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1. Introducéo

No brasil, as doencas ndo transmissiveis que mais causam Obito séo, as
doencas cardiovasculares, cancer, respiratérias cronicas e diabetes [1]. Dentro do
escopo das doencas cardiacas existem aquelas que afetam as valvulas mitrais e
artéria coronéria. Em alguns casos, a solucdo viavel para reverter os problemas
decorrentes dessas enfermidades cardiacas é a sua substituicdo por valvulas
biocompativeis de origem animal, como as valvulas mitrais de suinos ou de bovinos,
ou implantes sintéticos [2]. Implantes sintéticos como os de valvula de folha dupla,
valvulas de gaiola e as valvulas biologicas sdo bons exemplos dos tipos de implantes
usados para o combate de doencas cardiacas. Grande parte das valvulas biolégicas,
as quais sao as mais utilizadas atualmente, contém em sua composi¢do uma grande

qguantidade de colageno [3,4].

O colageno do nosso organismo age como uma grande matriz polimérica
guelante de ions metalicos presentes nos fluidos corporais, principalmente o calcio,
gue em associacao ao fosfato presente no ambiente sanguineo, tendem a precipitar
hidroxiapatita, espécie quimica constituinte da principal fase mineral dos 0ssos.
Quando a hidroxiapatita é formada no processo natural da calcificacdo dos tecidos
duros do corpo humano, diz-se que esse processo € um processo nao patolégico de
biomineralizac&o [5]. Essa caracteristica do coladgeno faz com que os implantes que
0 contém estejam sempre propensos a induzirem um processo de mineralizacdo em
sua superficie. Portanto, embora o uso desses implantes de origem natural sejauma
solucéo viavel para o problema, muitos pacientes voltam a ter problemas por conta
do surgimento de nova calcificagcdo sobre suas superficies [6]. Nesses casos em que
hidroxiapatita é formada num ambiente fora dos tecidos duros do corpo humano,

tem-se um processo patolégico de mineralizacdo e que precisa ser combatido.

O combate ao processo de mineralizagdo patologica vem sendo foco de

pesquisas no mundo inteiro. As duas frentes mais importantes de combate séo: a)



o desenvolvimento e uso de diferentes tipos de materiais para implantes que sejam
biocompativeis e que por si sO evitem a mineralizacéo [7] e b) o teste de diferentes
tipos de inibidores de calcificacdo [8]. Estes inibidores, quando em contato com a
corrente sanguinea, agem como quelante de ions Ca?*, competindo com o colageno

nesse aspecto, diminuindo assim esse processo de calcificacdo [9].

O estudo desses inibidores é comumente feito in vivo, em espécies animais
como ratos, coelhos e ovelhas [8-10]. Uma nova abordagem para este tipo de
estudo também tem sido aplicada, como o uso de inibidores diretamente em contato
com o0s materiais promotores da biomineralizagc&do, quando em ambiente contendo
célcio e fosfato ibnicos. Isso possibilita 0 estudo do mecanismo de inibicdo dessas
substancias sobre o crescimento dos cristais de hidroxiapatita [5], sendo muito eficaz

como uma rota de estudo in vitro para possiveis agentes inibidores.

Com a descoberta dos vidros bioativos por Hench em 1968, foram abertas
portas para tratamento de patologias 6sseas em geral, devido a sua
biocompatibilidade e grande capacidade de atrair ions de calcio induzindo as
formacdes dos fosfatos de calcio na sua estrutura, facilitando assim a regeneracao
da matriz 6ssea. A bioatividade desses vidros advém da dissolucdo de ions tais
como célcio e fosfato, em ambientes supersaturados, promovendo a precipitacao
de hidroxiapatita no mesmo [11]. Essa eficacia no auxilio do crescimento de
hidroxiapatita em ambientes ricos em ions calcio e fosfato torna os vidros bioativos
promotores natos da biomineralizacdo, podendo assim agir como potenciais
modelos in vitro para o estudo de substancias capazes de inibir esse processo. No
entanto, para validar a eficacia do uso de vidros bioativos como modelos para
estudos de inibidores, seria preciso utilizar inibidores ja conhecidos de forma a se

estudar os mecanismos de bloqueio sobre o vidro.

