
VB-5Co 97,9 0,350 6,3

7.3.4 Dissolucéo e bioatividade em SBF

As amostras foram imersas em SBF a 37°C durante diferentes periodos de tempo com
0 objetivo de se avaliar o perfil de dissolugéo e a formacgéo da camada de HAC, sendo
um indicativo preliminar do potencial bioativo do material. A estrutura do material apos
14 dias de imersao foi avaliada por FTIR, e a concentracdo ibnica em solugcdo apds

diferentes periodos de tempo foi analisada por ICP-OES.

Bandas tipicas de vidros bioativos foram observadas por ap6s 14 dias de imersao em
SBF para todas as amostras (Figura 7.4). A deformacgéo de ligacdes Si-O pode ser
observada entre 400 e 500cm™, enquanto que o estiramento simétrico dessa ligagéo é
relacionado com a absorbancia entre 1000 e 1200cm™ ™", A absorcéo atribuida a
grupos P-O podem ser observadas em torno de 960cm™, relacionadas ao estiramento
simétrico, enquanto que o estiramento assimétrico P-O pode ser observado entre 1000
e 1050cm™, sobrepondo-se & absorgéo de grupos Si-O. Bandas tipicas da vibragéo de
ligacbes P-O em grupos fosfato de HAC sdo observados na forma de banda dupla,
sendo uma em 600 a 610cm™, e outra entre 550 e 560cm™ %) A presenca dessa
banda dividida e bem definida é caracteristica da formacao de uma camada de fosfato
de célcio na superficie dos vidros. Além disso, a banda observada na regido de 800 e

890cm™ é caracteristica do estiramento de ligacdes C-O, sendo relacionada &
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formacdo de apatita carbonatada na superficie dos vidros bioativos apds ensaio.
Portanto, andlise estrutural por FTIR dos vidros bioativos apés imersao em SBF indica
a formacdo de uma camada de hidroxiapatita carbonatada na superficie de todas as
amostras, com bandas tipicas dessa estrutura sendo observadas apos 14 dias de

ensaio.

Si-0
P-O
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Figura 7.4: FTIR obtido 14 dias apds imersdo das amostras em SBF, na qual (a) VB,
(b) VB-1Co, (c) VB-2,5Co e (d) VB-5Co.

ApO6s imersdo em SBF, tem-se inicio o processo de dissolu¢do do vidro, e reagfes
guimicas na superficie do material levam a mudancas na composi¢cdo quimica da
solucdo com o tempo @ podendo ser utilizadas como um método indireto de se
avaliar as reagfes ocorrendo na superficie dos vidros bioativos. Além disso, a
liberac&o ibnica dos vidros bioativos pode beneficiar respostas celulares, aprimorando
o reparo tecidual; portanto, uma liberacao controlada desses ions é desejada. O perfil
de liberagédo ibnica de Si, Ca, P e Co das amostras de vidro bioativo apds imersao em

SBF em diferentes periodos de tempo é apresentado na Figura 7.5.

O silicio apresentou rapida liberacdo durante os primeiros dias de imerséo,
estabilizando-se apds 72 horas. A liberagdo mais rapida de Si para a amostra VB e
ligeira maior concentracdo pode ser relacionada a uma estrutura mais aberta, com
maior nimero de oxigénios ndo ligantes, conforme demonstrado pela espectroscopia
Raman. Trabalhos anteriores mostram que a liberacdo de silicio de biomateriais pode
favorecer a citocompatibilidade, ja que esse ion pode apresentar efeitos estimulatorios
em células, porém a concentracdo deve ser ajustada, mantendo-se abaixo de 100ppm

@41 compativel com a faixa de concentracdo obtida para as amostras deste trabalho.
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Além disso, a liberacédo de silicio favorece a formacao de silandis (Si-OH) na superficie
do material, que apresenta importante papel no processo de formagédo da camada de
HAC 19,
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Figura 7.5: Variac@o da concentragéo de silicio, célcio, fésforo e cobalto com o periodo
de imerséo em SBF para VB e amostras contendo Co.n

