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Resumo da Tese apresentada ao P2CEM/UFS como parte dos requisitos necessarios para a
obtencdo do grau de Doutor em Ciéncia e Engenharia de Materiais (D.Sc.)

BIOATIVIDADE: UMA PROPRIEDADE SECUNDARIA EM VIDROS BIOATIVOS DE
COMPOSICOES COMPLEXAS?

Lucas de Araujo Bastos Santana
Margo/2021

Orientador: Prof. Dr. Euler Araujo dos Santos
Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncia e Engenharia de Materiais

O ensaio utilizado para avaliar a bioatividade proposto por Kokubo associa a
capacidade de precipitacdo de apatita na superficie de biomateriais imersos em fluido
biologico simulado (SBF) com um melhor desempenho biolégico. No entanto, existem
evidéncias de que mesmo apresentando baixa ou nenhuma bioatividade (precipitacdo de
apatita), alguns biomateriais tendem a estimular o comportamento de células
osteoprogenitoras por vias diferentes, principalmente nas atuais bioceramicas de
composi¢des complexas. Por exemplo, os fons bivalentes Zn>*, Mg®" e Mn?* sdo conhecidos
por desempenharem importantes papéis na ativagdo de cascatas de sinalizacdo associadas a
regeneragdo Ossea, a0 mesmo tempo em que sdo conhecidos por dificultar a precipitagdo de
apatita em certas condi¢des. Portanto, para aprofundar a discussdo sobre a validade dos
ensaios de Kokubo na predicdo do desempenho biologico de bioceramicas de composi¢des
complexas, foram sintetizadas cinco composigdes diferentes de vidros nos quais o CaO foi
parcialmente substituido por ZnO, MgO e MnO: 80%SiO - (16% —x)CaO - x%MO - 4%P,0s
(% em mol; x = 0, 2 e 6%). Os vidros foram produzidos via processo sol-gel e as suas
propriedades fisico-quimicas foram avaliadas por andlise termogravimétrica (TGA/DTGQG),
analise térmica diferencial (DTA), fluorescéncia de raios X por dispersdo em comprimento
de onda (WDXRF), espectroscopia Raman, difragdo de raios X (DRX), microscopia
eletronica de varredura (MEV) e rugosidade de superficie. O comportamento bioldgico das
amostras foi avaliado via testes de bioatividade acelulares em SBF e testes de adesdo,
proliferacdo e diferenciagdo de células de osteossarcoma humano semelhantes a osteoblastos
(MG-63). Por meio das analises foi possivel observar que os eventos de perda de massa nao
sofreram alteragdes significativas apos a substituicdo parcial do CaO pelos 6xidos MnO, ZnO
e MgO. No entanto, a adi¢do dos 6xidos reduziu a temperatura de transi¢cao vitrea (7y) € a
temperatura de cristalizagdo (7¢) dos vidros em func¢do do aumento de oxigénios nao ligantes
(NBO). Os vidros em que o CaO foi substituido tiveram sua a bioatividade prejudicada,
evidenciado pela auséncia de formagdo da camada superficial de hidroxiapatita em SBF.
Porém, mesmo com a bioatividade inibida, o vidro contendo MgO foi capaz de estimular a
adesdo, proliferagdo celular e producdo de ALP de células MG-63. Nos vidros contendo ZnO
e MnO, a bioatividade também foi inibida, a0 mesmo tempo em que uma baixa proliferacao
celular e alta producdo de ALP foram observadas. Esses resultados demonstram claramente
uma divergéncia entre o desempenho biologico esperado via ensaio de bioatividade e aquele
realmente observado nos ensaios celulares com MG-63. Portanto, a presenca de
oligoelementos em biocerdmicas de composicdes complexas expde cada vez mais a
fragilidade dos ensaios de bioatividade na predi¢do do seu desempenho bioldgico no que se
refere a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de células osteoblasticas, indicando que a
formagdo de apatita ndo ¢ um critério definitivo para se confirmar sua biocompatibilidade.

Palavras-chave: vidros bioativos, ZnO, MgO, MnO, bioatividade, biocompatibilidade.
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The test used to assess the bioactivity proposed by Kokubo associates the apatite
formation on biomaterials immersed in simulated body fluid (SBF) with a better biological
performance. However, there is evidence that some materials tend to stimulate
osteoprogenitor cells regardless of apatite precipitation, i.e., in absence of bioactivity,
especially in bioceramics with complex compositions. For instance, divalent ions such as
Zn*", Mg?" and Mn*" are known to play important roles in signaling cascades associated with
bone regeneration, although they are known to diminish apatite precipitation under certain
conditions. To further discuss the validity of Kokubo assays in predicting the biological
performance of complex composition bioceramics, five different glass compositions were
synthesized in which CaO was partially replaced by ZnO, MgO and MnO: 80% SiO; - (16%
- x) CaO - x% MO - 4% P205 (mol%; x = 0, 2 and 6%). The glasses were synthesized via
the sol-gel process and their physical-chemical properties were evaluated by
thermogravimetric analysis (TGA/DTGQG), differential thermal analysis (DTA), wavelength-
dispersive X-ray fluorescence (WDXRF), Raman spectroscopy, X-ray diffraction (XRD),
scanning electron microscopy (SEM) and surface roughness. The biological behavior of the
glasses was studied via acellular bioactivity assay in SBF, followed by adhesion, proliferation
and differentiation of osteoblast-like human osteosarcoma cells (MG-63). It was possible to
observe that the mass loss events did not undergo significant changes after the partial
replacement of CaO by MnO, ZnO and MgO oxides. However, the addition of oxides reduced
the glass transition temperature (7) and the crystallization temperature (7¢) of the glasses due
to the increase in non-binding oxygen (NBO). The glasses in which CaO was replaced had
their bioactivity impaired, evidenced by the absence of formation of the hydroxyapatite
surface layer in SBF. However, even with the inhibited bioactivity, the glass containing MgO
was able to stimulate the adhesion, cell proliferation and ALP production of MG-63 cells. In
glasses containing ZnO and MnO, bioactivity was also inhibited, while low cell proliferation
and high production of ALP were observed. These results demonstrate a divergence between
the expected biological performance suggested by Kokubo assay and the performance
observed indeed from cellular assays with MG-63. Therefore, the presence of trace elements
in bioceramics with complex compositions exposes even more the reliability of Kokubo
assays in predicting their biological performance, notably adhesion, proliferation, and
differentiation of osteoblastic cells, indicating that apatite formation is not a definitive
criterion to confirm biocompatibility.

Keywords: bioactive glasses, ZnO, MgO, MnO, bioactivity, biocompatibility.
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Os vidros bioativos sdao um grupo de biomateriais de superficie reativa
amplamente utilizados para a regeneracdo de tecido dsseo [1]. Isso se deve as suas
propriedades osteocondutoras e osteoindutoras, além de resposta inflamatdria minima no
hospedeiro apds o implante [2—4]. Sua elevada eficiéncia no reparo do tecido Osseo ¢
atribuida, principalmente, a precipitacdo de uma camada de hidroxiapatita carbonatada
em sua superficie apos contato com fluidos bioldgicos, notadamente, plasma sanguineo.
Esta camada de hidroxiapatita se forma em consequéncia de uma rapida sequéncia de
reacoes de dissolucdo e precipitagdo que ocorrem na superficie do vidro [5, 6]. A
hidroxiapatita ¢ o principal componente inorganico da matriz dssea, apresenta afinidade
especifica para adsor¢cdo de muitas proteinas estimuladoras da adesdo celular, e esta
diretamente envolvida nos processos de diferenciagcdo de células oOsseas e
biomineralizagdo [7]. A capacidade de um vidro bioativo promover a formagao de
hidroxiapatita varia dependendo da sua composicao e tem sido relacionada diretamente
ao grau de biocompatibilidade desses biomateriais [8, 9]. Biocompatibilidade pode ser
definida como a capacidade de um material estimular uma resposta bioldgica apropriada
no hospedeiro em uma aplicagdo especifica [10].

Um dos testes mais difundidos para se avaliar indiretamente a biocompatibilidade
dos biomateriais, a exemplo dos vidros bioativos [6, 11], ¢ o ensaio de bioatividade
proposto por Kokubo [12, 13]. Este ensaio se fundamenta na medida da reatividade de
superficie dos vidros quando imersos em fluidos biologicos simulados, tal como, a
conhecida solu¢do simuladora de fluido corporeo (simulated body fluid, SBF). As reagdes
comecam com um processo de dissolu¢do via hidrdlise de siloxanos (Si—O-Si) de
superficie gerando uma elevada quantidade de grupos silanéis (Si—OH) com densidade
de carga negativa, os quais atraem ions Ca>" positivos que, por conseguinte, atraem ions
PO4*, COs>", etc, culminando na formacio de uma camada de hidroxiapatita carbonatada
com baixa cristalinidade [14]. Essa apatita se assemelha a apatita observada na
biomineraliza¢do ndo patoldgica inicial do tecido 6sseo [5, 15]. Tal semelhanca se deve
especialmente ao fato de que, apds a implantagdo no corpo humano, varios ions, proteinas
e fatores de crescimento de grande importancia biologica sdo espontaneamente
incorporados a apatita durante esse processo de precipitagao.

De acordo com a teoria proposta por Kokubo [13] e revisada por diversos
pesquisadores [16—18], a bioatividade de um material € proporcional a sua capacidade de
formar uma camada superficial de apatita ap6s imersao em fluido corporal simulado. As

caracteristicas composicionais ¢ até morfoldgicas dessa apatita estimulam as células do
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tecido Osseo, permitindo que o tecido se ligue diretamente a essa camada biomineralizada.
Portanto, esse comportamento ¢ considerado uma das formas mais difundidas de se prever
a biocompatibilidade de um material e/ou sua capacidade de se ligar ao tecido 6sseo [19].
No entanto, varios estudos sugerem que a capacidade inerente de formar uma camada de
apatita apds a implantacao no corpo nao ¢ suficiente para definir a biocompatibilidade de
um material. Outros estimulos estdo igualmente envolvidos no desenvolvimento da
biocompatibilidade de biomateriais: topografia [20, 21], porosidade [22—24], adsor¢do e
liberacdo de ions especificos [25-28], e presenca de determinadas proteinas [29, 30].

Como as solugdes de Kokubo sdo baseadas em composicdes supersaturadas em
relacdo a apatitas de calcio, existem questdes importantes sobre sua real eficiéncia na
previsdo da biocompatibilidade de um material, especialmente vidros bioativos. Através
de um estudo sistematico realizado em 2006, Kokubo ¢ Takadama [13] confirmaram a
eficacia das solugdes propostas anteriormente por Kokubo [12, 31] em prever a
capacidade de ligagdo de um biomaterial ao tecido 6sseo vivo. No entanto, eles também
chamaram a aten¢do para um fato importante: essa previsibilidade ¢ sempre efetiva desde
que ndo exista outro componente (ions ou substancias) na composi¢cao dos biomateriais
que induza toxicidade ou reagdes imunes.

Em trabalho publicado recentemente, Bellucci et al. [32] levantaram novos
questionamentos sobre a confiabilidade dos ensaios propostos por Kokubo para se prever
a biocompatibilidade de um biomaterial mais complexo. Os autores demonstraram que
uma alta bioatividade medida via SBF ndo estd necessariamente associada a uma boa
resposta biologica in vitro (biocompatibilidade) e que outros aspectos fisico-quimicos
estdo intrinsecamente envolvidos nos resultados. Essa conclusdo foi alcangada apds a
analise dos resultados do comportamento biologico de fibroblastos de murinos frente a
um composito de vidro bioativo/hidroxiapatita por meio de ensaios diretos e indiretos. Os
materiais com maior teor de vidro tiveram uma maior bioatividade no ensaio acelular, no
entanto, esses mesmos materiais apresentaram piores resultados nos ensaios diretos de
cultura de células, notadamente, ensaios de citotoxicidade e proliferacao celular. Esse
trabalho acendeu novamente o alerta sobre a eficicia dos ensaios acelulares de
bioatividade (ensaios de Kokubo) para determinacdo da biocompatibilidade de
bioceramicas.

E muito importante considerar que varios ions liberados durante a dissolugdo do
vidro estdo presentes no meio de cultura durante um ensaio bioldgico. Além disso, outras

moléculas organicas, como proteinas, citocinas e fatores de crescimento, presentes no
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meio de cultura, no plasma sanguineo durante ensaios in vivo ou mesmo adsorvidas na
superficie dos vidros bioativos, podem afetar diretamente a resposta biologia ao material,
ou seja, sua biocompatibilidade.

Atualmente, vem se demonstrando que a inclusdo de oligoelementos na
composi¢ao dos vidros bioativos permite o controle mais preciso do comportamento e das
funcdes de células cultivadas sobre esses materiais [33]. Desenhos quimicos adequados
(em termos composicionais € de nanoestrutura) sdo capazes de melhorar o seu
desempenho biologico, o que vem motivando a proposi¢ao de vidros de alta
complexidade composicional [34]. Por exemplo, alguns ions bivalentes como o Zn?*,
Mg?* e Mn?’, sdo conhecidos por desempenharem papeis importantes na ativagdo de
cascatas de sinalizagcdo associadas a regeneragdo Ossea por células osteoprogenitoras ou
osteoblastos [33]. O Zn?" estd envolvido na transcricio de genes de diferenciacdo
osteoblastica, como colageno tipo I, fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina e
estimulo ao aumento da transcrigdo do gene Runx2 envolvido particularmente na
diferenciagdo de osteoblastos e formacao dssea [35-37]. Além disso, possui propriedades
antibacterianas e anti-inflamatérias [38, 39]. O Mg?" promove a formacdo dssea ao
interagir com integrinas de células osteoblasticas, responsaveis pela adesdo e ancoragem
celular [40, 41]. Deficiéncia nos niveis de Mg?" no organismo causa diminui¢io do
crescimento 6sseo, aumento da reabsor¢ao 0ssea e perda de osso trabecular, resultando
em osteoporose [42, 43]. O Mn?" participa dos processos de adesdo osteoblastica via
ativacdo de integrinas [44] e sua deficiéncia retarda a produ¢do de matriz extracelular
organica, principalmente a ossifica¢cdo endocondral [45].

Viérios estudos tém demonstrado que a adi¢do de 6xidos metalicos, como ZnO,
MgO e MnO, em substituicdo ao CaO em vidros bioativos, podem alterar sua estrutura,
solubilidade, estabilidade térmica e comportamento de dissolucao [22, 25, 34, 46—49],
afetando sua bioatividade [8, 9]. Uma questdo importante que se coloca neste momento
¢: poderia a biocompatibilidade de um vidro ser aumentada pela presenga de um
oligoelemento sem implicagdes diretas em sua bioatividade (capacidade de formacao de
apatita)? Para responder essa questdo, elaboramos cinco diferentes composi¢des de vidros
do sistema silica-cal contendo fosfato conhecidos por apresentarem bioatividades
distintas e incluimos diferentes oligoelementos conhecidamente envolvidos na atividade
osteoblastica. Portanto, a ideia principal dessa tese de doutorado foi contrapor os efeitos
da inclusdo individual e simultanea de diversos oligoelementos sobre a bioatividade e

comportamento osteobldastico in vitro, contribuindo para a discussao reaberta por Bellucci
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et al. [32] para uma maior compreensdo da eficacia real dos testes de bioatividade de

Kokubo na previsdo de biocompatibilidade.
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2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficécia do teste de bioatividade proposto por Kokubo na previsao da
biocompatibilidade de vidros de composi¢des complexas, contrapondo os resultados
acelulares de bioatividade com o comportamento de células osteoblésticas cultivadas

sobre esses mesmos vidros.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e  Produzir vidros bioativos baseados no sistema 80%SiO> - (16% — x)CaO - x%MO -
4%P>0s5 (% em mol), com diferentes concentracdes de MO (MO = ZnO, MgO e
MnO; x =0, 2 e 6%);

e Avaliar as alteracdes fisico-quimicas provenientes da substitui¢ao parcial do CaO por

Zn0, MgO e MnO nos vidros bioativos produzidos;

e Analisar o efeito dos fons Zn**, Mg?* e Mn?* sobre a reatividade de superficie e

formacao de apatita (bioatividade) em SBF pelas amostras sintetizadas;

e  Examinar o efeito do Zn?", Mg?" e Mn?" sobre a adesdo, proliferagio e diferenciagio

de células de linhagem osteoblastica humana do tipo MG-63;

e Contrapor os resultados de bioatividade e comportamento osteoblastico in vitro para
avaliagdo da real eficacia do teste de Kokubo na previsdo de biocompatibilidade em

biomateriais de composi¢des complexas.
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3.1 VIDROS: CONCEITOS E DEFINICOES

Os vidros possuem caracteristicas tdo peculiares que seu enquadramento em uma
das trés classes basicas dos materiais solidos foi dificil. A criagdo de uma nova categoria,
nomeada “estado vitreo”, chegou a ser cogitada, mas nao houve consenso no meio
cientifico [50]. Isso levou ao surgimento de varias defini¢des para vidros.

Quem primeiro estudou e definiu cientificamente os vidros foi Michael Faraday
em 1830. Sua defini¢do para vidros foi de que estes eram "materiais mais semelhantes a
uma solucdo de diferentes substancias do que um composto em si" [51]. Lebedev [52] em
1921, tentando explicar a estrutura vitrea, prop0s a hipdtese do cristalito, onde os vidros
foram considerados “um fundido comum consistindo de cristais altamente dispersos”. A
hipétese em questdo levou em consideracdo a analogia entre a estrutura interna e as
propriedades dos vidros, mesmo antes do surgimento de técnicas mais avangadas como a
difracdo de raios X. A hipodtese do cristalito foi considerada por muitos anos como a que
melhor explicava a estrutura dos materiais vitreos, porém caiu em desuso [53].

Posteriormente, algumas expressdes como so6lido nao-cristalino, s6lido amorfo e
material vitreo foram empregadas como sindnimas para definir vidro. Todavia, um
trabalho publicado por Gupta [54] em 1996, estabeleceu parametros estruturais e
termodindmicos para diferenciar cada uma dessas expressdoes. Em seu trabalho, Gupta
demonstrou que os s6lidos amorfos nao apresentam relaxamento estrutural para o estado
liquido, e dessa forma nao apresentam o fendmeno conhecido como transi¢ao vitrea. A
transicdo vitrea ocorre no intervalo de temperaturas em que tem inicio a relaxacao
estrutural, ocorrendo dessa forma a libera¢do para a movimentagao das cadeias umas em
relagdo as outras (movimento translacional). Nessa regido, algumas propriedades como
viscosidade, capacidade calorifica e expansdo térmica comecam a manifestar um
comportamento diferente do padrdo verificado até entdo. De forma resumida, um vidro
pode ser definido como um so6lido ndo-cristalino, ou seja, ndo possui simetria nem
periodicidade translacional, e apresenta o fendmeno conhecido como transi¢ao vitrea [51,
53].