Existem varias substancias conhecidas de eficacia comprovada no combate
da biomineralizagcdo em implantes, como a heparina, com testes extensos realizados
em animais [8], bem como o magnésio se mostrando também eficaz quando se
tratando de inibir a calcificacdo em valvulas aorticas [12]. Uma vez que estes
inibidores acima citados tiveram suas eficacias comprovadas, eles podem ser
utilizados para testar os seus mecanismos de bloqueio sobre a bioatividade de

superficie desses vidros, definindo uma potencial plataforma in vitro para o estudo



da mineralizagéo.



2. Objetivos

Geral

Utilizagdo de um vidro bioativo como modelo in vitro para se estudar o efeito
inibidor da heparina e de ions magnésio no processo de formacdo de hidroxiapatita
em ambiente indutor de mineralizacdo baseado no vidro bioativo 58S e,
posteriormente a esses estudos, comparar os resultados dessa acéo inibitéria com
agueles observados em estudos in vivo na literatura.

Especifico
* Explorar o efeito de inibidores conhecidos sobre a mineralizacdo de
hidroxiapatita, como a heparina e ions Mg?* numa plataforma in vitro de vidro bioativo;
* Observar através dos resultados obtidos a viabilidade do uso do vidro bioativo

como plataforma in vitro para o estudo de inibidores de biomineralizacao.



3. Metodologia

3.1 Sintese do vidro bioativo

Um vidro bioativo do tipo 58S de composicdo 60%SiO2236%Ca0+4%P20s (%
em mol), com mecanismos de biomineralizacdo amplamente estudados na literatura
[12], foi usado como modelo para se estudar o efeito inibidor do Mg?* e da heparina.
O vidro foi obtido via rota sol-gel e consistiu na adicdo de 22,7 mL do
tetraetilortosilicato (TEOS, Si(OC2Hs)s) em 4,5 mL do trietilfosfato (TEP,
OP(OC:zHs)3), e de 13,3100 g do nitrato de calcio tetra-hidratado (Ca(NOs3)2.4H20)
juntos a 48,7 mL de &cido nitrico (HNOs, 0,1 mol.LY). A solugdo resultante foi
colocada em agitacdo por 2 h e 45 minutos em temperatura ambiente. Ao fim da
agitacdo, a solucao (sol) foi armazenada em placas de Petri por 9 dias em
temperatura ambiente para permitir a formacao do gel. Posterior ao processo de
gelificacéo, as amostras foram colocadas em estufa para secagem na seguinte
ordem: 60°C por 48 h e 120°C por 72 h. Apos o periodo de secagem, as amostras
foram moidas em um almofariz e peneiradas malha 80 mesh (0,177 mm) para a
obtencéo do p6. O poé resultante foi calcinado a 700°C em forno 7013 JUNG 1300C
por 60 min sob uma taxa de aquecimento de 10°C/min. ApOs calcinacdo, as
amostras foram armazenadas em ambiente seco para posteriores caracterizagoes.
Para que fosse possivel um estudo de reprodutibilidade da obtencao do biovidro, a
sintese foi realizada em triplicata no Laboratério de Biomateriais do Departamento

de Ciéncia e Engenharia de Materiais da UFS.
3.2. Preparacédo da solucéo indutora de mineralizacdo

A solucdo indutora de mineralizagcdo foi constituida de duas solugdes
diferentes as quais identificamos como solugéo A (fonte de calcio) e solucéo B (fonte

de fosfato).
3.2.1 Solucao A (Fonte de Calcio)

Uma solucgéo rica em calcio contendo 0,3301 g de CaClz, 7.3048 g de NaCl,
e 6.0568 g de Tris foi preparada dissolvendo os reagentes citados em agua
ultrapura. Posteriormente, a solucéo teve seu pH ajustado para 7,4 pela adicdo de

HCI (1,0 mol.L ), sendo em seguida armazenada em frasco vedado a 8°C.



3.2.2 Solucao B (Fonte de Fosfato)

Uma solucgéo rica em fosfato contendo 1,3488 g de Na2HPOa4, 7,3048 g de
NaCl, e 6,0568g de Tris foi preparada dissolvendo os reagentes citados em agua
ultrapura. Posteriormente, a solucao teve seu pH ajustado para 7,4 pela adicdo de

HCI (1,0 mol.L1), sendo em seguida armazenada em frasco vedado a 8°C.
3.3 CaracterizacOes dos vidros obtidos
3.3.1 Fluorescéncia de raios-X por Dispersdo de Comprimento de Onda

A composi¢ao do material sintetizado foi analisada por meio de fluorescéncia
de raios X em um equipamento Shimadzu XRF-1800 (tubo Rh - 4,0 kW) do
Laboratorio de Fluorescéncia de Raios X do CLGeo/UFS, sob umatenséo de 30 kV
e corrente de 60 mA equipado com um detector de frequéncia proporcional e os
seguintes cristais de andlise: CaO (LIF), P20s (Ge) e SiOz (PET).