O calcio também apresentou uma rapida liberacdo inicial, estabilizando-se apo6s 24
horas de ensaio. Apesar de o teor de Ca ser menor na amostra VB-5Co, a
concentracdo de Ca em solugdo para essa amostra foi maior, o que pode estar
relacionado a uma taxa de formacdo de HAC mais lenta, consequentemente mantendo
mais ions calcio livres em solugdo. A formag&o da camada de HAC é também indicada
pela concentracdo de P ao longo do tempo de ensaio. Houve uma reducao do teor de
P logo apds o inicio do estudo, confirmando a migragéo esses ions da solucdo para a
superficie dos vidros bioativos para formagdo da camada rica em fosfato de célcio. A
concentracdo de P atingiu valores proximos a zero apos 72 horas de ensaio para VB e
VB-1Co, enquanto que para a amostra VB-2,5Co isso s6 ocorreu apds 1 semana, e
apos 2 semanas de estudo para VB-5Co. Tais resultados indicam que a cinética de
bioatividade pode ser reduzida pela incorporacdo de Co, embora evidéncia de
formagao da camada de HAC ainda seja observada.

Um perfil controlado de liberacdo de Co foi observado, com estabilizacdo apés 72
horas de ensaio. Observa-se também um aumento na concentra¢do de Co em solucao
nas amostras contendo teor mais elevado desse ion. Trabalhos anteriores mostram
que concentracdes de Co entre 3 e 12ppm liberadas de scaffolds de vidros
bioativos/glicosaminoglicanos estimularam um aumento na expressdo de fosfatase
alcalina e VEGF ®. No entanto, concentracdes de Co em torno de 7ppm podem

reduzir a diferenciacdo condrogénica em hMSCs, conforme descrito em trabalhos
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anteriores, embora ainda tenha sido observado aumento na expressédo de HIF-1a 9.
Portanto, é essencial uma liberagdo idnica controlada a fim de se obter os efeitos
terapéuticos desejados, mantendo-se a citocompatibilidade do material. Amostras
deste trabalho apresentaram liberagdo de ions Co dentro da faixa terapéutica com
beneficios bioldgicos conforme descrito em trabalhos anteriores, podendo-se controlar
a sua taxa de liberagdo a partir da alteragdo da composi¢do quimica do material.

7.3.5 Biocompatibilidade in vitro e in vivo

Apesar do grande interesse em biomateriais com capacidade de liberacido de cobalto
devido ao seu potencial angiogénico, trabalhos recentes tém demonstrado que ions
cobalto podem levar a reducdo da viabilidade celular, dependendo da sua
concentracdo, devendo ser cuidadosamente avaliados. Diferentes trabalhos avaliaram
o efeito de cobalto em células como osteoblastos MG-63 ™® e células-tronco

(16)

mesenquimais humanas ", porém a avaliacdo do efeito da liberacdo de cobalto de

biomateriais em células-tronco adiposas humanas (hASCs) nao é relatada na
literatura. Trabalhos prévios demonstraram que hASCs podem diferenciar em
linhagens osteogénicas durante testes in viro ", e tem sido utilizadas em
procedimentos in vivo para regeneracdo 6ssea “?® como uma fonte de células com
multipoténcia. Tendo isso em vista, a influéncia do produto i6nico dos vidros bioativos
na viabilidade de hASCs foi avaliada por MTT, e os resultados sao apresentados na

Figura 7.6.

hASCs foram expostas a diferentes diluicbes do produto i6nico dos vidros bioativos (10
a 1000pug.mL™), em trés periodos de tempo. Ndo foram observadas alteracdes
significativas na atividade metabdlica mitocondrial de hASCs apds exposi¢cdo ao
produto idnico dos vidros bioativos, e todos 0s grupos experimentais apresentaram
funcdo celular acima de 80%. O produto ibnico dos vidros bioativos obtidos pelo
processamento sol-gel gerou um ambiente favoravel as células, mesmo em amostras
com maior teor de cobalto, em diferentes concentragdes do produto iénico dos vidros

bioativos.
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Figura 7.6: Viabilidade celular determinada por MTT em hASCs para VB, VB-1Co, VB-
2,5Co e VB-5Co. Viabilidade celular média normalizada pela viabilidade média do
grupo controle. Nivel de significancia estatistica p < 0,05 (*) ou p < 0,01 (**) conforme
determinado por método One-way ANOVA seguida de teste Tukey post-hoc.