Muitas diferencas entre materiais cristalinos e vitreos podem ser observadas
durante os eventos de resfriamento de um fundido. Os varios caminhos que um fundido

pode percorrer ao esfriar sdo ilustrados no diagrama volume-temperatura (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama de temperatura e volume especifico para sistemas vitreos e

cristalinos. Adaptado de [55].

O abaixamento da temperatura ocasiona um rapido aumento da viscosidade, e
dessa forma os atomos ou moléculas acabam perdendo a mobilidade antes de se
ordenarem. Esse fendmeno acontece em uma faixa de temperatura denominada transi¢ao
vitrea (glass transition, Ty), que pode ser definida como o ponto de interse¢ao das linhas
extrapoladas, entre a regido metaestavel e a regido de vidro.

Ao resfriar um liquido do estado de fusdo inicial A, o volume diminuira ao longo
de AB. Nesse momento, os atomos ou moléculas se aproximam e a densidade especifica
do sistema aumenta, uma vez que as amplitudes vibracionais térmicas sdo reduzidas. O
ponto B do grafico determina se um material sera cristalino ou vitreo. Se o volume
especifico do material sofre uma variacdo abrupta no ponto de fusdo (7%), indica que
nucleos cristalinos foram formados, e a cristalizagdo ocorrerd. O volume diminuiréd
rapidamente de B para C, e o s6lido cristalino se contraira de forma mais lenta ao longo

de CD.
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Para um material vitreo, conforme o fundido esfria, a viscosidade continua a
aumentar e abaixo do ponto de fusdo o fundido ¢ chamado de liquido super-resfriado. Se
a taxa de resfriamento for suficientemente rapida ao longo de BE, o liquido super-
resfriado representara uma continuagdo de AB para formar um vidro. A alta viscosidade
do sistema reduz quase que totalmente a movimentacao das bases, impedindo que estas
assumam as suas posi¢cdoes de menor energia, diferente do que ocorre nos sistemas
cristalinos. A temperatura em que essa movimentacdo se torna critica (ponto E) ¢é
exatamente o que se chama de temperatura de transicdo vitrea, 7. Na regido
compreendida entre EF, o grafico sofre uma mudancga significativa no gradiente e o
material continua se contraindo a uma taxa muito semelhante a contracdo da forma
cristalina. Nessa regido, embora o material continue com a caracteristica estrutural de um
liquido, passa a se comportar como um s6lido, o conhecido estado vitreo. Propriedades como
taxa de dissolu¢do e resisténcia de diferentes vidros podem ser comparadas pela 7, [51].
A taxa de variagdo de volume diminui ao manter o vidro na Tg, € a estrutura se aproxima
de um estado de equilibrio que corresponde a menor energia livre.

Na teoria € possivel falar que vidros podem ser formados de qualquer material,
desde que sejam obedecidas algumas regras, como o resfriamento suficientemente rapido.
Entretanto essa teoria nem sempre pode ser comprovada na pratica, onde materiais com
maior potencial para formar vidros devem apresentar como caracteristica, grandes
alteracdes de viscosidade quando submetidos a mudangas de temperatura. Dessa forma,
para que um vidro possa ser formado, ¢ necessario que exista um liquido fundido que
apresente uma certa viscosidade inicial e que esta seja aumentada durante o resfriamento,

e que, por ultimo, exiba a 7 [50].

3.2 TEORIAS ESTRUTURAIS DOS VIDROS

Uma das teorias mais antigas e simples sobre a formag¢ao de vidros foi baseada em
observagdes de Goldschmidt de que os vidros da formula geral AxOy, se formam mais
facilmente quando a razao do raio idnico do cation, R, para o ion oxigénio esta na faixa
0,2 a 0,4. Uma vez que as razdes de raio nesta faixa tendem a produzir cations rodeados
por quatro ions de oxigénio na forma de tetraedros, Goldschmidt acreditava que apenas
os fundidos contendo cations tetraedricamente coordenados formavam vidros durante o

resfriamento. Por se tratar de uma afirmagdo de carater empirico, ndo se apresentava
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nenhuma explicagdo sobre o motivo da coordenacao tetraédrica ser favoravel a formacao
de vidro.

Posteriormente, Zachariasen [56] publicou um artigo onde estendeu as ideias de
Goldschmidt e tentou explicar por que certos nimeros de coordenacao podem favorecer
a formacao de vidro, se tornou a base para os modelos mais amplamente usados sobre
estrutura de vidros. A hipdtese levantada por Zachariasen foi reforgada pelos
experimentos de difracdo de raios X de Warren [57]. No artigo intitulado “The Atomic
Arrangement in Glass” (O Arranjo Atdmico em Vidros), Zachariasen afirmou que a base
estrutural para a formagdo de vidros por processo de fusdo/resfriamento provoca um
arranjo atomico caracterizado por uma rede tridimensional estendida, com auséncia de
simetria e periodicidade, e que as forgas interatomicas eram andlogas as do cristal de
mesma composicao quimica. Ainda descreveu que a diferenca entre um cristal e um vidro,
estava relacionada a presenca ou auséncia de periodicidade e simetria em uma rede
tridimensional.

Em cristais i6nicos, os poliedros catidnicos geralmente compartilham os vértices.
Isso ¢ particularmente verdadeiro com cations que tém um raio pequeno, mas uma carga
alta. Para Zachariasen o compartilhamento dos vértices € crucial para obter uma estrutura
aberta e aleatoria. Dessa forma, se um composto hipotético de composi¢ao A>O3 pudesse
cristalizar em duas dimensdes, os arranjos atdmicos no cristal e no vidro deveriam ser
proximos ao observado na Figura 2. Logo, ¢ possivel observar que as formas cristalina e
vitrea sdo compostas de tridngulos AO3 unidos entre si pelos vértices, exceto na forma
vitrea, onde desordem ¢ introduzida por mudangas nos angulos que ligam os tridngulos,

ou nos angulos definidos pelas ligacdes A—O—A, chamados de angulos de ligacao.

26



Figura 2. Representagdo da estrutura atomica de uma (a) ceramica cristalina A203

hipotética e de um (b) vidro amorfo A>O3 [55].

A teoria da rede aleatdria da estrutura vitrea proposta por Zachariasen estabeleceu

algumas regras para a formagao de vidro em um composto AxOy:

(1) Um atomo de oxigénio esta ligado a ndo mais do que dois dtomos de A;
(2) A coordenacao do oxigénio em torno de A € pequena, digamos 3 ou 4;
(3) Os poliedros cationicos compartilham os vértices, ndo lados ou faces;

(4) Pelo menos trés vértices de cada poliedro de coordenagdo devem ser compartilhados.

Zachariasen também classificou os cations presentes na estrutura do vidro como
formadores de rede, modificadores de rede ou intermediarios. Os formadores de rede,
como Si, P, Ge, As, B, dentre outros, com um niimero de coordenagdo geralmente entre
3 e 4. Os modificadores de rede, como Ca, Na, K, Ba, dentre outros, com nimeros de
coordenagao geralmente maior ou igual a 6. E os intermediarios, que nao podem formar
um vidro por si s6, mais podem reforgar a rede se apresentarem nimero de coordenagdo
igual 4 ou afrouxar ainda mais a rede se tiverem niimeros de coordenacao entre 6 e 8.

Em seus estudos, Dietzel [58] incluiu a influéncia da forca de interagdo entre

cations e anions durante a solidificagdo de um fundido, estendendo os conceitos propostos
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por Goldschmidt sobre o papel do tamanho e polarizabilidade dos ions constituintes as de
suas cargas. A relacdo entre atragdo e repulsdo para cations e anions pode ser explicada

pela equacdo 1:

| ZcZ,e® _ Z.Z,e®

= (1)

 (ret1y)? a?
C a

Onde K descreve a energia de atracdo eletrostatica entre o cation e o anion; Zc, Z,
sdo as valéncias do cation e do anion, respectivamente; e ¢ a carga elementar; 7, 72 S0 0S
raios de cation e anion, respectivamente, € @ = r¢ + 7a.

Para caracterizar o efeito de um unico cation, assumindo que o anion ¢ o 0xigénio
(a = rc +ro2"), Dietzel introduziu o termo "intensidade de campo" F, como demonstrado

na equagao 2:

F==£ )

O conceito de intensidade de campo proposto por Dietzel possibilitou a elaboragao
de regras para o comportamento de uma massa fundida ao sofrer resfriamento que ndo
poderiam ser explicadas apenas levando em conta as hipoteses de Zachariasen e Warren.

A classificacao de elementos como formadores de rede, modificadores de rede e
intermediarios, segundo Zachariasen, estd intrinsicamente relacionada ao conceito de
intensidade de campo (F) proposto por Dietzel, onde modificadores de rede apresentam
F~=0,1 a0,4, intermediarios /= 0,5 a 1,0 e formadores de rede F~ 1,4 a2 (Tabela 1).

Os formadores de rede sdo normalmente as espécies predominantes para a
formacdo de um vidro estavel, formando a espinha dorsal ou esqueleto da rede vitrea. Os
oxidos Si02, GeO, B203, Al,O3, P2Os e V205 sdo alguns exemplos de formadores de
rede. Seguindo as regras de Zachariasen, cada uma dessas espécies cria uma unidade
estrutural localmente rigida com conectividade fornecida por atomos de oxigénios
ligantes nos vértices do poliedro. A maioria dos formadores de rede pode formar vidros
estaveis sem a adi¢cdo de outros componentes a rede. No entanto, um exemplo de exce¢do
a essa regra pode ser observado para o Al,O3, que para formar uma rede vitrea estavel

requer estabiliza¢do de carga por modificadores de rede.
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Tabela 1. Classificacao dos cations de acordo com a intensidade de campo (F) proposta

por Dietzel [58, 59].

Funcao Elementos Valéncia Numero de Raio Distancia Intensidade
na VA Coordenagdo i06nico  iOnica do campo
estrutura (NC) para para os F=Z./a*
do vidro NC=6 oxidos
(rem  (aemA)
A)

Na 1 6 0,98 2,30 0,19

Li 1 4 0,78 2,10 0,23
8 < Ba 2 8 1,43 2,86 0,24
S 3 S Pb 2 6 1,32 2,74 0,27
& % = Sr 2 8 1,27 2,69 0,28
'—g < Ca 2 8 1,06 2,48 0,33
= & Mn 2 6 0,91 2,23 0,40

Fe 2 6 0,83 2,15 0,43

Mg 2 6 0,78 2,10 0,45
@ Mg 2 4 0,78 1,96 0,53
£ Fe 3 6 0,67 1,99 0,76
S Zr 4 8 0,87 2,28 0,77
ES Al 3 6 057 1,89 0,84
% 0 Be 2 4 0,34 1,53 0,86
= Ti 4 6 0,64 1,96 1,04
8 B 3 4 0,20 1,50 1,34
é L s Ge 4 4 0,44 1,66 1,45
g % X Si 4 4 0,39 1,60 1,57
5= ua P 5 4 0,34 1,55 2,10
= =~ B 3 3 0,20 - 1,63

Os modificadores de rede sdo componentes do sistema que alteram as
caracteristicas de ligagdo da estrutura do vidro, mas nao sdo os formadores da espinha
dorsal da rede. Em vidros de 6xido, os modificadores usuais sdo 0xidos alcalinos como o
NaxO, K>0 e Li,0 e 6xidos alcalino-terrosos como o CaO, MgO, ZnO, SrO e MnO. Como
0 nome sugere, os elementos modificadores de rede modificam a rede vitrea, convertendo
oxigénios ligantes (bonding oxigen, BO) em oxigénios ndo ligantes (nonbonding oxigen,
NBO), reduzindo dessa forma a conectividade da rede vitrea. Quanto maior a
concentracdo desses elementos, maior a formacdo de NBO [60]. Em funcao da ruptura
das ligacdes de oxigénio, presenca de cations modificadores na rede vitrea produz uma
série de modificagdes nas propriedades especificas dos vidros, tais como na viscosidade,
coeficiente de expansao térmica, temperatura de transi¢cdo vitrea e temperatura de fusao.

A quebra das ligacdes de oxigénio produz modificagdes estruturais na disposi¢ao

das unidades tetraédricas das cadeias de silicato, e d4 origem a unidades estruturais
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denominadas de Q", onde Q representa a simetria tetraédrica da unidade SiOseon € o
nimero de oxigénios ligantes por unidade Q para os tetraedros de silicato vizinhos [61].
Um tetraedro ligado a rede por quatro oxigénios ligantes é denominado de Q*, enquanto
que um tetraedro sem oxigénios ligantes é denominado de Q. Dessa forma, dependendo
do niimero de oxigénios ligantes, a conectividade de rede pode estar relacionada as

unidades estruturais do tipo Q°, Q!, Q?, Q* e Q* (Figura 3).

Figura 3. (a) Estrutura de um vidro e (b) representacio das unidades Q" (Q°, Q', Q?, Q°
e Q%). Esferas amarelas representam os atomos de silicio (Si), esferas vermelhas
significam presenca de oxigénio ligante (BO), esferas brancas oxigénio nao ligante

(NBO) ¢ esferas verdes referem-se a cations modificadores de rede (M").

Os formadores de rede formam poliedros cationicos rigidos, e a ligagdao do cation
com o oxigénio ¢ mais forte em comparacdo com os modificadores de rede. Isso
demonstra que a for¢a da ligacdo individual na unidade de 6xido pode ser considerada
como uma diferenca entre os 6xidos formadores de rede e modificadores de rede, porém
nem sempre isso acontece [62].

Em algumas situagdes ndo € possivel a classificagdo de determinadas espécies
nem como formadores de rede nem como modificadores de rede, e por essa razdo sao
classificados como intermediarios. Isso acontece, por exemplo, para espécies que

apresentam mais de um estado de oxida¢do, como no caso do 6xido de ferro. O 6xido de
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ferro (IT) (FeO) atua como modificador de rede, enquanto o 6xido de ferro (III) (Fe2O3)

apresenta caracteristica de formador de rede.

3.3 TEORIA CINETICA

A formagao de um vidro geralmente envolve o resfriamento rapido de um liquido
ou vapor, de forma a evitar qualquer fragdo de volume detectavel (107°) de cristalizagio
[63]. As teorias mais recentes sobre a formacao de vidros consideraram que qualquer
material ¢ capaz de formar um vidro, desde que seja resfriado tdo rapidamente que o
tempo fornecido para permitir a reorganizagdo da estrutura no arranjo periddico exigido
pela cristalizagdo seja insuficiente. Portanto, o que se deve levar em consideragdo ndo ¢
se um material formara um vidro, mas com que rapidez ele deve ser resfriado para evitar
uma cristalizacao detectavel [64].

A cristalizagdo envolve dois processos, nucleagdo e crescimento do cristal.
Nucleacdo ¢ a formacdo de pequenos grupos de atomos ou nucleos, que ao atingirem um
tamanho critico, crescem e dao forma ao produto cristalino final. Os nucleos podem ser
homogéneos ou heterogéneos. A nucleagao ¢ um processo dependente da temperatura

[59, 64] e pode ser descrito pela equagao 3:

1= A exp[- (W + AG, Y/KT] 3)

Onde 7 ¢ a taxa de nucleagdo homogénea, 4 ¢ o fator pré-exponencial, k ¢ a
constante de Boltzmann, W ¢ a energia de ativacdo para a migracao de ions ¢ AG, ¢ a
energia de Gibbs associada a obtencao de um aglomerado de atomos de raio critico, r.

Se a taxa de nucleacdo, /, (em s!) e a taxa de crescimento 1 (em cm s™'), sdo
conhecidas como fung¢des de temperatura, o tempo necessario para atingir uma fragdo de
volume cristalino de 10 pode ser representado graficamente como uma fun¢do de

temperatura, conforme descrito pela equacao 4:

107 = (n/3) Lt (4)

O que ¢ facilmente compreendido se for considerado que / ¢ a frequéncia de
nucleagio no tempo ¢ e u’f* é o crescimento em trés dimensdes no tempo ¢. O grafico

assim obtido ¢ denominado curva TTT (tempo-temperatura-transformag¢ao) ou curva de
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nariz em decorréncia de seu formato (Figura4). A curva TTT € o resultado da competicao
entre fatores termodindmicos e cinéticos para as taxas de nucleacdo e crescimento.
Conforme a temperatura se aproxima da temperatura de fusdo (77), o tempo
necessario para formar a fracao de volume especificada do cristal se aproxima do infinito,
uma vez que / e u se aproximam de zero. Em temperaturas muito baixas, os valores de /
e u também se aproximam de zero, devido a viscosidade muito alta do fundido. O menor
tempo necessario para o crescimento do cristal em qualquer temperatura ¢ chamado de #,
(tempo no nariz da curva TTT). A temperatura que favorece a maior taxa de cristalizacao
¢ chamada de T, (temperatura no nariz da curva TTT), e representa as condigdes menos

favoraveis para que ocorra a formagao do vidro [59, 63, 64].

Temperatura

[ A A I R S

Tempo de tratamento térmico

Figura 4. Diagrama TTT (tempo-temperatura-transformacao) para um vidro formado por
fusdo, onde Tt representa a temperatura de fusdo, 7, a temperatura no nariz da curva e t,

o tempo no nariz da curva [62].
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A partir da curva TTT, ¢ possivel calcular a taxa de resfriamento necessaria a cada
temperatura para evitar uma fragio de volume cristalizado acima de 107 e, portanto,
formar um vidro [59]. Uma estimativa aproximada para a taxa critica ¢ dada pela equagao

5:

dT/dt = ATw/tn (5)

Onde ATn = Ti — Th, para a distancia da temperatura /iquidus (T1) e a temperatura
do nariz (7p).

Na pratica, a nucleagdo ¢ principalmente promovida por heterogeneidades que tém
um forte efeito na taxa de resfriamento critica [65]. Do ponto de vista pratico, a influéncia
da viscosidade na nucleagdo e na cinética de crescimento indica que, para a formacgado do
vidro, (a) a alta viscosidade ¢ vantajosa em 7 e (b) mesmo se a viscosidade ndo for muito
alta em 77, um aumento acentuado abaixo de 77 € vantajoso. Além disso, composi¢des
proximas a eutética e composicoes complexas que dificultam o arranjo e o crescimento
dos nucleos sdo frequentemente vantajosas. Geralmente, ¢ claro, os liquidos de baixa
viscosidade exigirdo um resfriamento muito rapido, por exemplo, resfriamento
instantaneo (10° K s') ou deposicdo de vapor (> 10° K s!) [59]. Vidros metalicos [66,
67], antes considerados inatingiveis, sao exemplos de como ¢ possivel se controlar

cineticamente o processo de cristalizacdo de diversos materiais atualmente.

3.4 VIDROS BIOATIVOS

Os vidros bioativos sdao vidros de superficie reativa que apresentam alta
compatibilidade biologica, biodegradabilidade e atividade osteocondutora [2, 3]. O
desenvolvimento desses materiais para uso na medicina teve inicio na década de 1970,
quando o professor Larry Hench [68] provou que alguns vidros sdao capazes de formar
ligacdo interfacial com tecido 6sseo. As composicoes que demonstraram esta propriedade
foram denominadas de vidros bioativos. O termo “bioativo” refere-se a um material capaz
de estimular uma resposta biologica benéfica [15].