3.3.2 Andlises térmicas

As propriedades térmicas da amostra foram analisadas por meio de analise
termogravimétrica (TGA) usando um equipamento STA 449 F3 Jupiter (Netsch), as
analises foram realizadas no material pés sintese com aproximadamente 60 mg de
amostra em forma de p6 numa atmosfera de N2 com a taxa de fluxo de 50 mL/min.
As amostras foram aquecidas em um cadinho de platina a uma taxa de aquecimento

de 10°C.min partindo da temperatura ambiente até 1100°C.

As amostras foram analisadas por meio de calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) usando um equipamento NETZSCH DSC 404, no Laboratorio de
Materiais Vitreos da UFSCar, as andlises foram realizadas no material pds sintese
com aproximadamente 12 mg de amostra em forma de pdé. As amostras foram
aguecidas em um cadinho de platina a uma taxa de aquecimento de 10°C/min

partindo da temperatura ambiente até 1200°C.



3.3.3 Difratometria de Raios X (DRX)

O p6 da amostra foi por DRX sob corrente de 40 kV e 30 mA, respectivamente
na faixa de 10° < 20 < 60° em intervalo de 2 s e passo de 0,02°, as difragcdes foram
obtidas em um difratdmetro Shimadzu (XRD 6000) do Laboratério de Técnicas de

Raios X do Departamento de Ciéncia e Engenharia de Materiais da UFS.
3.3.4 Area de superficie

Com o objetivo de identificar a area de superficie e o volume dos poros da
amostra e, consequentemente, a sua capacidade de adsorcéo e reatividade com as
substancias, o0 ensaio de porosimetria gasosa foi realizado. Cerca de 0,500 g de
uma amostra de vidro bioativo sintetizado foi pré-tratada a 150°C sob vacuo por 1 h
e 30 min. As andlises foram através da adsor¢cédo e desor¢cdo de N2 a 77K em um
equipamento Quantachrome modelo NOVA-2000 realizadas no Laboratorio de
Ciéncia e Tecnologia de Materiais Ceramicos do departamento de Ciéncias e
Engenharia de materiais da universidade federal de Sergipe. As isotermas de
adsorcao e dessorcao de N2foram obtidas na faixa de P/Po variando de 0,05 a 0,99
com 30 pontos. A area superficial foi calculada pelo Método Brunauer-Emmett-Teller
(BET). O volume de poros foi calculado pelo método Barrett-Joyner-Halenda (BJH).
Todos os ensaios foram realizados no Laboratério de Tecnologias Ceramicas do

Departamento de Ciéncia e Engenharia de Materiais da UFS.

3.4 Ensaios de biomineralizagcao

200 mL da solugéo A (fonte de Ca?*) e 200 mL da solucéo B (fonte de PO4%)
foram misturadas imediatamente antes da adicdo de 400 mg do vidro bioativo. O
sistema foi mantido em agitacéo a 2500 rpm durante 2 h e 24 h. Ap0s esse periodo,
a solucao foi lavada duas vezes com &gua ultrapura, duas vezes com alcool
isopropilico e centrifugada para interromper a biomineralizagdo. Posteriormente, o

vidro bioativo foi armazenado para posterior caracterizagao.



3.4.1 Ensaios de biomineralizagcdo na presenca da heparina

Os ensaios de biomineralizag&o da presenca da heparina se seguiu a partir
do mesmo procedimento registrado no tépico 3.4. No momento da adicao do vidro
bioativo foi adicionado também a heparina em trés concentracdes sendo elas 5
umol.L 1,115 pmol.Lt e 230 pumol.L?.

3.4.2 Ensaios de biomineralizacdo na presenca Mg?*

Os ensaios de biomineralizacdo na presenca do magnésio seguiu 0 mesmo
procedimento registrado no topico 3.4 onde junto a adicdo do vidro bioativo foi
adicionado também duas concentragfes distintas para o0 magneésio, sendo elas

respectivamente 0,425 umol.L e 0,85 umol.L?.
3.5 Difratometria de Raios X (DRX)

O p6 da amostra ap6s o ensaio de inducdo foi analisado por DRX sob
corrente de 40 kV e 30 mA, respectivamente na faixa de 10° < 26 < 60° em intervalo
de 2 s para cada amostra e passo de 0,02° as difracdes foram obtidas em um
difratbmetro Shimadzu (XRD 6000) do Laboratério de Técnicas de Raios X do

Departamento de Ciéncia e Engenharia de Materiais da UFS.

