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RESUMO

Os scaffolds hibridos desempenham um papel crucial na area de reparacao e regeneracgdo 0ssea,
apresentando-se como uma promissora solucdo biomédica. Neste contexto, a pesquisa
concentrou-se na producao e avaliacao de scaffolds, cuja base foi um vidro bioativo sintetizado
por meio da rota sol-gel e um biopolimero. Esses biomateriais foram desenvolvidos visando
combinar as propriedades bioativas do vidro com as caracteristicas mecéanicas e de degradacao
controlada de um biopolimero, o poli(D,L-&cido latico) (PDLLA). O processo de fabricacdo
dos scaffolds envolveu a incorporacéo do vidro bioativo, especificamente o vidro bioativo 58S,
como particulas dispersas na matriz polimérica. A escolha desse vidro foi baseada em anélises
detalhadas, incluindo FTIR (Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier),
DRX (Difragdo de Raios-X), Espectroscopia Raman e MEV/EDS (Microscopia Eletronica de
Varredura com Espectroscopia de Energia Dispersiva), que confirmaram a natureza amorfa do
material e a presenca de grupos como Si—O-Si, Si-O-NBO e fosfato (P-O), indicando a
formacéo do vidro bioativo. O método de fabricacdo escolhido foi o TIPS (Separacédo de Fases
Termicamente Induzidas), combinado com a liofilizac&o, permitindo a obtencéo de scaffolds
hibridos com estruturas porosas. A distribuicdo das particulas de vidro bioativo na matriz de
PDLLA foi analisada por MEV, destacando a presenca dessas particulas na superficie dos
scaffolds, assim como a interconectividade dos poros. A porosimetria de mercurio foi
empregada para avaliar a porosidade, bem como a distribuicdo de tamanho de poros, fatores
cruciais para facilitar a conducdo das células durante a regeneracdo éssea. Além das
caracteristicas estruturais, a pesquisa incluiu ensaios de degradacéo in vitro além dos testes de
viabilidade celular, contetdo de proteinas totais e producdo de nddulos de mineralizacdo. Os
resultados destacaram caracteristicas promissoras desses scaffolds hibridos para aplicacdes na
regeneracdo 6ssea como distribuicdo homogénea das particulas bioativas do vidro na estrutura
porosa e a degradacdo controlada do PDLLA permitindo a producdo de proteinas totais € a
formacdo de nddulos de mineralizacdo, aspectos que indicam influéncia positiva na cultura
celular, sugerindo que esses biomateriais tém potencial para promover a regeneracdo 6ssea
eficiente.

Palavras-chave: Scaffold; vidro bioativo 58S; sol-gel; poli(D,L-acido latico); degradacdo; in
vitro; bioatividade.



ABSTRACT

Hybrid scaffolds play a crucial role in the field of bone repair and regeneration, emerging as a
promising biomedical solution. In this context, research has focused on the production and
evaluation of scaffolds, with a base consisting of a bioactive glass synthesized through the sol-
gel route and a biopolymer. These biomaterials were developed with the aim of combining the
bioactive properties of glass with the mechanical and controlled degradation characteristics of
a biopolymer, poly(D,L-lactic acid) (PDLLA).The scaffold manufacturing process involved
incorporating the bioactive glass, specifically bioactive glass 58S, as dispersed particles in the
polymeric matrix. The choice of this glass was based on detailed analyses, including FTIR
(Fourier Transform Infrared Spectroscopy), XRD (X-ray Diffraction), Raman Spectroscopy,
and SEM/EDS (Scanning Electron Microscopy with Energy Dispersive Spectroscopy),
confirming the amorphous nature of the material and the presence of groups such as Si—O-Si,
Si—-O-NBO, and phosphate (P-0O), indicating the formation of bioactive glass. The chosen
manufacturing method was TIPS (Thermally Induced Phase Separation), combined with freeze-
drying, allowing the production of hybrid scaffolds with porous structures. The distribution of
bioactive glass particles in the PDLLA matrix was analyzed by SEM, highlighting the presence
of these particles on the surface of the scaffolds, as well as the interconnectivity of the pores.
Mercury intrusion porosimetry was employed to assess porosity, as well as pore size
distribution, crucial factors for facilitating cell migration during bone regeneration. In addition
to structural characteristics, the research included in vitro degradation tests along with cell
viability tests, total protein content, and mineralization nodule production. The results
emphasized promising features of these hybrid scaffolds for applications in bone regeneration,
such as the homogeneous distribution of bioactive glass particles in the porous structure and
controlled degradation of PDLLA, allowing for total protein production and mineralization
nodule formation. These aspects indicate a positive influence on cell culture, suggesting that
these biomaterials have the potential to promote efficient bone regeneration.