Antes da descoberta dos vidros bioativos, os implantes projetados para reparar
partes do corpo usavam materiais selecionados principalmente por sua resisténcia a
corrosdo. Porém, esses implantes eram reconhecidos como corpos estranhos pelo sistema

imunoldgico, e acabavam sendo isolados do tecido hospedeiro por meio de
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encapsulamento fibroso. O envolvimento do implante por uma capsula de tecido fibroso
dificulta a integragdo deste com o organismo hospedeiro, € por esse motivo muitos relatos
de falhas mecénicas entre o osso e o implante foram descritos. Diferente dos materiais
utilizados para enxerto 6sseo até entdo, o vidro bioativo foi capaz de formar uma ligacao
quimica com o 0sso, sendo o primeiro material sintético encontrado a apresentar tal
caracteristica [69].

Os vidros bioativos sdo compostos principalmente pelos 6xidos SiO2, Na>O, CaO,
e P,Os [70]. A primeira e mais bem estudada composi¢ao de vidro bioativo foi registrada
pela Universidade da Florida com o nome Bioglass® 45S5, e contém 45% SiO», 24,5%
Na0O, 24,4% CaO e 6% P20s (% em peso) [68]. Desde entdo, diversas outras
composi¢des e sistemas de vidro bioativo ja foram estudados e desenvolvidos [71].

ApOs serem expostos a um ambiente biologico aquoso, os vidros bioativos sofrem
reacoes de troca ionica, hidrolise, dissolugdo seletiva e, por ultimo, a precipitagao de uma
camada de hidroxiapatita carbonatada em sua superficie, semelhante a fase mineral 6ssea
[7]. A ligacdo entre os vidros bioativos e o tecido dsseo ¢ atribuida a camada de
hidroxiapatita que se forma apos a dissolugao da superficie do vidro e pela interagao com
ions liberados da superficie do vidro (por exemplo SiO4*", Ca?" e PO4*"), conhecidos por
estimular a formacao de tecido 6sseo [15, 25].

A camada de hidroxiapatita se forma apos processos de dissolu¢@o do vidro apds
exposicao a fluido corporal in vivo (plasma) ou fluido corporal simulado (SBF) in vitro
(Figura 5). O acumulo de produtos de dissolugdo faz com que a composi¢do quimica € o
pH da solu¢do mudem, fornecendo sitios de superficie e um pH favoravel a nucleagao de
HCA. O processo de formag¢ao da hidroxiapatita envolve uma série de reagdes divididas

em cinco estagios [22, 71, 72].

(1) Logo apés o contato com fluidos bioldgicos os ions Na* e Ca?" sdo liberados da
superficie do vidro bioativo por troca i6nica com os ions H, H3O", Na" e K*
presentes no meio, o que causa a formagao de grupos hidroxila (OH"). Essas trocas

induzem a formacao de grupos silanois (Si—OH) na superficie do vidro bioativo:

Si—O—-Na"+H"+OH — Si— OH"+ Na" (solu¢do) + OH"
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2)

3)

(4)

()

O pH da solugdo aumenta e uma regido rica em silica (pobre em cations) se forma
perto da superficie do vidro. O fosfato também ¢ perdido do vidro se estiver presente

na composicao.

O aumento do pH local leva ao ataque da rede de vidro de silica por OH, quebrando
as ligagoes de silicato (Si—O—Si). A silica soltiivel ¢ perdida na forma de Si(OH)4 para

a solucdo, deixando mais grupos Si—OH na interface vidro-solugao:

Si—0O-Si+HxO— Si—OH+ OH - Si

Na sequéncia, ocorre a condensacdo de grupos Si—OH e polimerizagdo de uma
camada porosa rica em silica (SiO2) e pobre em ions Na* e Ca®>" na superficie do

vidro bioativo.

O O O O

| | | |
O-Si-OH+HO-Si—-0—0-Si-0-Si-0+HO0

| | | |
0 0 0 O

A hidratagdo subsequente dessa camada sob um pH levemente alcalino possibilita a
formacdo de cargas negativas, as quais podem atrair facilmente ions e também
moléculas organicas, tais como proteinas, mucopolissacarideos e colageno,

importantes para o metabolismo dsseo [73].

A carga negativa de superficie acaba atraindo os ions Ca*" positivos, os quais, por
sua vez, atraem ions PO4> negativos na superficie da camada hidratada de silica

formando um filme de fosfato de calcio amorfo (CaO—P,0s).
Por fim, ocorre a cristaliza¢do do filme amorfo de CaO—P2Os pela incorporacao de

hidroxilas (OH") e carbonato (CO3?) da solugdo, formando uma hidroxiapatita

carbonatada na superficie do material.
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Vidro bioativo CaO-SiO, SBF

Ca?*
CaZJrCaer
Ca29_ Si-O-Si - / Nucleaciio de apatita

A OH » Ca’ e HPO-

Precipitacio da camada de
fosfato de calcio amorfo

at
Ca?t
Cristais de apatita
0-si-0-si| @ ®— B
Ca?*
0-Si-0-Si] |l @< Ca* e HPO >
\. »
Cristalizacao da camada de HA
Bulk Camada rica N Camada rica
em Si-OH e emCaeP

grupos silanois

Figura 5. Sequéncia das etapas envolvidas na formacdo da camada de hidroxiapatita

(HA) na superficie de vidros bioativos apds exposi¢do a fluido corporal simulado (SBF).

Quando precipitada em meio a varios elementos bioldgicos presentes no plasma
sanguineo, tais como, coldgeno, fibronectina, proteinas plasmaticas, ions inorganicos e
uma variedade de células, incluindo as sanguineas, fibroblastos e osteoblastos, a
hidroxiapatita formada apresenta caracteristicas muito proximas daquelas observadas no
processo natural de mineralizacdo Ossea [74]. Acredita-se que a hidroxiapatita interage
com as fibrilas de colageno para se ligar ao osso hospedeiro [7]. A hidroxiapatita
precipitada na superficie dos vidros bioativos também pode reduz a dissolug@o do vidro,
prevenindo que o material seja reabsorvido pelo organismo antes que a lesdo seja

recuperada por completo.
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3.5 METODOS DE SINTESE

3.5.1 Fusdao

Os dois principais métodos de sintese utilizados para a producao de vidros
bioativos sdo o método tradicional de fusdo e o método sol-gel. Os vidros bioativos
derivados da fusdo sdo formados com métodos semelhantes aos vidros tradicionais de
soda-cal-silica [75]. Geralmente os constituintes sdo misturados em um moinho de bolas
em meio de acetona e posteriormente calcinados a 500°C por 2 h para que substancias
volateis sejam liberadas da composi¢do. O pé calcinado obtido apés moagem de bolas ¢
fundido em temperaturas na faixa de 1300-1450°C dependendo da composicao escolhida
em forno de alta temperatura [76]. Normalmente, a fusdo ¢ feita em cadinhos de platina
ou liga de platina para evitar a contaminacao do fundido [77]. O fundido ¢ entdo
derramado em moldes para obter a forma desejada e resfriado rapidamente de modo a
evitar a cristaliza¢do. Muitas vezes o vidro temperado ¢ recozido a 500°C para remog¢ao
das tensoes internas [78].

Os processos de pesagem, mistura, fusdo, homogeneizagao e formacao do vidro
devem ser feitos sem a introdugdo de impurezas ou perda de constituintes 6xidos de baixa
temperatura de vaporizagdo, como Na>O ou P>Os. Conforme se aumenta o teor de SiO:
da composicao do vidro, a temperatura de fusdo tende a aumentar e a homogeneizagao
dos constituintes comeca a ser afetada, pois a mistura se torna mais viscosa. Os vidros

obtidos por fusdo geralmente sdo densos [71].

3.5.2 Rota sol-gel

O sol-gel apresenta como caracteristica a formac¢do e unido de nanoparticulas de silica
amorfa em temperatura ambiente. A Figura 6 apresenta um esquema simplificado da
formac¢do de um vidro através do processo sol-gel. A sintese por sol-gel tem inicio por
meio da mistura das solugdes precursoras em temperatura ambiente. Nessa etapa ocorre
a hidrdlise e condensagao para a formacao da solugao conhecida como sol. Posteriormente
vem a etapa de gelificacdo e formagdo do gel. O gel formado pela aglomeracdo das
particulas precursoras passa por envelhecimento para fortalecimento da rede e posterior

secagem. Durante a secagem o ocorre a evaporagcdo de subprodutos da reagdo (por

37



exemplo, dgua e alcool). Por ultimo tem a etapa de estabilizacdo (remocgao de nitratos e

silano6is) [22].

Mistura + Gelificacdo Envelhecimento Secagem Estabilizacio
Temperatura ambiente Temperatura ambiente  60-120°C +700°C
Ll l L] r I L} L) I 1 r l 1

. 8 —

25 N

2 £ .

3B

= -] @ Qe

L B

Figura 6. Representacdo esquematica simplificada do processo de formagao de um vidro

através da sintese por sol-gel.

Os precursores para a producao de vidros a base de silicato sdo geralmente
alcoxidos (Si(OR)s4, onde R pode ser CHs, CoHs ou C3Hy7) e nitratos. Os alcoxidos sdo
normalmente usados como precursores dos formadores de rede, como silica e fosfato,
enquanto os sais (por exemplo, nitratos) sdo normalmente usados para introduzir
modificadores de rede, como calcio [22].

A solucdo conhecida como sol ¢ uma dispersdo de particulas coloidais (com
diametros de 1-100 nm) em um liquido, criada pela hidrélise dos precursores. A
combinacdo e as quantidades dos precursores misturados com agua para criar o sol irdo
determinar a composi¢do do vidro. Por ser insoluvel em agua, o tetraetilortosilicato
(Si(OC2Hs)4, TEOS) necessita de um catalisador para desencadear a hidrélise dos

tetraedros de silica [79].

OC,H;s OH

| |
C2HsO — Si — OC2Hs + 4(H20) — HO — Si — OH + 4(C2HsOH)

| |
OC,H;s OH

O catalisador pode ser um acido ou uma base, e isso afetara as propriedades finais
do vidro. Os tetraedros tém superficies de grupos Si—OH e estao em meio aquoso. Em pH

< 2, usando um catalisador como o acido nitrico (HNO3), os tetraedros irdo se unir € os
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grupos Si—OH se condensarao, formando ligagdes do tipo O—Si—O, tendo a d4gua como

um subproduto da reacao [79].

OH OH OH OH

| | | |
HO — Si — OH + HO — Si — OH — HO — Si— O — Si — OH + Hz0

| | | |
OH OH OH OH

As reagdes de hidrolise e policondensacdo ocorrem simultaneamente dentro da
solucdo durante a mistura. Quando um numero suficiente de ligacdes Si—O-Si
interconectadas sao formadas em uma regido, elas se comportam como particulas
coloidais submicrométricas e um sol € formado. As primeiras particulas pequenas que se
formam s3o chamadas de "particulas primarias" [22, 79].

Antes de sofrer o processo de gelificacdo, a solucao sol ¢ armazenada em moldes
de material antiaderente. Dependendo da composi¢ao, o processo de gelificacdo pode
levar varios dias em temperatura ambiente. Conforme o tempo vai passando, a
aglomeragao das particulas primarias vai ocorrendo. A medida que mais e mais particulas
se unem, uma rede de ligagdes O—Si—O comega a se formar e a viscosidade do sol
aumenta, at¢ que uma rede de silica rigida seja formada. Nesse momento o sol se
transforma em um gel, e a reagdo continua até que todo o precursor seja consumido [22].

Apos a gelificagdo vem o processo de envelhecimento do gel. Esse processo pode
levar varias horas ou dias, e pode ocorrer em temperatura ambiente ou a temperaturas
ligeiramente mais elevadas, como por exemplo a 60°C. O envelhecimento tem por
finalidade fortalecer a rede do gel conforme a reagdo de condensacdo continua. Sem o
estagio de envelhecimento, o gel tende a quebrar durante a secagem [22].

Depois de envelhecido, o gel passa para a etapa de secagem para a remocao dos
subprodutos da reagao de condensagdo. Nessa etapa o gel ¢ aquecido em temperaturas
crescentes, que podem variar de 60 a 120°C. Conforme a dgua e o alcool evaporam, eles
deixam uma rede de poros nanométricos interconectados (1 a 30 nm de diametro) [22].

Embora o processo de secagem remova a agua, grupos hidroxila (OH) sdo
deixados nas paredes dos poros. Um solido poroso quimicamente estavel pode ser obtido
removendo as ligacdes de silanol de superficie (Si—OH) da rede de poros, geralmente por
tratamento térmico. O tratamento térmico elimina os grupos —OH, originando a formacao

de mais ligagdes O—Si—O. Se outros precursores, como nitratos, tiverem sido usados no
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processo, por exemplo nitrato de calcio para introduzir calcio na composi¢ao, os nitratos
também serdo removidos durante a estabiliza¢do. O método usual ¢ aquecer o gel seco a
temperaturas acima de 600°C [22, 71]. A temperatura de estabilizagdo varia conforme a
composi¢ao do material, e deve ser avaliada com cuidado afim de evitar a cristalizagao.
O método sol-gel surge como alternativa, apresentando vantagens em comparagao
ao método de fusdo e solidificagdo, produzindo materiais com maior grau de pureza e
homogeneidade, e com possibilidade de utilizar uma variada gama de composicdes [80,
81]. A nanoporosidade e a maior area de superficie dos vidros derivados de sol-gel
fornecem melhores respostas celulares quando comparados a vidros produzidos por fusao
com mesma composi¢do, uma vez que a bioatividade desses materiais estd associada a
reagdes que acontecem em sua superficie [8, 9, 22]. Além disso, a metodologia sol-gel
apresenta grande versatilidade, permitindo a preparacdo de vidros bioativos com
diferentes composi¢des, tamanhos e morfologias, além de permitir a incorporagdo de
elementos com atividades fisiologicas e propriedades terapéuticas em sua rede vitrea [ 82—
85]. A temperatura de processamento relativamente baixa, normalmente entre 500°C e
700°C, ¢ benéfica na supressao da desvitrificacdo e perda de peso durante a sinterizagao

[86].
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CAPITULO 4
REVISAO DA LITERATURA
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4.1 FUNCAO DOS IONS Zn?*, Mg?*" e Mn?* NO METABOLISMO OSSEO

A remodelagdo dssea ¢ gerida por uma enorme variedade de agentes moleculares
reguladores sistémicos e locais, incluindo fatores de crescimento € hormonios. Além
desses, alguns ions inorganicos sao conhecidos por estarem envolvidos no metabolismo
0sseo, além de participarem dos processos de angiogénese, crescimento e mineralizagao
do tecido 6sseo. Em particular, os ions Zn**, Mg?" e Mn?" atuam como cofatores
enzimaticos, na transdug¢ao de sinais e estimulam efeitos metabdlicos necessarios para a

formagdo e manuten¢ao de alguns tecidos, dentre eles o dsseo [35].

4.1.1 Zinco

O Zn*" é um oligoelemento necessario para muitos processos cataliticos,
estruturais e regulatorios celulares [87]. Esse elemento demonstrou ser fundamental para
o crescimento, desenvolvimento e diferenciacdo de células dsseas, tanto in vivo como in
vitro [88, 89]. O Zn*' estimula a sintese de proteinas e é cofator para muitas enzimas,
como a fosfatase alcalina (alkaline phosphatase, ALP), uma enzima expressa nas células
de varios tecidos do corpo, especialmente naqueles mineralizados, sendo de grande
importancia para a mineraliza¢ao da matriz 6ssea [90]. A ALP aumenta as taxas locais de
fosfato inorganico e facilita a mineralizagdo, bem como reduz a concentracdo de
pirofosfato extracelular, um inibidor da mineralizagdo da matriz 6ssea. A mineralizagao
pode ser compreendida como a produc¢ao, no interior das vesiculas da matriz, de cristais
de hidroxiapatita que brotam da membrana externa de osteoblastos hipertroficos e
condroécitos. Durante o processo de mineralizacdo pode ser observado o acimulo da
hidroxiapatita se formar na matriz extracelular entre as fibrilas de colageno [91]. Os niveis
de ALP esquelético sdo regulados pelo fosfato inorganico, que atua evitando a dissociagdo
do centro ativo de Zn>* da molécula de ALP. Ao evitar a dissociagdo do centro ativo de
Zn**, o fosfato inorganico aumenta o tempo de meia-vida da molécula de ALP esquelética
[90].

A nivel celular, o Zn*" atua promovendo a diferenciag¢iio e mineralizacio celular
(osteoblastos), e inibindo a reabsor¢do Ossea (osteoclastos) (Figura 7). Esse efeito pode
ser explicado pelo fato do Zn** agir como um potente antagonista da ativagdo do NF-«xB
(nuclear factor kappa B). A ativagao do NF-kB pode ser mediada pelo TNF-a (tumor

necrosis factor alpha), potente citocina pré-inflamatéria que estimula a reabsor¢do dssea
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e diminui a formagao 0ssea in vitro ¢ in vivo. Nas células osteoclasticas o NF-kB atua na
sinalizacdo de reabsor¢do Ossea, e nas células osteoblésticas o NF-kB atua inibindo a
diferenciacio e mineralizagdo celular. O Zn>" também atua inibindo a atividade de TNF-
a sobre TGFB (transforming growth factor B) e BMP-2 (bone morphogenetic protein),
ambas citocinas que desempenham papel importante na diferenciacao e recrutamento de
osteoblastos para locais de remodelacao Ossea, e responsaveis pela ativacao da expressao

do complexo Smad, importante na diferenciacao osteoblastica.

Na auséncia de Zn?*

Supressor

Ativador ‘

Ativador ‘

Osteoclasto ativo Osteoblasto inativo
(reabsorgiio 0ssea)

Na presenga de Zn**

Ativador ‘

Antagonista

Osteoclasto inativo Osteoblasto ativo
(diferenciacio ¢
mineralizacio)

Figura 7. Mecanismos de a¢do do Zn*' na ativacdo de células osteobdsticas (promove a
diferenciagdo ¢ mineralizacdo celular) e inativacdo de células osteoclasticas (inibe a

reabsor¢ao Ossea).

O efeito antagonista sobre a ativacdo do NF-xB e a supressdo da atividade do

TNFa sobre TGF e BMP-2 sdo responsaveis pelo efeito anti-inflamatorio e osteoprotetor
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do Zn*' sobre as células dsseas [92]. O Zn*" também atua em vias de sinalizacdo
envolvidas na apoptose de células osteoclasticas [93].

O Zn?" pode potencializar a osteogénese através da indugdo da sintese de
colageno, atividade de ALP e mineralizagdo de nodulos 6sseos [36]. Em estudo com
células osteoblasticas da linhagem MC3T3-El, o Zn?" demonstrou estar atrelado a
expressao de Runx2, principal gene responsavel pela osteogénese [92]. Em células-tronco
mesenquimais, o Zn>" est4 envolvido na sinaliza¢do de proteinas quinases 1 e 2 (ERK1/2)
conhecidas por mediar a proliferagcdo celular e a apoptose [94, 95].