4. Resultados e Discussoes
4.1 Composicao

A composicdo do material produzido foi analisada através da técnica de
fluorescéncia de raios X a qual determina a presenca dos elementos constituintes
na forma dos seus 6xidos principais contidos na amostra. Como pode ser observado
na Tabela 1, os valores experimentais obtidos pela sintese em laboratério se
aproximam dos valores tedricos de composicao, resultados esses que se assemelha

a amostras de vidro bioativo previamente observadas na literatura [12].



Composicdo (mol%)

Amostra
SiO2 P20s CaO
Composicao 60 4 36
57,56 2,97 39,47

Tabela 1: Representacdo da composicdo da amostra produzida.

4.2 Andlises térmicas

As andlises térmicas a partir de TGA mostraram que existem dois eventos
significativas de perda de massa. O primeiro ocorre entre 70°C e 200°C, o que
equivale a aproximadamente 10% de perda da massa total do material. Essa perda
refere-se a evaporacao de agua fisicamente adsorvida e alcool na estrutura do gel.
Que apobs as anadlises de DSC no mesmo periodo de temperatura € possivel
observar um processo endotérmico tipico. O segundo evento de perda significativa
de massa ocorre entre 200°C e 400°C. Esse evento caracteriza a decomposicéo de
nitratos presentes no vidro até entdo. Bem como a perda de agua estrutural pela
policondensacdo de grupos silandis ocasionando assim numa perda de

aproximadamente 30% de massa [13].
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Figura 1: Analises de TGA e DSC apresentando as regides de perda de

massa do material sintetizado. Indicagéo das areas de perda de massa: o

4.3 Estrutura do vidro bioativo

A estrutura do vidro produzido foi analisada por meio de difracéo de raios X
para confirmar a inexisténcia de fases cristalinas [12], ou seja, a preservacédo do
carater amorfo das amostras. De fato, a difracdo do material sintetizado mostra um
material com uma fase amorfa relevante, atendendo assim as caracteristicas

primarias de um material vitreo.
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Figura 2: Padrédo de raios X da amostra sintetizada.



4.4 Area de superficie

Os resultados de area de superficie e volume de poros foram obtidos através
do método de BJH, o qual é eficaz para gerar uma estimativa da estrutura dos poros
guando 0os mesmos se encontram com raios relativamente maiores que 1 nm [14], o

gue € o caso no material sintetizado.

Através da observacdo das curvas de adsorcdo e dessorcdo é possivel
observar a presenca de uma curva de histerese, bem como a mesma apresenta

caracteristicas de matérias que contem mesoporos, indicando também uma

distribuicao irregular de poros [15].
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Figura 3: Isoterma de adsorcéo e dessor¢cao do material sintetizado.



BJH

Amostra Area de superficie Volume de poro  Raio de poro
m?/g cmi/g
Vidro bioativo 476 £2,1 0,224 £ 0,001 23,1+£2,7

Tabela 2: Tabela de area de superficie, volume e raio de poros do material
sintetizado.



4.5 Testes de inibicdo com a heparina

Apo6s 2 h de imerséo na solugéo indutora, um pico de baixa intensidade que
corresponde ao plano (2 1 1) da HA foi observado em todas as amostras. Indicando
gue até duas horas a inibicdo ndo parece acontecer de maneira significativa
conforme a concentracdo de heparina € aumentada em solugdo. No entanto, apos
24 h de imersdo a amostra imersa em solucéo indutora sem a presenca de heparina
apresentou picos bastante intensos relativos a HA tanto no plano (0 0 2) quanto no
plano (2 1 1). Podendo indicar que o aumento da quantidade de heparina na solugao

levou a uma diminui¢do gradual da intensidade dos picos referentes a HA.
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Figura 4: Padrdes de difracao dos vidros bioativos apds imerséo por 2 h (A)
e 24 h (B) na solucéo indutora de biomineralizacdo contendo 0, 5, 115 e 230

umol.L. Identificacdo dos picos: Hidroxiapatita (+)

Para que fosse possivel uma melhor analise de como o inibidor atua, foram



realizados para as diferentes concentracdes célculos com base na intensidade

relativa dos picos através da seguinte funcdo Ir="""%100% sendo 10 a
I

intensidade da base, If a intensidade do pico e I1 a intensidade dos picos das
amostras que ndo foram expostas ao inibidor. Tendo seus resultados apresentados

na figura 5.
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Figura 5: Razbes percentuais entre as intensidades dos planos (002)e (2 1
1) das diferentes concentracdes de heparina, relativas a mesma razéo obtida da

amostra controle (0,0).