A angiogénese é um processo complexo regulado por agentes pré e antiangiogénicos
e € dependente de varios eventos, nos quais a migracdo de células endoteliais
capilares é um componente crucial para a formacdo de novos vasos sanguineos %9,
As células endoteliais podem formar rapidamente novos vasos sanguineos em
resposta a danos teciduais, falta de oxigénio e nutrientes e em diferentes condigbes
patolégicas, como cancer e inflamacdo ™%, sendo frequentemente utilizadas em
ensaios in vitro para examinar diferentes aspectos do processo angiogénico ®°. No
entanto, um importante passo inicial € a avaliacdo da viabilidade de células endoteliais
ao biomaterial. Nesse trabalho, HUVECs foram expostas a diferentes concentracfes
do produto i6nico de vidros bioativos por 24, 48 e 72 horas, e 0s resultados sdo
apresentados na Figura 7.7. A amostra contendo maior teor de cobalto apresentou o
menor valor de viabilidade celular, porém mantendo-se acima de 70% apds 48 horas
de exposicdo ao produto ibnico, demonstrando que o aumento do teor de Co pode
afetar a viabilidade de HUVECs. Para as demais amostras ndo foram observadas
diferencas estatisticas significativas quando comparadas com o grupo controle. N&o foi
observada citotoxicidade para as demais amostras mesmo apdés 72 horas de
exposicdo ao produto ibnico. Analises de MTT em células hASCs e HUVECs

mostraram que vidros bioativos com capacidade de liberacdo de cobalto podem ser
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aplicados como uma potencial estratégia para estimular angiogénese, apresentando

viabilidade celular, embora o teor de cobalto deva ser devidamente ajustado.
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Figura 7.7: Viabilidade celular determinada por MTT em HUVECs para VB, VB-1Co,
VB-2,5Co e VB-5Co. Viabilidade celular média normalizada pela viabilidade média do
grupo controle. Nivel de significancia estatistica p < 0,05 (*) ou p < 0,01 (**) conforme
determinado por método One-way ANOVA seguida de teste Tukey post-hoc.

A biocompatibilidade pode também ser avaliada pela interagdo do material com o
corpo, sendo um passo importante na caracterizacdo de materiais para aplicagdo
biomédica. Para este propoésito, a analise de biocompatibilidade foi realizada pela
avaliacdo da resposta do tecido ao implante subcutaneo de pastilhas de vidros
bioativos no dorso de ratos por 28 dias. Para tal fim, foi selecionada a amostra VB-
2,5Co, ja que possui o teor mais elevado de cobalto que nao foi capaz de alterar
significativamente a atividade metabdlica de células nos estudos de viabilidade celular
por MTT, em diferentes concentracdes do seu produto ibnico e periodos de tempo.
Para comparagéo, o estudo foi realizado também utilizando a amostra VB, e um grupo
controle, no qual pastilhas do vidro bioativo ndo foram implantadas nos animais.

Analises histologicas e morfométricas sdo apresentadas na Figura 7.8.

Pela avaliacéo histoldgica (Figura 7.8(A-C)) é possivel observar o infiltrado inflamatério
na regido mais profunda do tecido adjacente aos implantes de VB e VB-2,5Co,
apresentando maior intensidade da resposta inflamatéria no grupo VB-2,5Co. Células
com morfologia mononuclear tipica foram observadas em todos os grupos, indicativo

da inflamac&o crénica no local do implante ®°Y. Apés o implante de biomateriais, tem-
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se inicio uma reposta inflamatéria aguda, geralmente reduzida ap6s alguns dias,
dependendo de vérios fatores, como a extensdo da lesdo, conforme relatado em

trabalhos na literatura ©°V.

Em seguida, observa-se uma inflamacdo crénica,
relacionada a reacdo do corpo com a interface do material, e presenca de células
mononucleares no local do implante “°Y, dando lugar posteriormente ao processo de
cicatrizacdo. Portanto, o processo de reparo tecidual esta intimamente relacionado a
reacdo inflamatoria, e a presenca do infiltrado apos realizacdo dos implantes indica o

inicio do reparo tecidual.