Estudos também apontam que o Zn>* apresenta propriedades antibacterianas e
anti-inflamatorias, causando disfungdo proteica e estresse oxidativo, através da produgao
de espécies reativas de oxigénio e deplecdo de reservas antioxidantes dentro das células
microbianas [38, 96]. A deficiéncia de Zn?" pode acarretar retardo do crescimento

esquelético e alteracdes na calcificagao do tecido dsseo [17].

4.1.2 Magnésio

O Mg?" esta presente de forma natural no corpo humano e ¢é essencial em muitos
processos metabolicos. Os ions Mg?* estdo envolvidos na sintese de proteinas, lipidios,
sendo cofatores para muitas enzimas e tendo importancia relevante na estabilizacdo das
estruturas de DNA (deoxyribonucleic acid) e RNA (ribonucleic acid) [97, 98]. O Mg**
pode se ligar ao trifosfato de adenosina (adenosine triphosphate, ATP) para formar o
complexo Mg-ATP. Esse complexo funciona como fonte de energia primaria e ¢
indispensavel para muitas fungdes fisioldgicas, incluindo conducdo nervosa, contragdo
muscular e regulagdo da pressdo arterial [99]. O Mg?* ¢ um dos minerais mais importantes
da matriz 60ssea, sendo encontrado em baixas concentragdes no esmalte dentario, dentina
e 0sso [11]. Uma parte do Mg?" presente no 0sso estd associado como parte integrante da
rede de hidroxiapatita da matriz dssea inorganica, e outra parte esta ligado a superficie
celular, de forma a facilitar as trocas iOnicas necessdrias para a manutencdo da
homeostase [100]. O Mg?* também interage diretamente com as integrinas das células
osteoblasticas, uma familia de receptores que promove interagdes da superficie celular
com a matriz extracelular, auxiliando nos processos de adesdo e estabilidade celular
[101].

Alguns estudos mostraram uma correlagio entre deficiéncia de Mg*" e

osteoporose [33, 98, 102]. O mecanismo pelo qual uma redugdo dos niveis séricos de

44



Mg?* acentua a osteoporose ainda ndo foi elucidado, mas provavelmente isso acontece
por multiplos fatores. Como a bomba de H'/K'-ATPase nas células do periosteo e do
enddsteo sdo dependentes de Mg?*, o pH do fluido extracelular 6sseo pode diminuir na
deficiéncia desse ion, resultando em desmineralizacao [103]. Além disso, a formagao de
1,25 dihidroxivitamina D envolve uma enzima hidroxilase dependente de magnésio, € as
concentragdes séricas de 1,25 dihidroxivitamina D mostraram ser mais baixas na
deficiéncia de Mg?* [104]. Alteracdes nos niveis de hormédnio paratireoide, e/ou aumento
na reabsor¢ao Ossea resultante de uma maior produ¢ao de substancia P, TNF-a, IL-1B e
RANKL, e diminui¢do da osteoprotegerina também podem estar envolvidos nesse

mecanismo [42].

4.1.3 Manganés

O Mn?" ¢ reconhecido por desempenhar um papel significativo no metabolismo
dos musculos e o0ssos. Esse ion atua como ativador enzimatico € como um componente
de metaloenzimas, desempenhando um papel importante na fosforilacao oxidativa, no
metabolismo dos 4cidos graxos e do colesterol, no metabolismo dos mucopolissacarideos
e no ciclo da ureia [105]. O Mn?" apresenta grande correlagdo como a remodelacdo da
matriz extracelular [106] e a mineralizacao 6ssea [107]. Alguns estudos propuseram que
o Mn?" estimula a adesdo celular por meio da ativagdo de integrinas, controlando a
afinidade de ligacdo ao ligante e a avidez do cluster receptor [106, 108, 109].

O Mn?" esté presente em pequenas quantidades em varios tecidos e 6rgios, como
osso (cerca de 2 ppm), hipofise, pancreas, figado e mucosa intestinal. O Mn?* é um cofator
de enzimas essenciais para as funcdes celulares, como superdxido dismutase, RNA
polimerase, piruvato carboxilase e arginase [26]. O Mn** também estd envolvido no
remodelamento das fibras de colageno do tecido dsseo, que ao serem degradadas liberam
seus constituintes essenciais, como a prolidase, uma metaloprotease que possui um sitio
especifico para o Mn?" [110]. Além disso, foi demonstrado que o Mn** participa da
manutengdo da massa Ossea, apresentando niveis reduzidos em pacientes com

osteoporose [111].
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42 OLIGOELEMENTOS METALICOS EM ASSOCIACAO COM VIDROS
BIOATIVOS

Com o avancgo dos estudos sobre vidros bioativos, novas propostas de materiais
capazes de controlar a atividade celular, proporcionando um reparo do tecido lesado de
forma mais eficaz, foram surgindo [112—-114]. Algumas propostas visam a associagdo de
proteinas e fatores de crescimento com vidros bioativos, com o intuito de induzir
respostas celulares especificas, como estimular a osteogénese, angiogénese e efeitos
antibacterianos. Entretanto, a associacao dessas moléculas com vidros bioativos nao ¢
algo simples, tendo em vista o alto custo associado e, principalmente, pela dificuldade em
se evitar a desnaturagdo durante a manipulacao ou estabilizagdo no bulk ou na superficie
dos vidros [6, 25, 114-117].

Em alternativa as proteinas e fatores de crescimento, pesquisas recentes passaram
a propor o uso de oligoelementos metéalicos como o Zn, Mg, Mn, Sr, B, Fe e Li em
associagdo aos vidros bioativos. Esses oligoelementos, presentes de forma natural no
organismo, podem atuar nas células induzindo respostas biologicas andlogas as proteinas
ou fatores de crescimento, além de apresentarem uma maior facilidade de manipulagao e
custo reduzido [25, 45].

Uma das vias mais utilizada para a inclusdo desses elementos metéalicos na
composi¢ao de vidros bioativos ¢ pela substitui¢do de certa quantidade do 6xido de calcio
(CaO) presente na composi¢ao padrao do vidro pelo 6xido metélico de interesse, durante
o processo de sintese. Por meio dos processos de dissolugdo que acontecem na superficie
dos vidros bioativos apods estes serem expostos aos fluidos corporais, os elementos
metalicos presentes na composicao sao liberados em sua forma i6nica (por exemplo os
ions Zn**, Mg?*, Mn?", Sr**, B%', Fe?" e Li*") diretamente no local onde sdo necessarios,
para assim desempenharem seu papel sobre as células [118].

Estudos apontam que os 6xidos metdlicos em associagdo com vidros bioativos
podem intervir na atividade celular por vias distintas. Uma dessas vias diz respeito a
influéncia da adicdo dos oxidos na reatividade de superficie dos vidros bioativos e,
consequentemente, na dissolucdo do mesmo. Isso acontece porque tais Oxidos sao
considerados intermediarios ou formadores de rede, o que acaba ocasionando
modificacdes na rede vitrea composta pelas cadeias tetraédricas de SiOs* e PO4>",
interferindo na formacgdo da camada superficial de hidroxiapatita. A literatura também

descreve que a adigcdo de cations especificos dentro da matriz vitrea pode alterar outras
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propriedades, como a microestrutura ¢ o comportamento térmico. Portanto, as
propriedades dos vidros bioativos podem variar dependendo dos metais usados e
concentragdo dos mesmos [33]. Outra via de estudo, ja mencionada, aponta os efeitos da
liberagao dos elementos metalicos em sua forma idnica diretamente sobre as células

durante as etapas de dissolucao do material [34].

4.3 ZnO, MgO E MnO E SUAS IMPLICACOES NA BIOATIVIDADE E RESPOSTA
CELULAR IN VITRO

O potencial osteogénico de vidros bioativos com adi¢do de ZnO ja foi alvo de
diversos estudos [16, 119-122]. Oki et al. [120] demonstraram que vidros bioativos de
composicdo equivalente a 64% Si02, 26% CaO, 5% ZnO, e 5% P20s (% em mol),
apresentaram bioatividade e estimularam a proliferacao e aumento da atividade de ALP
em células osteoblasticas cultivadas sobre sua superficie. Entretanto, resultado oposto foi
observado por Lusvardi et al. [119], onde a adi¢do de ZnO (> 8% em mol) em vidros
bioativos de composi¢do 46,2% Si0, 26,9% CaO, 24,325 NaxO, ¢ 2,6% P,0s produziu
efeito negativo na formagao da camada superficial de hidroxiapatita e reduziu a atividade
celular em termos de adesdo, proliferagcdo e diferenciacdo em células osteoblasticas da
linhagem MC3T3-E1. Para Haimi ef al. [121] a presenca de ZnO interfere no perfil de
degradacao de vidros bioativos, reduzindo sua bioatividade, e esse efeito € dependente da
sua concentracao. Também ja foi demonstrado que a adigdo de ZnO em vidros bioativos
atrasa o inicio da nucleagdo de hidroxiapatita ap6s imersdao em SBF [123].

A citotoxicidade de vidros bioativos contendo ZnO j4 foi avaliada em relagdo a
concentragio usada [124, 125]. Foi evidenciado que concentra¢des de Zn*" na faixa de 2
a 8 ppm podem causar danos em osteoblastos humanos via estresse oxidativo [125]. Aina
et al. [124] produziram vidros bioativos de composi¢do 45S5i0,—24,5Na,0-24,5CaO—
6P>05 (% em peso) com a adicdo de 5 e 20% em peso de ZnO em substituicdo ao CaO.
Eles observaram que o vidro bioativo com 5% de ZnO aumentou a adesao e proliferagdo
celular em relacdo ao controle, enquanto que o vidro bioativo com 20% de ZnO aumentou
a adesao de células endoteliais, mas diminuiu sua taxa de proliferacao. Nesse estudo, a
concentracdo de Zn>" liberado no meio de cultura pelo vidro bioativo com 5% em peso
de ZnO foi igual 1,1 ppm e no vidro bioativo com 20% em peso de ZnO foi de 2,7 ppm,

essa ultima considerada toxica para as células.
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Em seus estudos, Balamurugan et al. [16] produziram um vidro bioativo do
sistema CaO-P205-S102—ZnO pela técnica sol-gel, e os resultados demonstraram que a
incorporacdo de 5% em mol de ZnO em substituicdo ao CaO ndo diminuiu sua
bioatividade. Esse estudo também avaliou a biocompatibilidade in vitro, e ficou
demonstrado que a substituicdo de CaO por quantidades limitadas de ZnO no sistema de
vidro bioativo estimulou a proliferacdo celular precoce e promoveu a diferenciagdo. A
bioatividade e biocompatibilidade de vidros bioativos com adi¢do de ZnO ndo estdo
relacionadas apenas a capacidade de formagao de apatita, mas também a liberacdo de
Zn**, ion conhecido por estimular a proliferacio e diferencia¢io de células osteoblasticas
[123].

Estudos demonstram que adicdo de MgO em sistemas vitreos, podem elevar a
reatividade da superficie do material pelo aumento da razao MgO/CaO, e dessa forma
desempenhar um papel importante na bioatividade do vidro. Por outro lado, em alguns
estudos in vitro foi visto que o0 MgO pode ter efeito prejudicial na formacdo de apatita
[126, 127]. Al-Noaman et al. [126] produziram vidros bioativos contendo SiO», CaO,
MgO, ZnO, NaxO, K->0 e P>Os com diferentes concentracdoes de MgO. Eles observaram
que o MgO nao inibe a formacao de apatita, mas diminui a taxa de degradagao do vidro
gradualmente com o aumento nos niveis, retardando a nucleagao e crescimento da apatita.
Porém, mesmo interferindo na formacao da hidroxiapatita os vidros bioativos contendo
MgO exibiram um ambiente biocompativel para fibroblastos humanos. Também ja foi
demonstrado que a taxa de formac¢ao da camada de apatita diminui quando o teor de MgO
esta em uma concentragao molar acima de 7% [128].

Varanasi et al. [129] demonstraram um aumento de marcadores de diferenciagao
celular e atividade osteogénica (ALP, colageno tipo I, Runx2 e osteocalcina) em células
cultivadas em meio de cultura condicionado com produtos de dissolucdo de vidros
bioativos contendo MgO. Entretanto, o aprimoramento da resposta biologica nao foi
claramente atribuido ao efeito do ion Mg?*. Da mesma forma, outros trabalhos onde MgO
foi adicionado na composi¢ado de vidros bioativos, obtiveram como resultado um aumento
da proliferagdo e diferenciagao de osteoblastos [130, 131], da atividade de ALP em
células osteoblasticas fetais humanas [132] e da expressdo de marcadores osteogénicos
em células derivadas de ossos humanos [133], mas a falta de um material controle sem a
presenca de MgO, nesses estudos, gera dividas quanto ao real efeito do Mg**. Brauer et
al. [134] produziram vidros bioativos do sistema P,Os—CaO-NaxO-MgO e testaram se a

biocompatibilidade estava relacionada a taxa de dissolugdo. Para a realiza¢ao dos ensaios
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foram utilizadas células osteoblasticas da linhagem MC3T3-E1 e os tempos de cultivo
foram de 24 e 72 h. Os resultados demonstraram que os materiais contendo MgO
apresentaram uma menor taxa de dissolu¢ao e induziram um aumento significativo da
proliferagado celular.

Viérios estudos in vitro revelaram que a adigcdo de MgO em vidros bioativos
favorece a adesdo celular, a proliferagdo e a diferencia¢do das células osteoblésticas em
comparagdo as amostras de controle [135, 136]. Mesmo que o magnésio reduza o
crescimento de cristais de apatita, ainda pode ser considerado benéfico pois € cofator para
varias enzimas relacionadas a satde oOssea. Além disso, a bioatividade do MgO em
algumas vitroceramicas da Bioverit j4 foi clinicamente confirmada [137].

Vidros bioativos com adigdo de MnO ja foram alvos de alguns estudos. Em um
trabalho realizado por Barrioni et al. [138] foram produzidos vidros bioativos com
sistema CaO—P,05—S10,—MnO, pela técnica sol-gel, e os resultados demonstraram que a
incorporacdo de até 5 mol% de MnO em substitui¢do ao CaO nao alterou sua bioatividade
in vitro. Além disso, os ensaios de citotoxicidade mostraram que os produtos idnicos
provenientes de diferentes concentragdes do vidro contendo MnO geraram um ambiente
favoravel ao desenvolvimento de células osteoblasticas, com preservagao da morfologia
e proliferacdo celular semelhante aos controles sem a presenga de MnO.

Miola et al. [26] propuseram vidros derivados de fusdo com diferentes
quantidades de MnO, e seus resultados demonstraram uma potencial melhora no
crescimento e atividade osteogénica de osteoblastos in vitro. Barrioni et al. [139]
mostraram que os produtos i6nicos de diferentes concentracdes de vidros bioativos do
sistema Si02—P205—CaO-MnO gerou um ambiente favoravel ao desenvolvimento de
osteoblastos. Porém, estudos ja demonstraram que o aumento no teor de MnO em vidros
bioativos reduz a bioatividade ¢ a taxa de dissolucao desses materiais [139, 140]. O MnO
também pode interferir na cristalizacdo dos vidros bioativos, e assim reduzir seu potencial
bioativo, uma vez que dominios cristalinos tendem a reduzir a possibilidade de reagdes
de troca ionica [140, 141]. Isso demonstra que os sistemas de vidro bioativo devem ser
cuidadosamente avaliados, principalmente aqueles com composi¢des complexas, onde a
adicao de 6xidos metalicos como ZnO, MgO e MnO produzem diferentes efeitos tanto na

estrutura como no comportamento celular.
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44 ENSAIO DE BIOATIVIDADE PROPOSTO POR KOKUBO E SUAS
LIMITACOES

O grupo de pesquisa liderado pelo professor Larry Hench [142] foi o primeiro a
observar que vidros bioativos do tipo Bioglass® 45S5, apds serem implantados no corpo,
formavam em sua superficie um filme de fosfato de célcio sobre uma camada de SiO».
Essa camada de fosfato de célcio precipitada na superficie do material implantado foi
considerada fundamental para a ligagdo do material com o tecido 6sseo. Esse mesmo
estudo demonstrou que a formagdo in vivo da camada de fosfato de calcio podia ser
reproduzida in vitro expondo o material a uma solu¢do tampdo de Tris
hidroximetilaminometano e acido cloridrico (solugdo tampao Tris) em pH 7,4.

Semelhante ao observado pelo grupo de pesquisa de Larry Hench, Kitsugi et al.
[143] mostraram que a vitroceramica A—W formava uma camada de fosfato de calcio em
sua superficie quando implantada no corpo, e tal caracteristica permitia a ligacdo do
material com o 0sso. Kokubo et al. [144] identificaram por microdifra¢ao de raios-X que
a camada de fosfato de calcio formada na superficie da vitroceramica A-W era
hidroxiapatita cristalina. Também foi demonstrado que a camada de hidroxiapatita
formada na superficie da vitroceramica A—W podia ser reproduzida in vitro quando em
contato com SBF, mas ndo em solugdo tampao Tris [145]. Kokubo et al. [12] e Filgueiras
et al. [146] confirmaram de forma independente que uma camada de hidroxiapatita se
formava na superficie de vidros bioativos do tipo Bioglass® 45S5 quando em contato
com SBF.

Com base nesses e outros estudos [147, 148] foi proposto que a bioatividade 6ssea
in vivo de um material pode ser prevista examinando a formac¢dao da camada de
hidroxiapatita em sua superficie quando em contato com SBF, e que essa camada ¢
essencial para o material se ligar ao tecido dsseo [31]. Conforme ja descrito no item 3.4,
a camada de hidroxiapatita se forma através de reacdes de troca catidnica do material com
protons do fluido corporal in vivo ou fluido corporal simulado (SBF) in vitro.

A solugao SBF originalmente usada por Kokubo et al. [12] e Filgueiras et al. [146]
ndo continha fons SO4>~, presentes naturalmente no plasma sanguineo humano, e precisou
posteriormente ser alterada [31]. A solugdo SBF ¢ um modelo artificial da parte
inorganica do plasma humano, formado por uma solu¢do supersaturada em relagdo a

fosfatos de calcio. A Tabela 2 apresenta um comparativo entre as concentragdes ionicas
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do plasma sanguineo humano e do SBF convencional estabelecido pela norma ISO

23317,

Tabela 2. Concentragdes i6nicas do plasma sanguineo humano e do SBF.

Concentragao dos ions (mM)

Na* K" Mg**  Ca* CI-  HCOs; HPO4#  SO4*

Plasma
Sanguineo

SBF 142,0 5,0 1,5 2,5 147,8 4,2 1,0 0,5

42,0 5,0 1,5 2,5 103,0 27,0 1,0 0,5

O SBF convencional apresenta um menor contetido de ions carbonato (HCO3")
que o plasma humano, visto que o HCO3™ tende a precipitar na solucdo. Solugdes com
maior teor de HCO3™ ja foram testadas, porém isso influenciou negativamente a
estabilidade do SBF em termos de pH, concentragdo de ions e formacdo de clusters.
Também foi demonstrado que a maior quantidade de ions cloreto nao influencia os
resultados do SBF [149].