Keywords: Scaffold; 58S bioactive glass; sol-gel; poly(D,L-lactic acid); degradation; in vitro;
bioactivity.
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1 INTRODUCAO

O mercado global de implantes de enxerto 6sseo foi avaliado em US$ 3,57 bilhdes em
2022, deve atingir US$ 3,78 bilhGes em 2023 e a projecdo para 2030 é US$ 5,74 bilhdes,
exibindo um aumento em torno de 6,2 % ao ano. Os substitutos de enxertos 6sseos podem ser
utilizados como alternativa aos tratamentos convencionais. O ocorréncia de defeitos 6sseos é
devido a remocéo de tumores, traumas, inflacdo ou ma formacgdes congénitas [1].

Existem varias abordagens para a reconstrucdo de defeitos 6sseos, incluindo o uso de
autoenxertos e aloenxertos. No entanto, esses tratamentos ndo estdo isentos de riscos, como
procedimentos adicionais de coleta, morbidade no local doador, risco de rejeicdo imunolégica,
transmisséo de doencas e falta de propriedades osteogénicas, o que pode levar a falta de unido
entre o material enxertado e o tecido hospedeiro e falha na reparacao [2].

Para lidar com estes problemas ha necessidade de novas abordagens na qual a solugéo
pode vir da Engenharia de Tecidos Osseos (BTE), uma ciéncia interdisciplinar que combina os
conhecimentos da quimica, fisica, engenharia, ciéncia de materiais, biologia e medicina que
busca de forma inovadora combinar células e biomateriais para reparar e regenerar tecidos
0sseos, superando as limitacdes do tratamento convencional. Os biomateriais sdao um elemento
chave na abordagem BTE, pois fornecem condicbes 0sseas adequadas para a regeneracao
celular. Para alcancar éxito, dependem da biocompatibilidade, biodegradabilidade,
hidrofilicidade, osteogénese, propriedades mecanicas, tamanhos e formas [3-5].

Em tratamentos de lesdo ou trauma envolvendo o tecido 6sseo sdo utilizadas estruturas
tridimensionais porosas como suporte (scaffold), criando assim um ambiente extracelular
adequado para a sua regeneracdo. A porosidade desses scaffolds desempenha um papel
fundamental nas caracteristicas mecanicas, na promocdo da formacdo do novo 0sso e na
integracdo com o 0sso natural, devendo induzir a adesdo e crescimento celular, permitindo o
desenvolvimento e deslocamento das células, além de facilitar o transporte de nutrientes e
oxigénio [2, 6].

Diversos tipos de materiais sdo empregados em aplicacBes biomédicas, e podem ser
categorizados como ceramicos, metalicos, vitroceramicos, polimeros sintéticos ou naturais, ou
mesmo uma combinacdo destes. Esses materiais estdo atualmente sob investigacdo para o
desenvolvimento e fabricacao de scaffolds destinados a engenharia e regeneracdo de uma ampla
gama de tecidos [5, 7]. Nos ultimos anos, tem havido um aumento significativo do interesse em

materiais hibridos no campo biomédico. Ao contrario dos materiais monoliticos, os materiais
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hibridos oferecem a vantagem de serem adaptéveis em termos de suas propriedades, 0 que 0s
torna adequados para atender as complexas necessidades do corpo humano [8].