Numero de nuicleos celulares

Il Controle
=VB
@ VB-2,5Co

Figura 7.8: Avaliacao histologica da resposta ao implante de vidros bioativos na derme
profunda do dorso de ratos, onde (A) controle, (B) VB e (C) VB-2,5Co, e andlise
morfométrica do infiltrado (D). Setas amarelas destacam o infiltrado celular e a
neoformacao de vasos sanguineos € realcada pelas cabecas de setas verdes. Andlise
estatistica One-way ANOVA, seguida de teste post-hoc Holm-Sidak. (*) para p < 0,05
vs. Controle. Barra de escala = 50um.

Em adicdo ao infiltrado inflamatério, também foram observados vasos neoformados ao
redor dos implantes, indicativos de angiogénese, com maior presenca na amostra VB-
2,5Co, podendo estar relacionado a liberacdo de Co dessa amostra. A presenca de
infiltrado inflamatério e vasos neoformados caracteriza o tecido de granulagdo ®*?, que

posteriormente pode evoluir para formacdo de uma cicatriz definitiva no processo de
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reparacao tecidual ®®. No entanto, a fim de se obter dados mais concretos a respeito

da alteracdo induzida pelo Co, é necessaria a avaliagdo quantitativa em trabalhos
futuros de marcadores da angiogénese, como o VEGF e o HIF-1a.

A analise morfométrica foi realizada com o objetivo se de avaliar o infiltrado celular na
regido subcuténea, verificando a ocorréncia de células com morfologia mononuclear
no local do implante. Embora um ndmero mais elevado de ndcleos celulares tenha
sido observado quando VB foi comparado com o grupo controle (Figura 7.8(D)),
indicando maior efeito inflamatério devido ao implante, ndo foram observadas
diferengas significativas. O grupo em que as pastilhas contendo Co foram implantadas
demonstraram aumento no nimero de nudcleos celulares, sugerindo uma inflamacao
crdnica mais pronunciada, relacionada a propriedade angiogénica do cobalto, ja que a
via do HIF-1 recruta células inflamatérias, ajudando a coordenar a resposta do corpo a

lesdo ©9,

O teste da biocompatibilidade in vivo demonstrou que o corpo reage ao implante de
pastilhas de vidro bioativo, levando a uma resposta inflamatéria como um passo inicial
no processo de cicatrizacdo de feridas. Ndo foram observadas reagfes adversas ao
implante, tais como hiperemia, constipagdo ou presen¢ca de necrose dos vasos
sanguineos. Os resultados indicam que, apesar da incorporacdo de cobalto na
estrutura do vidro, o material ainda é biocompativel, sendo um potencial dispositivo

para aprimorar a angiogénese na regeneracao tecidual.

7.4 Conclusbes

Neste capitulo, diferentes composicbes de vidro bioativo foram obtidas pelo
processamento sol-gel a partir da incorporacédo de cobalto em sua estrutura. Materiais
nanoporosos e com alta &rea superficial foram obtidos, com carater
predominantemente amorfo, no entanto o aumento no teor de Co pode induzir a
formacdo de regibes cristalinas no material. Estudos em SBF mostraram uma
capacidade de liberacdo controlada desse ion, e evidéncia da formagcdo de HAC foi
encontrada, embora a uma taxa mais lenta quando maiores teores de Co foram
utilizados. A biocompatibilidade foi avaliada por MTT, e um ambiente favoravel ao
crescimento de HUVECs e hASCs foi obtido, mesmo quando expostas a diferentes
concentragdes do produto idnico dos vidros bioativos, ndo apresentando efeito
citotoxico apesar da incorporagéo do cobalto. Implantes foram realizados no dorso de

ratos, e 0s ensaios histologicos e morfométricos mostraram que nao houve inducéo de
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respostas adversas durante o estudo in vivo, e a presenca do infiltrado inflamatério e
de vasos neoformados indica um alto nivel de angiogénese, principalmente na
amostra com capacidade de liberacdo de Co. A incorporacdo de Co se apresenta
como uma potencial estratégia no desenvolvimento de materiais com propriedades

aprimoradas para o reparo tecidual.
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CAPITULO 8. Considerac6es Finais