Em uma revisdo sistematica realizada em 2006, Kokubo e Takadama [13]
propuseram um método para avaliar a capacidade de um material se ligar de forma direta,
aderente e forte ao tecido 0sseo, por meio do exame da capacidade de uma camada de
hidroxiapatita se formar na superficie de um material quando em contato com SBF. Nesse
estudo eles concluiram que a velocidade em que a apatita se forma na superficie de um
material em contato com SBF pode prever o grau de bioatividade o6ssea in vivo do
material. Ou seja, quanto maior a velocidade em que a apatita se formar na superficie de
um material quando em contato com SBF maior sera a velocidade que esse material ird
se ligar ao osso, tendo em vista que a formacdo de hidroxiapatita em sua superficie
também serd rapida dentro do organismo. Os pesquisadores afirmaram ainda que essa
capacidade ¢ mantida se ndo houver nenhum outro componente (ions ou substancia) em
sua composi¢ao que induz toxicidade ou reagdes imunologicas. Outra questao levantada
nesse estudo foi que além de prever a bioatividade 6ssea in vivo esse método poderia
ajudar na redu¢do do numero de animais utilizados e acelerar a duragao de experimentos
com animais. Esse método tornou-se posteriormente um dos mais utilizados para avaliar

indiretamente a biocompatibilidade dos vidros bioativos [6, 11]. No entanto, o surgimento

I'NBRISO23317 de 08/2017 - Implantes para cirurgia - Avaliagdo in vitro da capacidade de formagdo de
apatita de materiais de implante.
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de uma nova leva de biomateriais com composi¢des complexas colocou em duvida a real
eficicia do ensaio de bioatividade proposto por Kokubo para avaliagio da
biocompatibilidade.

Recentemente, Bellucci ef al. [18] demonstram em seus estudos que nem sempre
uma alta bioatividade in vitro corresponde a uma resposta bioldgica melhorada de células
Osseas. Tal resultado abriu novamente o questionamento sobre a confiabilidade dos
ensaios propostos por Kokubo para se prever a biocompatibilidade de um biomaterial. No
trabalho do Bellucci et al. [18] foram utilizados compositos de vidro bioativo com
diferentes proporcdes de hidroxiapatita e os resultados obtidos nos ensaios de
bioatividade em SBF foram confrontados com a biocompatibilidade desses materiais em
contato com fibroblastos murinos. Por meio do ensaio de bioatividade ficou demonstrado
que os materiais com maior teor de vidro bioativo tiveram uma maior bioatividade, com
pronunciada formagdo de hidroxiapatita na superficie. No entanto, esses mesmos
materiais, com maior teor de vidro, apresentaram piores resultados nos ensaios de
citotoxicidade e proliferagdo celular. O curto periodo experimental e a baixa
complexidade dos materiais estudados configuram-se como fatores limitantes para um
maior aprofundamento nessa questdo. Os autores também destacam que outros fatores
fisico-quimicos dos materiais estdo envolvidos nesse processo. Portanto, varias
evidéncias se acumulam atualmente sugerindo que a capacidade de um material em
formar uma camada de hidroxiapatita em superficie apds exposi¢cdo a SBF nao ¢ suficiente

para comprovar sua real biocompatibilidade.
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CAPITULO 5
METODOLOGIA
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5.1 SINTESE DOS VIDROS

5.1.1 Vidro padrao

Uma formulagdo baseada no vidro bioativo 77S [150, 151] equivalente a 77%
Si02, 14% CaO e 9% P20s (% em peso) ou 80% Si02, 16% CaO e 5% P20s5 (% em mol)
foi preparada pelo método sol-gel e usada como controle (Tabela 3). A sintese do vidro
com tal formulagao teve inicio com a adi¢do de 85,5 mL de etanol absoluto (C2HO) em
81,96 mL de tetraetilortosilicato (Si(OC2Hs)s, TEOS), e essa mistura ficou por 30 min em
agitacdo a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 26,46 mL de agua
deionizada e 1,2 mL de acido acético glacial (CH3COOH). A solu¢do permaneceu sob
agitacdo durante 60 min para completar a hidrolise e policondensacdo do TEOS.
Posteriormente, 6,09 mL de trietilfosfato (OP(OC,Hs)3, TEP) e 17,1 g de nitrato de calcio
tetrahidratado (Ca(NO3)2-4H>0) foram adicionados a solugdo, mantendo um intervalo de
60 min entre cada adicdo. Apds o ultimo reagente ter sido adicionado, a mistura ficou em
agitacdo por mais 60 min para completar a reacdo. A solu¢dao obtida foi mantida em
recipientes fechados a temperatura ambiente por 5 dias para permitir a formagao do gel.
O gel resultante foi seco a 60°C e 120°C por 72 e 48 h, respectivamente. ApoOs a secagem,
o material poroso (xerogel) foi triturado, peneirado e armazenado em ambiente seco. A
sintese foi realizada em triplicata e todos os reagentes utilizados foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (grau analitico > 98%). Todas as sinteses foram realizadas no Laboratdrio

de Biomateriais do Departamento de Ciéncia e Engenharia de Materiais da UFS.

Tabela 3. Composi¢do nominal dos vidros baseados no sistema 80%Si0O; - (16% —x)CaO
- x%MO - 4%P205 (% em mol), com diferentes concentracdes de MO (MO = ZnO, MgO
e MnO).

Composiciao (% em mol)

Amostras
SiO2 P20s CaO ZnO MgO MnO
BV 80 4 16 - - -
BV+Zn 80 4 10 6 - -
BV+Mg 80 4 10 - 6 -
BV+Mn 80 4 10 - - 6
BV+Zn/Mg/Mn 80 4 10 2 2 2
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5.1.2 Vidros contendo ZnO, MgO e MnO

Os vidros contendo MO (MO = ZnO, MgO e MnO) foram sintetizados nas
mesmas condi¢des descritas no item 5.1.2. Entretanto, a quantidade de nitrato de célcio
tetrahidratado (Ca(NOs3)2-4H>O) foi reduzida, enquanto o nitrato de magnésio
hexahidratado (Mg(NO3)2-6H20), nitrato de zinco hexahidratado (Zn(NO3)2-6H20) e
nitrato de manganés (II) hexahidratado (Mn(NO3)-6H>O) foram incluidos na mesma

propor¢ao (Tabela 3).

5.1.3 Tratamento térmico do xerogel

Parte do p6 peneirado obtido do xerogel triturado foi aquecido a 500, 600, 700 e
800°C por 2 h sob uma taxa de aquecimento de 10°C/min. Apds tratamento térmico, as
amostras foram resfriadas ao ar e armazenadas em ambiente seco. As amostras foram
analisadas por difracdo de raios X (DRX) em um difratdmetro SHIMADZU (modelo
XRD 6000) (CuKa A = 1,5405 A) de 20 = 10° a 60° (intervalo de medida de 0,02° e

velocidade de varredura de 2°/min).

5.1.4 Preparagdo das pastilhas de vidro

Uma vez que os vidros bioativos nao sao aplicados na forma de p6, mas de
granulos ou pegas 3D (densas ou porosas), os ensaios de bioatividade e bioldgicos foram
realizados a partir de pastilhas compactadas do p6 dos vidros sintetizados. Para isso,
pastilhas com 9,0 mm de didmetro e 1,5 mm de altura foram preparadas por prensagem
uniaxial a 462,14 MPa, utilizando o xerogel tratado termicamente a 120°C, triturado e
peneirado (325 mesh). Apos prensagem, as pastilhas foram calcinadas a 700°C por 2 h
em uma taxa de aquecimento de 10 °C/min. Um resumo das etapas de preparagdo dos

materiais pode ser visualizado na Figura 8.
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Figura 8. Esquema representativo das etapas de sintese dos vidros, evidenciando algumas

reagoes envolvidas e etapas de pos-processamento das amostras.
5.2 CARACTERIZACAO DOS VIDROS
5.2.1 Composigdo

A composicao elementar dos vidros foi determinada utilizando-se fluorescéncia
de raios X por dispersdo em comprimento de onda (wavelength-dispersive X-ray
fluorescence, WDXRF) em um espectrometro Bruker S8-Tiger 4 kW equipado com
cristais LiF 200, PET, XS-5 e XS-C e calibrado a partir do kit S8 Bruker contendo todos
elementos de interesse e nas mesmas condi¢des de analise das amostras. Os pos tratados
termicamente a 700°C foram analisados sem necessidade de compactagdo em atmosfera
de He. Essa analise foi realizada no Laboratorio de Técnicas de Raios X do Departamento

de Ciéncia e Engenharia de Materiais da UFS.
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5.2.2 Comportamento térmico

As propriedades térmicas dos sistemas vitreos foram estudadas por analise
termogravimétrica (thermogravimetric analysis, TGA) e andlise térmica diferencial
(differential thermal analysis, DTA) usando um equipamento STA 449 F3 Jupiter
(Netsch) do Laboratorio de Andlises Téermicas do Departamento de Ciéncia e Engenharia
de Materiais da UFS. Para a realizagdo das analises foi utilizado aproximadamente 60 mg
dos pos de vidro sintetizados, em uma atmosfera de N> com uma taxa de fluxo de 50 mL
min!. As amostras foram aquecidas em um cadinho de Pt a uma taxa de aquecimento de

10°C/min, da temperatura ambiente a 1100°C.

5.2.3 Evolugdo dos grupos de silicato

Espectroscopia Raman foi usada para acompanhar as alteracdes nos grupos
silicato dos vidros em funcao dos 6xidos incluidos. Os espectros foram registrados usando
um espectrometro Raman HORIBA Jobin-Yvon um laser de 785 nm (40/50 mW) do
L’institut de recherche sur les céramiques da Universidade de Limoges na Franga. Os
espectros foram coletados por 30 s em uma faixa espectral entre 300 e 1300 cm™!. Para
estudar o comportamento dos oxigénios ligantes e ndo ligantes do tetraedro de silicato
(Si04%), a quantidade relativa de estruturas Q" foi obtida pela deconvolugio dos espectros
usando o software OriginPro (2016). As curvas foram ajustadas pela fungdo Gaussiana
considerando-se a existéncia de multiplos picos. As posi¢des de picos assumidas para as

estruturas Q” foram baseadas no trabalho de Sharma et al. [152].

5.2.4 Rugosidade da superficie

Foi feita medicdo da rugosidade de superficie das pastilhas de vidro bioativo
produzidas. Um total de 3 amostras de cada composi¢ao foram analisadas, com 4 medidas
diferentes (71, {2, /3 e /4) em dareas distintas de uma mesma amostra (Figura 9). As
medi¢des foram feitas seguindo as recomendagdes e parametros estabelecidos pela
ASTM D7127-13 [153], utilizando um rugosimetro MITUTOYO SJ-410 do Laboratorio
de Microestruturas e Propriedades Mecanicas do Departamento de Ciéncia e Engenharia
de Materiais da UFS. O raio da ponta do apalpador foi de 2,5 um, e o parametro de
medig¢do escolhido foi o Ra.
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Figura 9. Representagdo da metodologia adotada para realizacdo do ensaio de
rugosidade, onde /1, /2, (3 e /4 correspondem as areas selecionadas para medicdo da

rugosidade de superficie das pastilhas.

5.3 AVALIACAO DA DISSOLUCAO E BIOATIVIDADE IN VITRO

A bioatividade dos vidros foi estudada imergindo-os em uma solugdo de fluido
corporal simulado (SBF) a 37°C por 1 e 7 dias, de acordo com Kokubo ef al. [2]. As
alteragdes topograficas e quimicas na superficie das amostras ao longo do ensaio foram
determinadas por microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de raios
X por dispersdo em energia (energy-dispersive X-ray spectroscopy, EDS) em um
microscopio JEOL JSM-5700 do Laboratorio de Microscopia Eletronica do
Departamento de Ciéncia e Engenharia de Materiais da UFS. A topografia foi observada
usando-se um detector de elétrons secundario sob uma tensao de aceleragao de feixe de 5
kV para evidenciar superficie. As amostras foram previamente revestidas com Au
(aproximadamente 30 nm de espessura) usando-se um sistema de pulverizagao
(sputtering) Denton Vacuum (Desk V). O EDS foi realizado em alta tensao (15 kV) para
garantir a excitacdo de todas as linhas de raios X dos elementos de interesse. Para o EDS,

as amostras foram revestidas com Ag para evitar a sobreposi¢ao tipica entre as linhas de
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emissao de raios X de Au e P, uma vez que o P seria quantificado nas amostras.
Modificagdes estruturais na superficie das pastilhas também foram acompanhadas por
difracdo de raios X com incidéncia rasante (grazing incidence X-ray diffraction, GIXRD),
com angulo fixo de incidéncia de 1°, em um difratometro SHIMADZU XRD 6000 do
Laboratorio de Técnicas de Raios X do Departamento de Ciéncia e Engenharia de
Materiais da UFS.

As concentracdes de SiO4*, PO4>", Ca?*, Zn?', Mg?" e Mn?" foram monitoradas
no meio SBF ao longo do ensaio de bioatividade por espectroscopia de emissao Optica
por plasma acoplado indutivamente (inductively coupled plasma optical emission
spectrometry, ICP-OES) em um espectrometro de emissdao oOptica Varian 720-ES do
Laboratério de Quimica de Agua do Instituto Tecnoldgico e de Pesquisas do Estado de
Sergipe. Aliquotas da solucao de SBF extraidas em cada ponto do tempo foram diluidas
em agua ultrapura (1:10) antes da insercdo no plasma de Ar. A intensidade e o
comprimento de onda de emissdo dos elementos Si, P, Ca, Zn e Mg foram lidos
simultaneamente e sua concentragdo foi calculada a partir de uma curva de calibracdo (R?
>0,91) construida com as seguintes concentracdes padrao: 0,0; 0,1; 0,3; 0,8; 1,0; 2,0; 5,0;

8,0; 10,0; 30,0; 50,0; 80,0 e 100,0 mg L~!. As medic¢des foram realizadas em triplicata.

5.4 COMPORTAMENTO CELULAR

5.4.1 Cultura de células

Os ensaios de adesdo, proliferagdo e diferenciacdo foram realizados utilizando
células de osteossarcoma humano da linhagem MG-63, semelhantes a osteoblastos,
fornecidas pela Universidade Federal Fluminense do Rio de Janeiro (UFF) na Sala de
Cultura de Células do Laboratorio de Biomateriais do Departamento de Ciéncia e
Engenharia de Materiais da UFS. As células MG-63 foram cultivadas em meio de Eagle
modificado por Dulbecco (Dulbecco’s modified Eagle medium, DMEM) (Sigma-
Aldrich), suplementado com soro bovino fetal a 10% (SBF) (Cultilab), L-glutamina a 1%
e penicilina/estreptomicina a 1%. Antes dos ensaios, as pastilhas de vidro bioativo foram

esterilizadas a seco a 180°C por 3 h.
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5.4.2 Adesdo e prolifera¢do celular

A adesdo e proliferacdo celular foram avaliadas usando-se o método do MTT
{brometo de [3—(4,5—dimetiltiazol-2—il)-2, 5—difeniltetrazolio]}. Este método baseia-se
na reducdo do MTT por células vidveis que formam cristais de formazan coloridos,
refletindo o nivel do metabolismo celular. Inicialmente, as pastilhas de vidro esterilizadas
foram distribuidas em placas de cultura de 24 pogos e pré-condicionadas por 2 h em
DMEM suplementado com 10% de SBF e antibioticos em uma incubadora (LS Logen) a
37°C sob uma atmosfera umidificada de 95% de ar e 5% COx.

O meio foi removido e 10° células suspensas em 20 uL de DMEM suplementado
foram inoculadas no centro de cada pastilha de vidro. Apds 1 h, 1000 unL. de DMEM
suplementado foi adicionado a cada pogo, e as placas de cultura foram incubadas
novamente sob condi¢des de cultura de células por 1, 7 14 e 21 dias. Como controle para
o ensaio de adesdo (1 dia), as células foram inoculadas diretamente na placa e cultivadas
em meio DMEM [36, 37]. O meio de cultura foi trocado a cada 48 h. Ap6s cada periodo
experimental, o meio de cultura foi removido da placa e 500 uL. de reagente MTT (Sigma-
Aldrich) foi adicionado em cada um dos pocos da placa. As células foram incubadas
novamente protegidas da luz na mesma condi¢@o por 3 h. Posteriormente, o reagente MTT
foi removido e 500 pL de isopropanol acidificado (HCI a 0,3% de isopropanol) foi
adicionado em cada pogo, por um periodo de 10 min em condi¢des de cultura de células
para dissolver os cristais de formazan. A densidade optica (absorbancia) foi medida em
um leitor de microplacas (Synergy H1 Multi-Mode Reade) do Laboratorio de
Enzimologia do Departamento de Fisiologia da UFS, com um filtro de 570 nm. Foram
utilizadas cinco amostras para cada condicao (n = 5) no ensaio de adesdo e trés (n = 3) no
ensaio de proliferagao.

O ntmero de células nas amostras foi calculado a partir de uma curva de
calibragdo construida pela correlagdo linear entre absorbancia e o ntimero de células MG-
63 crescidas nas placas de cultura. Uma linha de base foi criada considerando a
absorbancia medida nos reagentes puros na auséncia de cristais de formazan. Os
resultados da adesao e proliferagdao foram expressos em % de células semeadas.

Para analises de MEV, ap6s o tempo de incubagdo, as amostras foram lavadas trés
vezes em PBS e fixadas em uma solugdo de glutaraldeido a 4% e p-formaldeido a 2% em
tampdo fosfato 0,1 mol L™! (pH 7,4) por 2 h. As amostras foram entdo desidratadas em

concentragdes crescentes de etanol (15%, 35%, 50%, 70%, 90% e 100%), secas por
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adicdlo de HMDS, seguida de evaporacdo durante a noite e revestidas com Au
(aproximadamente 30 nm de espessura) usando-se um sistema de pulverizagdo
(sputtering) Denton Vacuum (Desk V). As células foram observadas em um microscopio

eletronico de varredura JEOL 5700 sob 5 kV.