Particularmente, os polimeros sintéticos bioabsorviveis tém despertado crescente
interesse como estruturas de scaffolds para engenharia de tecidos. A utilizacdo de polimeros
sintéticos oferece inUmeras vantagens praticas devido ao controle preciso da composi¢do do
material e da estrutura, incluindo a porosidade. Isso possibilita a gestdo das propriedades dos
scaffolds, criando condicdes ideais a formacao do tecido 6sseo. Entre os polimeros sintéticos
mais utilizados para aplicacdes em scaffolds, destacam-se os poliesteres, como o &cido
polilatico (PLA), o acido poliglicélico (PGA) e o &cido poli(latico-co-glicolico) (PLGA). Esses
polimeros tém demonstrado resultados positivos em uso clinico, como suturas, telas cirurgicas
reabsorviveis e sistemas de liberacdo controlada de medicamentos, contando com a aprovacado
da Administracdo Federal de Alimentos e Medicamentos (FDA) dos Estados Unidos para uso
clinico [8].

Contudo, uma grande desvantagem destes materiais, uma vez implantados, é a liberagdo
de subprodutos da degradacdo, que promove uma diminui¢cdo no pH podendo levar a um
processo inflamatorio. Outra limitacdo € a falta de bioatividade, o que significa que ndo ha
interacdo com o tecido biolégico. Além de apresentar carater hidrofébico e ndo possuir a
resisténcia mecéanica necesséria para atender as demandas de uma cirurgia ortopédica [8, 9].

Por outro lado, materiais ceramicos, como a hidroxiapatita (HA), o fosfato tricélcio (TCP)
e composicdes especificas de vidros de silicato e fosfato, bem como vitroceramicas, como o
Bioglass®, interagem com fluidos corporais e estabelecem ligagces com o tecido 6sseo. No
entanto, devido a sua fragilidade e resisténcia mecanica relativamente baixa a fratura, seu uso
em aplicacdes de suporte de carga tem certas limitagdes [9, 10].

Nos ultimos tempos, tem sido notado um crescimento expressivo no interesse por
materiais hibridos que unem polimeros e ceramicas. Esses materiais tornam-se atrativos para a
producéo de scaffolds, pois se assemelham a estrutura do tecido 6sseo, promovendo 0 processo
de adesdo, proliferacédo e diferenciacéo celular além de aumentar a resisténcia mecénica. Para
gue se obtenha uma resposta biologica adequada, as caracteristicas requeridas para estes
scaffolds compreendem: porosidade controlada, a partir de 90%, interconectividade, diametros
de poros de pelo menos 100 pum, resisténcia a compressao na ordem de 2-12 MPa e Modulo de
Young na ordem de 20-500 MPa [11].
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1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho envolve produzir suportes porosos, conhecidos como scaffolds,
constituidos por estruturas tridimensionais, preparadas a partir de um biopolimero e vidro
bioativo, com morfologia e microestrutura adequadas para serem utilizadas na &rea de
engenharia de tecidos 6sseos. Além disso, é esperado que essas estruturas apresentem
comportamento bioativo e tenham a capacidade de estimular a formacdo de tecido 0sseo

facilitando o processo de regeneracéo.

1.1.1 Objetivos Especificos

e Sintetizar e obter o vidro bioativo 58S — 58Si02-33Ca0-9P,0s (% massa) utilizando o
método sol-gel;

e Caracterizar os vidros bioativos 58S obtido quanto a distribuicdo de tamanho de
particulas, cristalinidade e composi¢cdo quimica; microscopia eletrénica de varredura,
difracdo de raios-X, analises térmicas, espectroscopia por infravermelho e avalia¢do da
porosidade.

e Produzir scaffolds de vidro bioativo/PDLLA pelo método de Separacdo de Fases
Termicamente Induzidas (TIPS) seguida de Liofilizacdao;

e Caracterizar os scaffolds ap0s a sua preparacéo, para avaliar as propriedades estruturais

e morfoldgicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOMATERIAL

Os biomateriais utilizados em aplicacBes biomédicas sdo materiais projetados para
influenciar os processos de reparacdo dos tecidos no corpo, promovendo a recuperacdo. Os
biomateriais podem ser desenvolvidos por meio de materiais metalicos, cerdmicos e
poliméricos [12].

Em primeiro lugar, é fundamental considerar a compatibilidade dos materiais utilizados
no substrato. Isso significa que o material ndo deve desencadear uma resposta inflamatéria
persistente, nem demonstrar citotoxicidade. Além disso, as propriedades mecanicas do suporte
devem ser adequadas para evitar colapsos durante o manuseio e as atividades normais do
paciente. Como acontecem com todos 0s materiais que entram em contato com o corpo humano,
as estruturas teciduais devem ser facilmente esterilizaveis para prevenir infec¢des. Um requisito
adicional para um scaffold é a capacidade de controlar a porosidade interconectada, a fim de
orientar o crescimento celular na forma desejada. Uma porosidade tipica de 90% e um didmetro
de poro de pelo menos 100 um sdo necessarios para a penetracdo celular e a adequada
vascularizagéo do tecido implantado [11].