Com base nos calculos realizados € possivel identificar para as amostras com
24h de exposicao € possivel observar valores de inibicdo maiores para ambos os
planos e concentra¢cdes. Quando observados o valores obtidos para o plano (21 1)
para a concentracdo de 5 umol.L? observa-se uma inibicdo de 10,9%, para a
amostra de 115 umol.L* uma inibicdo de 24,8% e para a amostra de 230 umol.L* é
possivel observar uma inibicéo de 44,5%. Jano plano (0 0 2) para o mesmo periodo
é possivel observar para a concentracdo de 5 pmol.L"t uma inibicdo de 21,2%, para
a concentracdo de 115 pmol.L* uma inibicdo de 31,3% e para a concentracdo de

230 pumol.L* é possivel observar uma inibicdo de 39,3% de inibic&o.



4.6 Testes de inibicdo com o Mg?*

Apo6s 2 h de imerséo na solucao indutora, um pico de baixa intensidade que
corresponde ao plano (2 1 1) da HA foi observado em todas as amostras. Indicando
gue até duas horas a inibicdo ndo parece acontecer de maneira significativa
conforme a concentracdo de Mg?* é aumentada em soluc&o. No entanto, apés 24 h
de imersdo a amostra imersa em solugdo indutora sem a presenca de Mg?*
apresentou picos bastante intensos relativos a HA tanto no plano (0 0 2) quanto no
plano (2 1 1). Podendo indicar que o aumento da quantidade de Mg?* na solucdo

levou a uma diminui¢do gradual da intensidade dos picos referentes a HA.
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Figura 6: Padrdes de difracdo dos vidros bioativos apds imersao por 2 h (A)
e 24 h (B) na solucéo indutora de biomineralizacdo contendo 0, 0.425 e 0.850

umol.Lt.Identificac&o dos picos: Hidroxiapatita (+)

Para que fosse possivel uma melhor anédlise de como o inibidor age foram
realizados para as diferentes concentracdes calculos com base na intensidade

relativa dos picos utilizando-se de dois planos cristalinos da hidroxiapatita, sendo



eleso(002)eo(211)como apresentados na figura 7.
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Figura 7: Razdes percentuais entre as intensidades dos planos (002) e (21
1) das diferentes concentracdes de Mg?*, relativas a mesma razéo obtida da

amostra controle (0,0).

E possivel identificar para as amostras com 24h de exposi¢&o no plano (2 1
1) uma inibicdo de 53,8% para a concentragdo de 0,425 pmol.L! e para a
concentracdo de 0,850 pmol.L foi observada uma inibicdo de 50,7%. Para o plano
(O 0 2) é possivel observar uma inibicdo de 44,8% quando observado a
concentracdo de 0,425 umol.L* e para a concentracdo de 0,850 é possivel observar
uma inibicdo de 47,9% em relacdo a amostra controle, aquela sem a presenca de

inibidores.



5. Conclusdes

Os resultados mostram que a heparina age na inibicdo com maior influéncia
no plano cristalino (0 0 2) bem como apresenta uma maior inibicdo com maiores
concentracGes. Ja para o Mg?* é possivel observar uma maior influéncia de inibicdo
no plano (2 1 1) também aumentando conforme a concentragdo aumenta. Esses
resultados mostram que o vidro sintetizado pode ser utilizado como plataforma para

estudo de inibidores de mineralizagao.



6. Perspectivas de futuros trabalhos

* Através de imagens de microscopio de transmisséo eletronica, estudar as

caracteristicas dos cristais formados.

* Realizar o refinamento de dados para aprofundamento no estudo dos

mecanismos de inibicdo nos planos cristalinos da hidroxiapatita.
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8. Outras atividades
» Capacitacdo em analises de area de superficie.

* Participacao na elaboracao de um artigo cientifico junto ao grupo de

pesquisa.
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