5.4.3 Diferenciagdo celular

A diferenciacao celular foi avaliada medindo-se a atividade da fosfatase alcalina
(alkaline phosphatase, ALP) produzida pelas células osteoblésticas ao longo do tempo.
Utilizou-se o procedimento descrito no item 5.4.2. Inicialmente 10* células foram
semeadas no centro de cada pastilha de vidro e cultivadas por 7, 14 ou 21 dias a 37°C sob
uma atmosfera umidificada de 95% de ar e 5% de CO?. O meio de cultura foi trocado a
cada 48 h. Em cada tempo experimental, o0 meio de cultura foi removido e 500 puL de
Triton X-100 (0,5%) e 500 puL de solucdo tampao alcalina de p-nitrofenilfosfato foram
adicionados como substrato (20 mmol L™ de p-nitrofenilfosfato + 100 mmol L
dietanolamina 98% + 10 mmol L' MgCl,, pH 9,5) por 30 min a 37°C. A reagio
enzimatica foi encerrada pela adi¢io de 0,1 mol L! de 4cido etilenodiaminotetracético
(EDTA) e 1 mol L™! de hidréxido de sodio (solugdo stop). A atividade enzimatica foi
determinada por andlise colorimétrica de p-nitrofenol, um produto da hidrélise de p-
nitrofenilfosfato, conhecido marcador de diferenciacdo de células osteoblasticas. A
absorbancia foi medida em um leitor de microplacas (Synergy H1 Multi-Mode Reade)
com um filtro de 405 nm e os resultados foram expressos em valores absolutos de
densidade Optica. Trés amostras para cada condi¢do (n = 3) foram utilizadas para o ensaio

de diferenciagao.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises quantitativas foram realizadas em triplicata, utilizando amostras
obtidas de trés sinteses independentes (n = 3). Os valores foram expressos como média +
desvio padrao. A significancia estatistica dos dados obtidos foi avaliada através da anélise
de variancia ANOVA seguida pelo teste de Tukey. Diferencas de p > 0,05 foram

consideradas estatisticamente insignificantes.
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CAPITULO 6

RESULTADOS E DISCUSSOES
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6.1 INFLUENCIA DOS OXIDOS NA ESTRUTURA DO VIDRO

A composi¢ao elementar dos vidros foi analisada por WDXREF, utilizando-se as
amostras sintetizadas. Os resultados confirmaram a presenga de SiO», P,0Os, CaO, além
de ZnO, MgO e MnO nas amostras em que o CaO foi substituido parcialmente por tais
oxidos (Tabela 4). Os valores medidos foram muito proximos dos valores nominais
(calculados) para trés sinteses independentes, indicando que a sintese ¢ reprodutivel. As
pequenas variacdoes podem estar associadas aos diferentes niveis de hidratacdo dos
produtos quimicos e ao ja conhecido comportamento de evaporagdo de TEP durante o

tratamento térmico [154].

Tabela 4. Composicoes dos vidros sintetizados medidas por WDXRF. Os valores
nominais (calculados) estdo expressos em negrito. Os valores obtidos experimentalmente
estdo representados com seus respectivos desvios padrao referentes a trés sinteses

independentes (n = 3).

Composicao (% em mol)

Amostras
SiO2 P20s CaO ZnO MgO MnO
80 4 16
BV - - -
80,52 £ 1,26 3,39+0,16 16,09 £1,10
80 4 10 6
BV+Zn - -
79,74+0,09 3,41+0,05 1031+0,04 6,61+0,16
80 4 10 6
BV+Mg - -
80,11 £0,24 3,30 = 0,07 10,03 £0,14 6,57 = 0,04
80 4 10 6
BV+Mn - -
80,74+ 0,64 3,31+0,16 10,19+0,31 5,77 +0,17
80 4 10 2 2 2
BV+Zn/Mg/Mn

79,61 +0,05  3,48+0,03 10,42+0,06 2,29+0,03 2,20+0,01 2,01 +0,06

A substituicdo de 6% do CaO pelos oxidos de ZnO, MgO e MnO, tanto
individualmente como em associagdo simultanea, teve como propdsito evidenciar o efeito
dos 6xidos sobre as caracteristicas fisico-quimicas dos vidros, bioatividade em SBF e o
comportamento de células osteoblasticas (MG-63) cultivadas sobre sua superficie, na
tentativa de evitar que surgissem duvidas com relagdo a interferéncia de outros estimulos.
Entretanto, tendo em vista que os efeitos podem variar com relagdo a concentracao [45],
ndo se pode descartar o fato de que essa concentragdo pode até mesmo produzir um efeito

toxico sobre as células.
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O comportamento térmico das amostras na forma de xerogel (antes do tratamento
térmico a 700°C) foi avaliado por TGA (Figura 10) e DTA (Figura 11). As curvas de
TGA obtidas podem ser divididas em duas zonas distintas de perda de massa (I e II) para
todas as amostras. A primeira perda de massa ocorreu em torno de 150°C e foi atribuida
a remogao de agua/umidade e etanol fisicamente adsorvidos [34]. Este ¢ um processo
endotérmico tipico e pode ser confirmado pelas curvas de DTA nessa mesma regido de

temperatura.
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Figura 10. Anélise termogravimétrica (TGA/DTG) dos xerogéis sintetizados®. Os
principais eventos de perda de massa estdo representados nas curvas como regides

designadas I e II.

O segundo evento de perda de massa ocorreu entre 200 e 300°C e foi associado a
remogao de dgua quimicamente adsorvida e a degradacao térmica de residuos organicos
e grupos nitrato [154]. Um pico exotérmico foi observado nas curvas de DTA na mesma
regido de temperatura. A partir de 650°C, a perda de massa pode ser considerada

insignificante, uma vez que a variacdo de massa a partir dessa temperatura ¢ menor que

2 OBS: os pontos iniciais das curvas foram alterados nos graficos para uma melhor visualizagio, evitando
superposicdes; considere todas as curvas de TGA e DTG iniciando nos valores 100% e zero,
respectivamente.
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5% para todas as amostras, indicando uma completa remocao dos residuos (4gua, etanol

e nitratos).
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——BV+Zn
—BV
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[

| | | | |
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Temperatura (°C)
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Figura 11. Analise térmica diferencial (DTA) do p6 das amostras (xerogel) apos secagem
a 120°C. a e b representam eventos exotérmicos relacionados a cristalizagdo e as areas

demarcadas por linhas tracejadas representam as regides em que ocorre a 7, para cada

amostra.

Com base na analise dos eventos exotérmicos ou endotérmicos evidenciados pela
analise de DTA foi possivel determinar a temperatura de transicdo vitrea (7)) e as
temperaturas de cristalizacdo (7¢) dos vidros produzidos (Figura 12). Esses eventos
térmicos sao caracterizados pelo inicio da mudancga do fluxo de calor (onset), ponto médio
(midpoint), término da mudanga do fluxo de calor (endsef) e por mudanca de fluxo de
calor de evento. Os valores de T, extraidos da regido do ponto médio (midpoint) e os
valores de 7. extraidos da regido referente a temperatura de pico (Tpeak) de cada evento

de cristalizagdo estao apresentados na Tabela 5.
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Figura 12. Determinacdo da temperatura de transicdo vitrea (7g) e temperatura de
cristalizacao (7¢) com base na analise térmica diferencial (DTA). Onde: mid point indica
o ponto médio da regido da Ty, Tonset indica o inicio do evento térmico, Tofser indica o

término do evento térmico e Tpeak representa a temperatura de pico.
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Os resultados demonstram que para as amostras nas quais o CaO foi substituido
pelos 6xidos metalicos de ZnO, MgO e MnO a T, ocorreu em torno de 720°C. No entanto,
para o material controle a 7, ultrapassou os 800°C. As temperaturas de cristalizacao (7¢)
também diminuiram com a adi¢do de ZnO, MgO e MnO. A adicao de ZnO (BV+Zn)
promoveu a maior queda na 7c, com uma diferenga de 117°C em comparacao com a
amostra BV em que o CaO nao foi substituido. A amostra BV+Mn apresentou resultados
semelhantes aos observados em BV+Zn, apresentando uma redugdo de 113°C na Tc em
comparacao com BV. A amostra BV+Mg apresentou uma redugdo de 96°C na 7. quando
comparada a BV, sendo a amostra com menor reducao da 7. A amostra BV+Zn/Mg/Mn
teve a 7T¢ reduzida em 108°C em comparagdo a BV, demonstrando que o ZnO e MnO

exercem maior influéncia na reducgdo de 7. que o MgO.

Tabela 5. Temperatura de transicao vitrea (7g), temperatura de inicio da cristalizagdo (73)

e temperaturas de cristalizagdo (7¢) obtidas por andlise térmica diferencial (DTA).

Temperatura de cristalizagao (°C)

Amostras T: (°O) Tc
f a b
BV 828 868 883
BV+Zn 711 770 794 929
BV+Mg 732 799 824 997
BV+Mn 715 758 806 923
BV+Zn/Mg/Mn 720 793 808 967

Os resultados de DTA foram comparados com os padroes de DRX obtidos das
amostras tratadas termicamente a 500, 600, 700 e 800°C (Figura 13). Até 700°C todas as
amostras apresentam caracteristicas de difracdo de vidro amorfo, com halos largos tipicos

de vidros de silicato entre 15° ¢ 35° [155].
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Apo6s serem tratadas a 800°C, alguns picos referentes ao surgimento de fases
ordenadas (cristalizacdo) podem ser observados nas amostras de BV+Zn, BV+Mn e
BV+Zn/Mg/Mn. As fases cristalinas p-tridimita (SiO2; 38126-ICSD) [156],
hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2; 151414-ICSD) [156] e silicato de calcio (CaSiO3 =
40658-1CSD) [157] foram identificadas. Essas fases ja foram descritas em sistemas
vitreos ap6s tratamento térmico [34, 158, 159]. Além disso, também foi encontrada a
willemita (Zn>SiOg4; 2425-ICSD) [160], o que ¢ tipicamente observado durante a
cristalizacao de vidros de silicato contendo ZnO acima de 720°C. Nas amostras BV ¢
BV-+Mg, nao foi possivel observar picos de difragdo em nenhuma das temperaturas
testadas, indo de acordo com os resultados de DTA, onde para essas amostras a
temperatura referente aos eventos de cristalizagdo ultrapassou 800°C.

Os achados das analises de DRX sdo mais um indicativo de que a 7 se encontra
em temperaturas entre 700°C e 800°C para as amostras em que o CaO foi substituido pelos
oxidos metalicos. Portanto, a diminui¢do da 7, induzida pela presenga de Oxidos
metalicos aumentou a mobilidade das cadeias de silica, promovendo a cristalizacdo em
temperatura mais baixas. A susceptibilidade a cristalizagdo promovida pelos 6xidos pode
ser classificada em: ZnO > MnO > MgO > CaO.

Para confirmar o estado ndo cristalino da superficie das pastilhas apos o
tratamento térmico, utilizou-se a técnica de difracdo de raios X com incidéncia rasante
(GIXRD) (Figura 14). Uma vez que o comportamento de osteoblastos humanos vai ser
avaliado via cultivo direto sobre a superficie de pastilhas dos vidros em questao, torna-se
imprescindivel confirmar se o estado ndo cristalino observado no bulk das amostras
também se repete na superficie, tendo em vista que a cinética de cristalizagao de superficie

pode ser distinta do bulk [116].
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Figura 14. Difragdo de raios X com incidéncia rasante (GIXRD) da superficie dos vidros

tratados termicamente a 700°C.

Com base nos padrdes obtidos por GIXRD ¢ possivel afirmar que apds o
tratamento térmico a 700°C a superficie das pastilhas de todas as composi¢des continuam
apresentando desordem tipica de uma fase ndo cristalina. Em geral, a cristalizagdo de
vidros bioativos apos tratamento térmico pode reduzir sua bioatividade, pois a presenca
de fases cristalinas reduz a solubilidade e reacdes de troca idnica em ambientes
fisiologicos [161].

Os espectros de Raman das amostras de vidro produzidas sdo mostrados na Figura
15. Mudangas na mobilidade das cadeias podem ser explicadas geralmente por
modificagdes estruturais na disposi¢do das unidades tetraédricas de silicato SiO4* (Q")
que formam as cadeias de silicato. Nas estruturas Q”", n refere-se ao numero de oxigénios
ligantes (BO) por tetraedro de silicato. As bandas vibracionais localizadas em 430, 490 e
600 cm™' foram atribuidas aos modos de estiramento das estruturas wi, D; e D> na rede

vitrea (Figura 16) [162—165].
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Figura 15. Espectros Raman dos vidros tratados termicamente a 700°C demonstrando as

bandas vibracionais de silicato.

Bandas Raman presentes na regido de 800-1100 cm™! foram atribuidas a vibragio
assimétrica do tetraedro de SiO4 [166]. Grupos Si—~O-H também podem estar presentes
nessa faixa espectral, porém sua localizagdo ¢ comprometida, pois eles aparecem na
mesma faixa de alguns dos sinais mencionados acima [165]. Bandas centradas em 800,
950 e 1060 cm™' estdo associadas as unidades de silicato Q', Q? e Q°, respectivamente
[158]. A banda presente em 960 cm™' também pode ser atribuida a vibragdes do modo
v(P-O) de unidades PO4+*~ presentes no vidro bioativo 77S [165]. Devido a grande
quantidade de SiO> presente na composi¢ao do vidro o modo de estiramento v(Si—O) a
950 cm™! foi predominante. A atribui¢iio de grupos tetraédricos de SiO4 e fosfato esta de

acordo com a literatura [16, 167].
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Figura 16. Representacao das estruturas wi, D1 e D2, onde wy refere-se as vibragoes dos
grupos Si—O-Si presentes em anéis com cinco ou mais unidades Q*, D anéis com quatro
unidades Q* e D, anéis com trés unidades Q*. Esferas amarelas representam os 4tomos de

silicio (Si), esferas vermelhas significam presenca de oxigénio ligante (BO).

Para estimar a quantidade relativa de unidades de silicato Q” em cada amostra, as
curvas de Raman entre 750 e 1100 cm™' foram deconvoluidas e os espectros corrigidos
foram entdo ajustados com picos gaussianos atribuidos a vibragdes individuais de acordo
com a literatura (Figura 17) [152]. A area sob esses picos fornece estimativas da
quantidade relativa de unidades estruturais Q', Q* e Q* na amostra em valores percentuais

(Figura 17, canto inferior direito).

72



Ql
Q2
Q3
—~
[a+]
2 BVMg
o r=0,997
S]
<
-3
‘7
o
& ]
C AN : : :
800 900 1000 1100 ~
BV+Zn/Mg/Mn 2
< L60=
=0,997 £
o
,400
3
1202,
<
‘/Vm\‘ o
800 900 1000 1100 48 % o 0
% A5 4>§\ Qé ~
) ) (\}\\
X
Q)A

Figura 17. Deconvolucdo dos espectros Raman e teor relativo das unidades estruturais

Q,Q’eQ’.

Através da deconvolucdo dos espectros de Raman, ¢ possivel observar que antes
da substitui¢io do CaO por ZnO, MgO ou MnO (amostra BV), as unidades Q? e Q° eram
predominantes. Apds a substituicdo, as unidades Q° reduziram enquanto Q* e Q!
aumentaram. Esse resultado sugere que a adi¢dao de 6xidos na rede de vidro rompeu as
ligagdes covalentes de silicato Si—O-Si, levando a formacdo de oxigénios nao ligantes
(nonbridging oxygens, NBO). Os valores absolutos utilizados para o calculo percentual

de Q', Q% e Q° e valores de 7 estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Valores absolutos da area sob os picos (A) utilizados para o calculo percentual
da quantidade relativa de unidades estruturais Q', Q? e Q* e valores de 7, obtidos pela

deconvolucdo gaussiana dos espectros de Raman utilizando o software OriginPro 2016®.

Equacao Y =y0 + A/(w*sqrt(Pl/(4*In(2)))) * exp(-4*In(2)*(x-xc)"2/Ww"2)
Amostras Pico 1 Pi?o 2 Pico 3 v
BY e oo mwesl 09
BViZn i aaenmese 9%
BViMs  “lgle sy seoss 09
BViMn UGk assmo amds) 09
o L T

De acordo com o modelo de Rede Aleatéria Continua (continuous random
network, CRN) proposto por Zachariasen-Warren [56, 168] e a Teoria de Redes proposta
por Dietzel [59], os elementos podem ser classificados como modificadores de rede (F =
0,1 - 0,4 ), intermediarios (¥ = 0,5 - 1,0) e formadores de rede (¥ = 1,3 - 2,0) de acordo
com a intensidade do campo (/). Em nossas amostras, o Ca (F = 0,33) foi substituido por
Zn (F = 0,43), Mg (F = 0,45) ou Mn (F=0,40), todos ainda classificados como
modificadores de rede [18, 26]. Sabe-se que os modificadores agem rompendo a rede
tridimensional continua de vidro, diminuindo a quantidade dos oxigénios ligantes
(bridging oxygens, BO) e, consequentemente, formando NBO. A Figura 18 relaciona os
valores ponderados da energia de dissociagdo de cada vidro produzido neste estudo com

seus valores de Q! e Te.
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Figura 18. Relacdo entre a energia de dissociacao de cada sistema vitreo com seus valores

de Q!, Ty e T..

Pode-se observar que a entrada de elementos metélicos na rede reduz a energia de
dissociagao do vidro, o que acaba diminuindo a 7: e, a0 mesmo tempo, ocorre um
aumento das unidades Q. Isso demonstra a correlacdo entre os resultados acima
discutidos.

Nesse estudo o Ca (F=0,33) foi substituido por Zn (F=0,43), Mg (F£=0,45) e Mn
(£=0,40), todos considerados modificadores de rede [18, 26]. A adicao de elementos
modificadores na rede produz a quebra das ligagdes covalentes Si—O do silicato a
formag¢ao dos chamados oxigénios ndo ligantes (NBO). Na Figura 17 fica demonstrado o
efeito da adicdo dos 6xidos modificadores na reducio da T. e das ligagdes do tipo Q'.
Quanto maior a concentragao desses elementos modificadores, maior a formagao de NBO
[169]. Com a substituicdo de CaO por ZnO, MgO e MnO ocorre um aumento na
quantidade da fase amorfa separada, resultado da quebra de ligagdes do tipo Si—O-Si,

aumentando o nimero de NBO [170], e consequentemente, reduzindo a 7. do material.
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Além disso, outra explica¢ao para uma diminui¢ao da 7. dos materiais produzidos
¢ a menor forga de ligacdo do Zn—O [85, 171], Mg-O [85, 172] e Mn—O [26] recém

formadas quando comparadas a Si—O.

6.2 INFLUENCIA DOS OXIDOS NA BIOATIVIDADE

A bioatividade das amostras foi avaliada diretamente pelas transformagdes
morfologicas (Figuras 19-23) e composicionais (Figura 24) da superficie dos vidros
produzidos apds imersdo em SBF por 1 e 7 dias. As imagens de MEV adquiridas
demonstram que a superficie da amostra controle (BV) foi completamente modificada
apods 7 dias de imersdo em SBF, apresentando aglomerados globulares depositados em
sua superficie. Nas demais amostras, tais modificagdes ndo foram observadas. A andlise
elementar da superficie da superficie da amostra BV realizada por EDS mostra um
aumento nas quantidades de P.Os e CaO na superficie dessa amostra, indicando a
deposi¢@o de uma camada formada basicamente por fosfato de calcio. Por outro lado, a
quantidade de SiO> presente na superficie de BV diminuiu apds 7 dias de imersao, sendo
mais um indicativo da precipitacdo da camada de fosfato de calcio na superficie da
amostra, dificultando a detec¢ao das camadas mais inferiores do vidro. Nas amostras em
que o CaO foi parcialmente substituido pelos 6xidos metalicos esse comportamento nao

foi observado.
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Figura 19. Imagens de MEV da superficie de BV antes e apos 1 e 7 dias de imersdo em

SBF. Setas amarelas: aglomerados de fosfato de célcio.
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Figura 20. Imagens de MEV da superficie de BV+Zn antes e ap6s 1 e 7 dias de imersado
em SBF.
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Figura 21. Imagens de MEV da superficie de BV+Mg antes e apds 1 e 7 dias de imersao
em SBF.
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Figura 22. Imagens de MEV da superficie de BV+Mn antes e ap6s 1 e 7 dias de imersao
em SBF.
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Figura 23. Imagens de MEV da superficie de BV+Zn/Mg/Mn antes e apos 1 e 7 dias de

imersdao em SBF.
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Figura 24. Concentra¢do molar de CaO, P,0Os e SiO> das superficies de BV, BV+Zn,
BV+Mg, BV+Mn e BV+Zn/Mg/Mn antes e apoés 1 e 7 dias de imersdo em SBF,
determinada por EDS.