8.1 Conclusdes gerais

Neste trabalho foi realizado o estudo de novas composicdes de vidros bioativos
obtidos pelo processo sol-gel a partir da incorporacdo de cobalto e manganés, ions
metalicos com potencial efeito terapéutico para aplicacdes na engenharia de tecidos.
Os efeitos da incorporacdo desses ions na estrutura, comportamento térmico,
propriedades texturais, capacidade de dissolucdo, bioatividade, biocompatibilidade,
citotoxicidade, além dos efeitos angiogénicos e osteogénicos dos vidros bioativos

derivados da composi¢ao 58S foram avaliados.

Vidros bioativos contendo até 5,0% molar de MnO foram obtidos, e a composi¢ao
confirmada pelo método de fusdo do metaborato de litio e ICP-OES. Os materiais
apresentaram area superficial especifica elevada, com valores entre 111 e 171m2g™,
e capacidade de liberacé@o controlada de Mn em SBF, atingindo um méximo de 2,8ppm
durante os 14 dias de analise. Além disso, indicios da formagdo da camada de HAC
foram observados ja nas primeiras 24 horas de ensaio. Estudos de viabilidade celular
em osteoblastos expostos ao produto idnico desses materiais demonstraram atividade
metabdlica acima de 70%, caracterizando-0s como nao toxicos em uma larga faixa de
concentracdo do produto i6nico, e células com morfologia e espalhamento tipicos
foram observadas apds exposicdo ao produto ibnico dos materiais, sem danos na
membrana, conforme andlises obtidas por LIVE/DEAD®. Analises adicionais em
diferentes composi¢des de vidros bioativos contendo Mn foram realizadas no capitulo
subsequente (Capitulo 5), no qual um diferente precursor de manganés foi avaliado
(nitrato de manganés). Andlises demonstraram que a estrutura amorfa, com elevada
area superficial e nanoporosa foi mantida nos vidros bioativos sintetizados utilizando o
nitrato de manganés como precursor do Mn, confirmando o seu potencial para
incorporacdo desse ion nos vidros bioativos. Analises de XPS confirmaram a presenca
majoritaria de espécies Mn**, sem alteragdes significativas na rede do material devido
a sua incorporacdo. O material demonstrou ainda capacidade de liberagdo ibnica
controlada em DMEM, atingindo um méximo de 1,4ppm apés 72 horas de estudo,
mantendo-se dentro da faixa terapéutica relatada. Foi observada uma elevada
viabilidade celular, pr6ximas ao grupo controle, quando hMSCs foram expostas ao
produto idnico dos vidros bioativos contendo Mn, e capacidade de estimular todos os

estagios da diferenciacdo de hMSCs e subsequente mineralizacdo, em analise
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realizada durante 21 dias de cultura. Vidros bioativos contendo Mn foram capazes de
estimular a diferenciagdo osteogénica mesmo sem a presenca de suplementos
osteogénicos, confirmando o seu potencial para aprimoramento da regeneracdo

Ossea.

A influéncia da utilizacdo de diferentes precursores para a incorporacdo de cobalto na
estrutura dos vidros bioativos também foi avaliada. Quando o cloreto de cobalto foi
utilizado como precursor, picos cristalinos foram observados por DRX, compativeis
com estruturas de oxido de cobalto (l1,1ll), enquanto que a utilizagdo de nitrato de
calcio manteve o carater amorfo do material. Esses resultados foram confirmados por
XPS, que indicou a presenca majoritaria de espécies Co?* na estrutura dos vidros
bioativos, porém com evidéncia da formac&o de espécies Co*" principalmente quando
o precursor utilizado foi o cloreto de cobalto. No entanto, ambas as amostras
apresentaram capacidade de liberacdo desse ion em SBF, atingindo maxima
concentracéo de cobalto entre 6 e 10ppm, além de indicios da formagdo da camada
de HAC nos primeiros dias de estudo. Por fim, diferentes composicbes de vidro
bioativo contendo cobalto foram obtidas no Capitulo 7, e uma estrutura composta
majoritariamente por NBO foi observada, tipica de vidros com carater amorfo. A
capacidade de liberacéo ibnica controlada em SBF foi também confirmada para as
diferentes composicdes de vidro bioativo contendo até 5,0% molar de CoO, com
indicios da formacdo de HAC, embora a presenca de teores mais elevados de Co
tenha reduzido a taxa de formacdo dessa camada na superficie dos materiais. A
biocompatibilidade dos vidros bioativos foi confirmada quando células hASCs e
HUVECs foram expostas ao produto ibnico do material em uma ampla gama de
concentragdes (10 a 1000pg.mL™), apresentando niveis de viabilidade celular acima
de 90%. Implantes subcutaneos em ratos foram realizados com as amostras de vidro
bioativos contendo Co, e estudos morfolégicos e histolégicos mostraram que nao
houve inducdo de respostas adversas ao material, e a presenca de infiltrado
inflamatério e vasos neoformados indica um alto nivel de angiogénese, confirmando o