As anélises GIXRD mostraram a formacao de picos importantes em torno de 25,9°
e 31,8° apenas na amostra de BV (Figura 25). Esses picos sdo caracteristicas dos planos
de difracdo da fase cristalina hidroxiapatita (0 0 2) e (2 1 1) [173], e o alargamento do
pico indica a formagao de nanocristais de hidroxiapatita de baixo ordenamento, tipicos de
biomineralizagao em presenga de SBF [156, 174]. Portanto, a presenca de ZnO, MgO e
MnO nas amostras, tanto de forma individual como simultanea, inibiu o processo de

precipita¢do da hidroxiapatita e, consequentemente, a bioatividade.
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Figura 25. Difragdo de raios X com incidéncia rasante (GIXRD) da superficie dos vidros

ap6s 7 dias de imersao em SBF. Os principais planos associados a uma fase de

hidroxiapatita de baixo ordenamento sao descritos nos padroes GIXRD da amostra BV.
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Alguns estudos demonstraram que a adi¢do de 6xidos metalicos (ZnO, MgO e
MnO) em vidros bioativos e a consequente liberagido de seus respectivos cations (Zn*",
Mg?" e Mn?") no meio aquoso (mesmo em baixa concentragio) pode inibir a precipitacio
de apatita [16, 138, 175]. A competi¢ao desses elementos na sua forma idnica apos a
dissolugao dos vidros parece interferir nas reagdes de precipitacao da camada superficial
da hidroxiapatita [16, 175]. A adi¢do de 6xidos metalicos em vidros bioativos também
pode reduzir sua dissolugdo e, consequentemente, a formag¢do da camada de
hidroxiapatita ¢ prejudicada [33, 125, 139].

A concentragdo de espécies i0nicas liberadas apos a imersao de 1 e 7 dias das
pastilhas de vidro em meio SBF foi monitorada por ICP-OES (Figura 26). Variagdes na
concentragdo dos ions durante o teste de bioatividade podem ser usadas como um método
indireto para entender os processos que estao ocorrendo na superficie do vidro. Primeiro,
como o vidro ¢é parcialmente solavel, é esperado um aumento inicial nos fons SiO4*-, Ca**
e PO+* na solugdo. Assim, a camada de apatita pode se formar na superficie do vidro
bioativo como consequéncia da difusdo dos ions Ca*" provenientes da dissolu¢do do
vidro, bem como do proprio SBF, formando uma camada de silica amorfa e subsequente
migragdo dos ions POs*~ e Ca?" para a superficie [138]. Os grupos Si—OH presentes na
superficie do vidro bioativo sdo diretamente responsdveis nucleagcdo heterogénea da
apatita, uma vez que criam condigdes para que os ions Ca?* migrarem para aquela regido
[176]. As concentragdes de Zn**, Mg?" e Mn?* também foram monitoradas para avaliagio
do papel desses ions em um possivel efeito ativador ou inibitorio na formagao de apatita.
Além disso, a relevancia em se estudar os produtos de dissolugdo io6nica dos vidros
bioativos ndo esta relacionada apenas a formacdo da camada de hidroxiapatita, mas
também pela atuagao desses ions como estimulantes do crescimento e diferenciacao de
osteoblastos em nivel genético [177].

A quantidade de SiO4* aumentou ao longo do tempo de imersio, especialmente
para as amostras que o CaO foi parcialmente substituido por ZnO, MgO e MnO. Além
disso, a quantidade de Zn*", Mg*" e Mn?" também aumentaram na solucdo SBF para as
amostras contendo os respectivos ions. Como o meio SBF nio possui SiO4*, Zn** e Mn**
em sua composicao [13], podemos considerar que a deteccao desses ions no meio,
especialmente o ion SiO4*", estd associada ao processo de dissolucdo do vidro. As reacdes
de dissolucao comecam logo apds a imersao do vidro bioativo em SBF pela reagdo entre
a agua e as unidades tetraédricas de SiO4 das cadeias de silicato. A ruptura induzida pela

hidratacdo dessas cadeias de silicato causa a liberacdo de SiOs* soluvel ou mesmo
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pequenas cadeias de silicato no meio [34]. A presenga do ion Mg?" em todas as amostras

ocorre devido a sua presenga na composi¢cdo do meio SBF [13].
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Figura 26. Concentragdes de ions SiO4*, Ca*", PO+*, Zn?", Mg?" e Mn*" no meio SBF

antes e apds a imersao das amostras de vidro por 1 e 7 dias determinada por ICP-OES.

De acordo com a diminui¢do de 7, (Tabela 5 e Figura 11) e o aumento de NBO

(Figura 17), discutidos anteriormente, a presenca de ZnO, MgO e MnO contribuiu para o

aumento da solubilidade dos vidros. Além disso, a quantidade de Ca?" diminuiu no

decorrer do tempo experimental para todas as amostras, mas apenas na amostra BV a

quantidade de PO4*>~ diminuiu junto com os niveis de Ca?". Esse achado indica que os

ions Ca?" e POs*foram capturados pela superficie da amostra BV para formar uma

camada de hidroxiapatita pouco cristalina, como foi observado pelos resultados de MEV

(Figuras 19-23), EDS (Figura 24) e GIXRD (Figura 25). Como os ions PO4*~ foram
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constantemente liberados nas amostras contendo ZnO, MgO e MnO, pode se sugerir que
a presenga desses 6xidos, ou seja, a presenca de seus respectivos cations na solugao SBF,
evitou a captura dos ions PO4>~ pela superficie dos vidros bioativos, prejudicando a
formacdo da camada de hidroxiapatita.

Como pode ser observado, a concentracdo de ions SiO4* apos 1 dia de imersdo é
quase a mesma para todas as amostras. No entanto, apos 7 dias, a amostra de BV teve
uma redugio significativa na liberacdo de SiO4* quando comparada as outras amostras.
A reducdo da liberagdo de fons SiO4* vista em BV, ocorre provavelmente devido a
barreira que a camada de fosfato de calcio formada na superficie dessa amostra produz,
dificultando, portanto, a dissolu¢cdo do material. Para outras amostras em que a camada
de fosfato de calcio nio foi precipitada a liberagdo de SiO4* continua ocorrendo com o
passar dos dias.

Como descrito anteriormente, apos imersao no SBF, os grupos siloxanos (Si—O—
Si) na superficie do vidro bioativo sofrem hidrdlise, formando grupos silanois (Si—OH),
com densidade de carga negativa em pH alcalino. Esses grupos podem atrair ions Ca?",
levando a precipitacdo de uma camada positiva rica em Ca?". Essa camada positiva atrai
ainda fons POs*~ negativos, formando um fosfato de célcio amorfo que cristaliza
gradualmente em apatita na superficie do vidro bioativo [14]. Os resultados indicam que
a presenca de ZnO, MgO e MnO inibiu a nucleacdo de fosfato de calcio, ndo interferindo
necessariamente na captura de Ca’' pela superficie negativa do vidro bioativo. A
biomineralizag¢ao do fosfato de célcio € conhecida como um processo de cristalizagdo nao
classico, no qual clusters ou aglomerados nanométricos de calcio sdo formados antes da
nucleagdo eficaz dos blocos de fosfato de calcio [178, 179]. Dessa forma, os agentes
inibitorios podem agir evitando a formacao inicial de aglomerados de Ca®" ou até mesmo
evitando a cristalizagao de fosfato de célcio [180]. Ao que tudo indica, ocorreu a formagao
de clusters de célcio na superficie das amostras utilizadas nesse estudo, evidenciado pela
reducdo gradual nos niveis de ions Ca**, contudo a presenga dos ions Zn**, Mg?* e Mn*"
produziu um efeito inibitorio na nucleagdo do fosfato de calcio.

Estudos apontam o Mg?* como conhecido agente inibidor da biomineralizagdo de
fosfato de calcio [127, 181]. J4 foi demonstrado que Mg pode atuar retardando a
formacao de aglomerados de calcio e também estabilizando a fase amorfa do fosfato de
calcio, evitando sua cristalizagdo ao longo do tempo [126, 182]. Mesmo estando presente
em baixa concentragio na composi¢io do SBF, os ions Mg?" ndo interferiram na

precipitacdo de fosfato de calcio na amostra BV. No entanto, na amostra BV+Mg, sua
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concentracdo aumentou significativamente ao longo do tempo, até provavelmente atingir
o limite inibitério, evitando a precipitagio. O Zn** e 0 Mn** também sio conhecidos por
reduzir a bioatividade de vidros bioativos, evitando a precipitagdo de fosfato de célcio
[107, 138, 175, 183]. De forma similar ao que ocorre com os ions Mg", acredita-se que
os ions de Zn** e Mn** (todos exibindo raios idnicos significativamente menores que os
do Ca®") entram na estrutura dos pré-nucleos de fosfato de calcio, distorcendo-os e
criando uma desordem estrutural que impede o crescimento de cristais de apatita [107,
138, 183, 184]. Nos cristais pré-formados, a adsor¢do preferencial de Zn** no plano (0 0
0 1) da hidroxiapatita impede seu crescimento [122].

A substituicdo parcial de CaO por ZnO, MgO e MnO levou a um aumento na
dissolucdo do vidro, entretanto, resultou na diminui¢do na precipitacdo de apatita e,
consequentemente, da bioatividade. A principal questao levantada neste trabalho de tese
¢ se essa diminuicdo da bioatividade poderia realmente comprometer o comportamento
osteoblastico ou se a presenca de Zn**, Mg?* e Mn?*' em solugio compensaria a
diminuicdo da bioatividade ao estimular diretamente as células osteoblasticas,

especialmente seus comportamentos de adesao, proliferacao e diferenciagao.

6.3 INFLUENCIA DOS IONS Zn?**, Mg®>* e Mn>* NO COMPORTAMENTO
OSTEOBLASTICO

Para o estudo do comportamento bioldgico foram usadas células de osteossarcoma
humano (MG-63), que tem caracteristicas de osteoblastos imaturos, uma vez que sao
particularmente sensiveis as ceramicas bioativas para regeneragdo 0ssea [185]. A adesdo
celular apds o contato de 24 h com os vidros bioativos foi avaliada medindo-se a atividade
celular via MTT (Figura 27), conforme descrito no item 5.4.2. Como a proliferacdo de
células MG-63 ¢ considerada desprezivel até 24 horas ap6s a semeadura, o percentual de
cé¢lulas medidas nas superficies reflete diretamente a eficiéncia de adesdo em cada
amostra. O grupo CTL+, no qual as células foram inoculadas diretamente na placa de
cultura e cultivadas em meio DMEM, foi considerado como adesdo de 100%. Valores
percentuais de adesao maiores que 100% indicam que um niimero maior de células aderiu

na superficie das amostras em relagdo ao grupo CTL+.
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Figura 27. Eficacia de adesdo celular in vitro nas amostras pelo ensaio MTT com células
da linhagem MG-63 ap6s 24 horas de incubagao. *diferenca significativa (n =5; p <0,05)
em comparacdo ao grupo CTL+. **diferenca significativa (n = 5; p < 0,05) em

comparacao a amostra BV.

Comparando grupo CTL+ com os materiais em estudo, fica demonstrado os
grupos contendo as amostras BV e BV+Mg apresentam uma eficdcia de adesdo
significativamente maior, indicando que uma maior quantidade de células aderiu na
superficie dessas amostras. A adesao foi ainda mais pronunciada nas amostras BV+Mg
do que nas amostras BV. Se a adesao celular observada nas amostras BV ocorreu devido
a sua bioatividade (onde ocorreu precipitacao efetiva de hidroxiapatita), a maior adesdo
observada nas amostras BV+Mg deve estar associada a presenca de MgO, uma vez que
nao ocorreu precipitacao de hidroxiapatita nessa amostra. Isso significa que, mesmo na
auséncia de bioatividade, os ions Mg?" presentes nas amostras BV+Mg foram capazes de
estimular a adesao dos osteoblastos. Este resultado ¢ extremamente relevante e apropriado

por demonstrar que a bioatividade ndo pode ser inequivocamente associada a uma boa
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resposta osteoblastica. O papel dos ions Mg?* nesse caso foi determinante para a maior
adesdo celular medida nas amostras de BV+Mg. Fazendo a mesma comparagdo para a
eficacia de adesdo nos grupos das amostras BV+Zn, BV+Mn e BV+Zn/Mg/Mn, ficou
demonstrado que estes nao tiveram diferenga significativa quando comparadas ao grupo
CTL+. Entretanto, o grupo contendo as amostras BV+Zn apresentou uma eficacia de
adesao significativamente menor quando comparada ao grupo contendo as amostras BV,
indicando que a auséncia da camada de hidroxiapatita (sem bioatividade) na amostra ou
mesmo a presenca dos ions Zn** na composi¢io de vidro ou no meio aquoso prejudicaram
a adesdo celular. Os grupos contendo as amostras BV+Mg ¢ BV+Zn/Mg/Mn nao
apresentaram diferenca significativa comparadas ao grupo BV, e dessa forma podemos
assumir que mesmo na auséncia da camada de hidroxiapatita esses materiais ainda foram
eficazes na adesdo celular. Assim, os ions Mn?" e a associagio dos ions Zn**, Mg?" e Mn**
podem estar diretamente envolvidos nos processos biologicos controladores da adesao
celular.

Zreiqat et al. [101] demonstraram que a adesdo de células derivadas de ossos
humanos (human bone-derived cells, HBDCs) foi aumentada pela presenca de ions Mg?*
em uma superficie cerdmica modificada com AlOs. Eles mostraram que as células
expressavam niveis significativamente aumentados de receptores de integrinas B1-, a5p1-
e 03B1- em comparagdio com as células que crescem na auséncia de ions Mg?*. Acredita-
se que a presenca de Mg?" melhore a expressio de proteinas envolvidas na adesdo celular,
como colageno tipo 1, FAK, vitronectina e fibronectina [101, 186]. Sabe-se que a adesao
celular ¢ extremamente dependente da conformacgdo de proteinas séricas adsorvidas
[187]. Recentemente, Huang et al. [188] mostraram que uma hidroxiapatita contendo
Mg?* poderia gerar um ambiente quimico favorivel para induzir variagcdes na
conformagdo e/ou orientacdo de proteinas adsorvidas na superficie, influenciando
positivamente o comportamento celular. Eles mostraram que a proteina Ossea
morfogenética do tipo 2 (BMP-2) preservou amplamente sua estrutura proteica ativa,
evidenciada por nos de cisteina (cysteine-knots), mais estaveis quando na presenga de
Mg?*. Os nés de cisteina sdo compostos de trés pontes dissulfeto entrelacadas com seis
residuos de cisteina no total, e sdo encontrados em varias proteinas com ampla gama de
fungdes celulares, fornecendo estabilidade a estrutura geral da proteina.

Para avaliar mais claramente o efeito dos ions metélicos sobre o comportamento
celular, foram realizados ensaios de proliferagao e diferenciagcdo celular durante 7, 14 ¢

21 dias, e os resultados s@o mostrados na Figura 28. O grupo contendo amostras de BV
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foi usada como controle positivo e comparado com os outros grupos nos quais as amostras

tiveram a substitui¢do parcialmente do CaO em sua composi¢ao.
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Figura 28. (a) Proliferagdao e (b) atividade de fosfatase alcalina de células MG-63
cultivadas sobre amostras por 7, 14 e 21 dias. *diferenca significativa (n = 3; p < 0,05)
em comparagdo a amostra BV. **diferenca significativa (n = 3; p <0,05) em comparagao
ao tempo experimental anterior.
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Apo6s 7 dias de ensaio, a quantidade de formazan produzida pelos osteoblastos
cultivados em contato com a superficie das amostras BV, BV+Zn e BV+Mg foi
significativamente maior que nas amostras BV+Mn e BV+Zn/Mg/Mn, enquanto a
diferenca entre o nimero de células proliferadas sobre as amostras BV, BV+Zn e BV+Mg
nao foi estatisticamente significante (Figura 28a). Apo6s 14 dias, somente os grupos
contendo as amostras BV ¢ BV+Mg tiveram um aumento significativo no numero de
células quando comparados aos outros trés grupos de amostras.

Mesmo que o Zn?>" tenha diminuido a eficacia da adesdo apds 24 h, apos 7 dias a
presenca desse O0xido pareceu ndo interferir na proliferagcdo celular. No entanto, apo6s 14
e 21 dias, a proliferagio foi fortemente comprometida pela presenca de Zn?*, exibindo
uma curva de proliferagdo descendente. J& as amostras BV+Mn e BV+Zn/Mg/Mn,
mesmo apresentando bons resultados no ensaio de adesdo celular, apresentaram forte
inibi¢do da proliferagdo celular. Isso demonstra que a presencga de 6% de MnO de forma
individual ou simultaneamente associado com ZnO e MgO, na proporcao de 2% para cada
oxido, prejudicou o desenvolvimento celular, evidenciando um possivel efeito citotoxico
a longo prazo para com as células. Alguns estudos ja demonstraram que o Mn** pode
apresentar citotoxicidade dependendo de sua concentragdo [189, 190]. Podemos também
observar que o efeito inibitorio do Mn?* sobre a proliferacdo celular se sobressai em
relagdo ao Zn*" e Mg?", tendo em vista que mesmo na menor concentragio ele suprimiu
a proliferacdo celular, antagonizando o efeito do Mg?" sobre as células.

Resultados semelhantes foram observados por Westhauser et al. [191] ao
estudarem duas concentragdes diferentes (0,1 e 1 mg mL™") de nanoparticulas de vidro
bioativas mesoporosas baseadas no sistema Si02—P20s5—CaO contendo até 5% em mol de
MnO. Na concentragdo mais baixa, a amostra contendo MnO melhorou a viabilidade das
células em comparacao com o grupo controle a partir do terceiro dia de ensaio. Entretanto,
a concentragdo de 1 mg mL™! reduziu a viabilidade celular. No decorrer do ensaio foi visto
que a amostra contendo a maior concentracdo de MnO teve um efeito citotoxico
significativo ap6és 14 e 21 dias de ensaio. Os autores ponderam que o efeito citotoxico
ocorreu devido a continua liberagio de Mn?" e que, provavelmente, o aumento da
concentra¢io de Mn?" prejudicou o desenvolvimento das células ao longo do ensaio.

Miola et al. [26] avaliaram a citotoxicidade de vidros bioativos dopados com
MnO, usando células de osteossarcoma humano semelhantes a osteoblastos MG-63.
Nesse trabalho, um vidro bioativo com composi¢ao molar 45% SiO2, 3% P20s, 26% CaO,

7% MgO, 15% NaxO, e 4% K20 (% em mol) foi modificado pela substituicao de 0,25
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mol% e 0,5 mol% de MgO por MnO. Os resultados demonstram que em concentragdes

de até 50 pg/cm?

, 0s pos de vidro bioativo contendo MnO ndo apresentaram efeitos
citotoxicos, mas exibiram efeitos levemente negativos na proliferacdo de células MG-63.

A Figura 28b mostra a atividade de ALP das células MG-63 em contato com as
amostras. A fosfatase alcalina ¢ usada como um marcador precoce da diferenciagao
osteoblastica [192], e o aumento nos niveis de ALP indica um maior grau de diferenciagdo
celular [171]. Como pode ser observado, a atividade de ALP cresceu linearmente ao longo
do tempo para todos os grupos de amostras. No sétimo dia, a atividade de ALP medida
nas amostras BV+Zn e BV+Zn/Mg/Mn foi significativamente maior que nas amostras
BV, no entanto, apds 14 dias essa diferenca ndo foi mais significativa. Por outro lado, o
grupo com as amostras BV+Zn/Mg/Mn teve uma redugdo significativa de ALP apds 21
dias quando comparado ao grupo controle BV. O grupo de amostras BV+Mn foi o que
apresentou menor atividade de ALP ao longo dos 21 dias de experimento, mesmo
apresentando um aumento significativo ao longo do tempo. O grupo de amostras BV+Mg
apresentou valores de ALP crescentes ao longo dos 21 dias, porém quando se observa o
tempo experimental de 21 dias a atividade de ALP foi significativamente menor que o
grupo de amostras BV. Considerando que a proliferagdo foi extremamente reduzida nos
grupos com as amostras BV+Zn, BV+Mn e BV+Zn/Mg/Mn ¢ possivel afirmar que a
produgdo de ALP para as células presentes na superficie desses materiais foi muito mais
pronunciada do que nas células presentes na superficie das amostras BV e BV+Mg. Isso
significa que as células que estavam em contato com as amostras que continham ZnO e
MnO em sua composi¢do provavelmente foram estimuladas pelos ions Zn** e Mn?" para
produzir mais ALP.

Em geral, a atividade da ALP nos osteoblastos ¢ intrinsecamente dependente da
proliferagdo. Por exemplo, os glicocorticoides podem diminuir a proliferacdo celular
enquanto aumentam a atividade da ALP em culturas celulares do tipo osteoblastos [193].
Algumas proteinas extracelulares e fons inorganicos também podem produzir um
comportamento semelhante [ 194—197]. Em muitos casos, esse comportamento ¢ causado
pelo deslocamento das fases de proliferacao e diferenciacdo osteoblastica ao longo do
tempo. O processo de maturagdo dos osteoblastos pode ser dividido em trés estagios
sequenciais [198, 199]. No primeiro estdgio, as células proliferam e expressam
fibronectina, colageno tipo I, receptor 1 de TGFf e osteopontina. No segundo estagio, a
proliferagdo celular para e a diferenciacao inicia, produzindo ALP e colageno tipo I até a

completa formagao e maturacao da matriz extracelular ostedide. Finalmente, o terceiro
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estagio, em que a biomineralizacao do ostedide comeca com a deposicao de fosfato de
calcio e alta expressao de osteocalcina, sialoproteina 6ssea e osteopontina. Em geral, uma
alta atividade de ALP caracterizara a entrada de osteoblastos na fase de maturagao
ostedide com consequente deplecdo na proliferagao.

Existem muitos fatores que podem avancar na fase de maturagdo e,
consequentemente, diminuir a proliferagdo. O zinco ¢ um cofator conhecido necessario
para a atividade da ALP [200]. Esta importante enzima para a formacdo 6ssea pode
incorporar até quatro Zn** por molécula. Uma enzima ALP ativa precisa de um minimo
de dois Zn** por molécula [201]. Assim, a auséncia de Zn** no meio leva a uma regulagio
negativa da mineraliza¢do da matriz extracelular através da inibi¢ao da atividade de ALP
nos osteoblastos [36]. Portanto, a alta expressdo de ALP nas células que estavam em
contato com o grupo de amostras BV+Zn indica que o Zn?>* estimulou as células a
avangarem para a fase de maturacao (estagio 2) mais rapidamente do que as células que
estavam em contato com as outras amostras. A rapida passagem para a fase de maturagao
pode ter prejudicado a fase de proliferacao celular (estagio 1), como demonstrado pelo
ensaio de proliferacdo. Esse resultado esta de acordo com o observado por Hall et al. [90],
onde o Zn*" aumentou a atividade especifica de ALP em células de osteossarcoma
humano da linhagem SaOS-2 e MG-63, e nenhum efeito semelhante foi observado para
outros elementos estudados, incluindo o Ca?*, Mg?* e Mn*".

Sabe-se também que o Zn?>" estimula a mineraliza¢do das células osteoblasticas
aumentando a expressao do RNAm da osteocalcina [202]. Aumenta a fungao osteogénica
ativando as vias de sinalizagdo PKC/MAPK nas células osteoblasticas [203], enquanto
antagoniza a ativagdo do NF-B, uma via necessaria para a osteoclastogénese e a supressao
da diferenciagao dos osteoblastos [92]. O NF-B ¢ usado como via principal pelo RANKL
(ativador do receptor do ligante NF-B) e TNF (fator de necrose tumoral) para estimular a
osteoclastogénese. De acordo com Kwun et al. [36] A deficiéncia de Zn>" atenua a
atividade osteogénica, reduzindo a expressdo de Runx?2 e, consequentemente, leva a uma
transcricdo decrescente de varios genes especificos para 0ssos.

O limite do efeito benéfico do Zn>" nos osteoblastos tem sido frequentemente
considerado em pesquisas [49, 204]. Wang et al. [49] demonstraram que o aumento do
teor de ZnO nos vidros bioativos a base de fosfato diminuiu a proliferagdo enquanto
aumentou significativamente a expressdao de ALP pelas células MG-63. Sanchez-Salcedo
et al. [204] estudaram o efeito de duas concentracdes de ZnO (4 ¢ 7 mol%) no

comportamento dos osteoblastos usando um vidro bioativo mesoporoso a base de silica
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muito semelhante ao utilizado em nosso trabalho. Eles demonstraram que o maior teor de
ZnO diminuiu a proliferagao celular ao longo do tempo, enquanto aumentou o nivel de
lactato desidrogenase produzido pelas células, indicando algum nivel de citotoxicidade
nessa concentracgao. Por outro lado, a expressdao da ALP foi aumentada ao longo do tempo,
atingindo um nivel bastante comparavel as outras condig¢des, especialmente considerando
as taxas de proliferacdo. Pode-se supor que a 6 mol% de ZnO, a diminui¢do da
proliferacdo observada também refletisse alguma citotoxicidade.

O efeito do Mn?" na diferenciagdo osteoblastica e na producdo da matriz
extracelular foi alvo de estudos, porém ainda nao existe um consenso. Por exemplo, em
um estudo realizado por Zhang et al. [205] foi demonstrado que o Mn?" inibe a formagio
da matriz extracelular e a diferenciacdo osteogénica de células mesenquimais do estroma
da medula 6ssea (BMSCs), e que a concentracdo e o tempo de incubagao sdo fatores-
chave para mudar os efeitos bioldgicos do Mn?* de dano para protecdo. Liithen et al. [106]
observaram que o aumento da concentragio de ions Mn?" reduziu a proliferacdo e
produziu alteragdes no fenotipo de células MG-63 (morfologia fusiforme), além de afetar
a diferenciacdo celular, evidenciado pela diminui¢ao da expressao de mRNA da ALP e
colageno tipo 1 (Col 1). Por outro lado, Miola ef al. [26] demonstraram que células MG-
63 cultivadas em contato com p6 de vidros bioativos dopados com MnO tiveram uma boa
proliferacdo, acompanhado de um aumento nos padrdes de expressdo génica de ALP,
BMP-2 e BPM-7. Um aumento na expressao desses marcadores ¢ um forte indicativo que
o processo de diferenciagao celular esta em curso. Barrioni et al. [139] observaram que
amostras de vidro bioativo contendo MnO levaram um aumento na expressao de ALP e
consequentemente influenciaram o processo de diferenciagdo de células-tronco
mesenquimais humanas (hMSCs) ao longo de uma via 6ssea, enquanto as hMSCs
expostas ao vidro livre de MnO nio se diferenciaram, indicando a importincia do Mn**
no processo de diferenciacdo. Westhauser et al. [191] demonstraram que células
cultivadas em contato com nanoparticulas de vidro bioativo contendo 5% de MnO em
substitui¢do ao CaO tiveram um aumento na atividade de ALP e na expressao dos genes
da osteopontina e osteocalcina, importantes na formag¢ao de matriz extracelular 6ssea.
Isso demonstra que mesmo induzindo uma baixa prolifera¢io celular o Mn** pode atuar
como promotor da diferenciagdo celular, ndo podendo ser descartado um possivel efeito
citotoxico desse ion sobre as células. Porém, estudos que avaliem o limite do efeito

benéfico do Mn?" em osteoblastos ainda sdo escassos na literatura.
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Existem varios marcadores importantes da diferenciacdo de osteoblastos muito
mais especificos que a ALP. No entanto, a atividade da ALP ainda ¢ amplamente utilizada
por muitos pesquisadores em todo o mundo como um teste de rastreamento simples e
rapido para definir os estdgios de diferenciagdo dos osteoblastos, especialmente para
células de revestimento ja& comprometidas com o fenotipo osteoblastico. A medida da
atividade da ALP torna nossos achados facilmente compardveis com muitos outros
trabalhos focados na biocompatibilidade osteoblastica.

Imagens de MEV das células cultivadas em contato com as amostras (Figuras 29—
33) confirmam os resultados do ensaio de proliferagcao celular mencionado acima. Foram
observadas células com membrana citoplasmatica estendida pela superficie das amostras
BV e BV+Mg desde o 7° dia de cultura, chegando a confluéncia no 21° dia. Em BV+Zn,
BV-+Mn e BV+Zn/Mg/Mn as células aderiram na superficie das amostras, entretanto,
tiveram uma baixa prolifera¢ao ao longo dos dias. A morfologia das células em contato
com BV+Zn, BV+Mn e BV+Zn/Mg/Mn apresentou-se bem diferente das células em
contato com BV e BV+Mg. Nesse caso, uma camada muito densa de células MG-63 foi
observada nas superficies BV e BV+Mg. No entanto, o numero de células encontradas
nas superficies de BV+Zn, MV+Mg e BV+Zn/Mg/Mn foi extremamente baixo ¢ com
diferengas na morfologia celular. Nas amostras BV e BV+Mg, foram verificadas células
espraiadas que atingiam confluéncia, sugerindo comportamento adequado e expressao de
fenotipo. Na amostra BV+Zn, muitas células tiveram dificuldade em se espraiar pela
superficie, indicando um comportamento anormal na superficie. Conforme observado
para o comportamento de adesdo, hd uma incompatibilidade entre os resultados esperados
associados a bioatividade das amostras e os observados para a proliferagdo celular a longo

prazo.
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Figura 29. MEV das células MG-63 na superficie da amostra BV ap6s 7, 14 e 21 dias de
cultura. Setas vermelhas indicam a posi¢ao de algumas células.
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Figura 30. MEV das células MG-63 na superficie da amostra BV+Zn apos 7, 14 e 21
dias de cultura. Setas vermelhas indicam a posi¢ao de algumas células.
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Figura 31. MEV das células MG-63 na superficie da amostra BV+Mg apés 7, 14 e 21

dias de cultura. Setas vermelhas indicam a posi¢ao de algumas células.
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Figura 32. MEV das células MG-63 na superficie da amostra BV+Mn apés 7, 14 e 21

dias de cultura. Setas vermelhas indicam a posi¢ao de algumas células.
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Figura 33. MEV das células MG-63 na superficie da amostra BV+Zn/Mg/Mn apos 7, 14

e 21 dias de cultura. Setas vermelhas indicam a posi¢ao de algumas células.
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Como discutido na secdo de introducdo, Belucci ef al. [32] levantaram uma
questdo importante sobre a eficicia do ensaio de bioatividade para prever o
comportamento celular. Foi demonstrado que a bioatividade no SBF de um compdsito de
vidro bioativo/hidroxiapatita aumentou com a quantidade de vidro. Por outro lado, o
comportamento de fibroblastos embrionarios de murinos (NIH/3T3) foi estimulado pelas
maiores quantidades de hidroxiapatita no composito. Eles também sugeriram que a alta
rugosidade da superficie da amostra com maior quantidade de hidroxiapatita, juntamente
com sua microporosidade difusa, poderia favorecer a ligacdo e proliferacao celular. A
topografia ¢ muito conhecida por estimular o comportamento celular, apresentando em
certas condi¢des um papel mais importante que a quimica de superficie sob o controle do
comportamento celular [206, 207]. Por esse motivo, quando possivel, ¢ muito importante
tentar isolar o efeito topografico daqueles causados pela quimica do material [207, 208],
especialmente para materiais com composi¢des complexas. Para os materiais em estudo,
a rugosidade média medida na superficie das amostras ndo apresentou diferencas
significativas (Figura 34), o que permite afirmar que o comportamento bioldgico
observado nas amostras provavelmente foi promovido por suas diferengas quimicas,
principalmente pela presenga de ZnO, MgO e Mn. Além disso, células de osteossarcoma
semelhantes a osteoblastos humanos (MG-63) foram usadas nos ensaios. Essas células
sdo consideradas mais adequadas para testar a regeneracdo Ossea de ceramicas bioativas

do que os fibroblastos usados nos ensaios de Belucci ef al. [32].
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Figura 34. Rugosidade média (R,) das pastilhas de vidro tratadas termicamente a 700°C.

No geral, a substitui¢ao de CaO por ZnO, MnO e os trés 6xidos em associacao
inibiram a bioatividade ao mesmo tempo em que induziram um baixo desempenho na
proliferagdo celular e uma alta atividade de ALP (Tabela 7). O MgO também inibiu a
bioatividade, mas inversamente ao observado nas outras amostras, induziu uma alta

adesdo e proliferacdo celular e uma atividade moderada de ALP, semelhante a BV.

Tabela 7. Resumo dos efeitos promovidos pela substitui¢ao parcial de CaO por ZnO,
MgO e MnO na estrutura do vidro sobre a bioatividade, adesdo, proliferacao e

diferenciagdo de células MG-63.

Ameostras Propriedades
Bioatividade Adesdo Proliferacdo  Diferenciacdio
BV 1 n n n
BV+Zn - l | ;
BV+Mg - 1 f !
BV+Mn - i I X
BV+Zn/Mg/Mn - n 1 )

1 Alta | Baixa +Moderada — Ausente
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Todas essas evidéncias reforcam a tese defendida por Bellucci et al. [32] sobre a
importancia da interpretacdo da bioatividade em SBF frente a outros ensaios biologicos,
especialmente quando a intencdo ¢ entender o papel de um ion em particular ou
composi¢ao quimica especifica, esses fatores devem ser isolados de outras varidveis
também envolvidas no controle celular. Ja foi demonstrado em estudos anteriores [34,
156, 173, 174] que a presenga simultanea de diferentes oligoelementos e em diferentes
concentragdes pode causar efeitos sinérgicos e antagdnicos no comportamento fisico-
quimico e biologico de bioceramicas. Portanto, entendemos que a combinacdao de
diferentes oligoelementos em diferentes quantidades pode produzir respostas celulares
distintas, interferindo ainda mais na diferenciagdo dos osteoblastos e, consequentemente,
na biocompatibilidade dos vidros bioativos. Por meio dos resultados encontrados nesse
estudo e uma ampla pesquisa na literatura existente € possivel concluir que para prever o
efeito in vivo de materiais de composi¢do complexa € necessario um estudo aprofundado
das propriedades fisico-quimicas e a resposta celular in vitro, uma vez que diversos

estimulos sdo capazes de produzir influéncia sobre as células.
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CAPITULO 7
CONCLUSOES

104



Os resultados demonstram que a substitui¢cao parcial do CaO por ZnO, MgO e
MnO reduziu a 7 e T¢ dos vidros em fun¢do do aumento de NBO. O vidro bioativo em
que o CaO foi substituido por MgO teve sua bioatividade em SBF inibida ao mesmo
tempo em que apresentou um alto desempenho nos ensaios de adesdo e proliferacao
celular e uma atividade moderada de ALP. Para os vidros bioativos em que o CaO foi
substituido por ZnO, MnO ou os trés o6xidos em associagdo, também tiveram a
bioatividade inibida, mas inversamente ao MgO, esses outros materiais induziram uma
baixa proliferacdo celular e uma alta atividade de ALP. Portanto, embora haja uma
importancia histérica do ensaio de bioatividade proposto por Kokubo como tentativa de
prever a biocompatibilidade de vidros bioativos, o advento de novas biocerdmicas
enriquecidas com oligoelementos demonstra que a formagdo de apatita ndo ¢ o unico
critério para definir a biocompatibilidade de um material. Como alguns oligoelementos
sdo capazes de interferir tanto na precipitagdo da apatita quanto no comportamento
celular, ¢ essencial interpretar a biocompatibilidade ndo apenas como a capacidade
resultante de induzir a forma¢do de apatita, mas também pelo efeito direto de cada
oligoelemento no metabolismo celular. Os resultados demonstram que a bioatividade
pode ser considerada uma propriedade secundaria para prever a biocompatibilidade in
vitro de biomateriais de composi¢do complexa, e fornecem motivagao para a realizagdo
de testes in vivo, que poderdo contribuir com resultados mais so6lidos em relagdo a
biomineralizacdo. Além disso, o mecanismo de ac¢ao de cada elemento incluido na

composi¢ao do material deve ser elucidado por analises fisico-quimicas.
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Os resultados apresentados neste trabalho demonstram a necessidade de aprofundamento

nos temas seguintes:

Investigar a diferenciagdo dos osteoblastos por meio de marcadores mais
especificos, como osteocalcina, osteopontina e colageno tipo I, até que ocorra o
processo de biomineralizagdo, para melhor avaliar outros aspectos em que a

bioatividade e biocompatibilidade celular podem seguir caminhos distintos;

Sintetizar materiais com diferentes propor¢des de ZnO, MgO e MnO afim de
avaliar os efeitos fisico-quimicos e respostas celulares dependentes da

concentracao;

Avaliar os efeitos da inclusdo de outros 6xidos de importancia bioldgica, como o
SrO [209], CuO [210] e BO [211], no modelo inicial proposto nesse trabalho,

aumentando a complexidade composicional dos sistemas.
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