potencial desse ion para a regeneracgéo de tecidos.

Vidros bioativos obtidos pelo método sol-gel apresentam diversas vantagens quando
comparados com os vidros derivados do processo de fusdo, como a sua elevada area
superficial e a presenca de nanoporos inerentes ao processo, além de alta
versatilidade quimica, conferindo-lhes propriedades atrativas para a area de
engenharia de tecidos. Este trabalho demonstrou que diferentes concentracdes de

ions metalicos podem ser incorporadas na estrutura dos vidros bioativos
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A avaliacdo do processo de obtencédo e da estrutura dos vidros bioativos se mostrou
extremamente importante para se correlacionar com os resultados biol6gicos. Além
disso, estudos mostraram que esses ions com propriedades terapéuticas podem ser
liberados de maneira controlada a partir do ajuste da composicdo do material,
importante fator para avaliagdo da sua toxicidade e interagdo com o tecido. A
incorporacdo de Mn e Co, como potenciais agentes osteogénicos e angiogénico,
respectivamente, sdo exemplos de estratégias promissoras para obtencdo de
materiais superiores para a engenharia de tecidos, sendo alternativas mais baratas e
seguras em relacdo a terapias génicas ou aplicacdo de fatores de crescimento,
aprimorando o efeito biolégico de biomateriais. A obtencdo de novas composi¢cées de
vidros bioativos contendo ions terapéuticos especificos se mostra como uma
estratégia para ampliacdo do potencial desse material, e consequente aplicagdo em
diferentes campos da engenharia de tecidos, devendo ser alvo de pesquisas intensas

no futuro.

8.2 Sugestdes paratrabalhos futuros

Caracterizacdo estrutural dos vidros bioativos por #*Si NMR para melhor

compreensédo do papel de Co e Mn na rede do material.

e Avaliagcdo quantitativa da expressdo de OSC, OSP e colageno tipo | de células
expostas ao produto ibnico dos vidros bioativos contendo Mn.

e Avaliagdo in vivo do potencial de regeneracdo Ossea dos vidros bioativos
contendo Mn a partir de implantes em defeitos 6sseos por diferentes periodos
de tempo.

e Confirmacdo do potencial angiogénico de vidros bioativos contendo Co pela
expressao de VEGF e HIF-1a in vitro e de limites de concentrag&o idnica.

e Associacdo de Co e Mn em uma composi¢cdo de vidro bioativo para avaliacdo
do efeito sinérgico de angiogénese e osteogénese nesse material.

e Estudar o efeito da composi¢cdo do vidro bioativo e incorporagdo de ions
terapéuticos em sistemas contendo menos componentes para evitar influéncia
de ions adicionais nas propriedades do material, como por exemplo sistemas
Si0,-Co0, Si0,-MnO ou SiO,-CaO-MnO, variando-se as composicdes de cada
componente.

e Associacdo de microparticulas de vidro bioativo contendo Mn e Co com

materiais  poliméricos  biodegradaveis, como acido polilatico ou

policaprolactona, para obtencédo de compositos e scaffolds.
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e Sintese de nanoparticulas de vidros bioativos contendo Mn e Co em diferentes
composi¢cdes para aplicacdes em sistemas injetaveis e nanocompositos,
aliando as propriedades especificas de nanoparticulas com o potencial de
liberacdo de ions terapéuticos.
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