Atualmente, materiais metalicos, como aco inoxidavel, titanio e ligas de cromo-cobalto,
sdo amplamente empregados como implantes temporarios ou permanentes que restauram
funcBes e oferecem suporte aos tecidos. No entanto, esses materiais contém elementos de liga
que prejudicam sua biocompatibilidade para aplicagOes de regeneracao de tecidos. A utilizagédo
de implantes metélicos tem sido associada a inflamac6es e reacdes alérgicas graves devido a
liberacdo de ions resultante da corrosdo ou desgaste excessivo. Além disso, observou-se a
destruicdo de tecidos nativos devido aos implantes metalicos [3].

Ja os polimeros tém se mostrado adequados para tratamento de defeitos 6sseos devido
a sua facilidade de processamento e produtos de degradagdo absorviveis. No entanto, 0s
polimeros sozinhos ndo poderiam atender a todas as propriedades necessérias para a aplicacéo
alvo, pois apresentam baixa bioatividade e uma taxa lenta de degradacéo, o que pode dificultar
0 processo de cicatrizagdo. Portanto, um material de enchimento extra incorporado a ele pode
fornecer propriedades e resisténcia mecanica suficientes [1, 13].

Nos ultimos anos, a pesquisa cientifica tem se concentrado no emprego de materiais
bioativos devido a sua capacidade de interagir eficazmente com o tecido facilitando a

regeneracao e cicatrizagédo [12].
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Na busca por biomateriais bioativos para a regeneracao 6ssea, tém sido explorados outros
materiais, principalmente biocerdmicos, como os fosfatos de célcio, incluindo a hidroxiapatita,
e cerdmicas de vidro, como a vitroceramica. No entanto, nenhum desses biomateriais
apresentou uma resposta bioativa tao rapida quanto os vidros bioativos. Os vidros bioativos séo
uma classe de biomateriais cada vez mais relevante na medicina regenerativa devido as suas
propriedades de bioatividade, osteoinducdo, osteocondutividade e a sua alta taxa de
biodegradacao, tanto in vitro como in vivo. Isso se deve a capacidade dos vidros bioativos de
liberar quantidades significativas de ions quando em contato com fluidos corporais [13].

Atualmente, materiais hibridos de polimeros e cerdmicas estdo sendo desenvolvidos com
0 objetivo de aumentar a estabilidade mecénica e melhorar a interacdo tecidual. Para cumprir
tantos requisitos quanto possivel, sistemas hibridos combinando vantagens de polimeros e
ceramica tem sido uma escolha promissora. A combinacdo de um polimero com uma ceramica

€ uma destas estratégias haja visto que 0 0ss0 possui tanto uma parte organica quanto inorganica

[6]
2.2 ENGENHARIA DE TECIDO OSSEO

O o0sso, um tecido altamente vascularizado, possui a capacidade de regeneracdo, no
entanto, em situacdes em que ha defeitos de tamanho significativo devido a traumas ou doengas
congénitas, a capacidade de autorregeneracdo fica comprometida, exigindo intervencdo
cirdrgica para restaurar o tecido danificado. Neste contexto surge a Engenharia de Tecidos
Osseos (BTE) que tem sido amplamente empregada para encontrar métodos alternativos [14].

A engenharia de tecidos 6sseos € um processo complexo e dinamico, que se inicia com a
atracdo e deslocamento de células osteoprogenitoras, seguido por sua adesdo, proliferacéo,
diferenciacdo, levando a reconstrucdo tecidual. Lesdes 6sseas ocorrem quando ha uma
interrupcdo na integridade do 0sso, seja por trauma, ma formacgdo congénita ou intervencgéo
cirurgica. Em situacOes de defeitos criticos ou em certas condigdes meédicas, como idosos,
diabetes, osteoporose, entre outras, a intervencao cirirgica se torna necessaria para restaurar o
tecido danificado [15].

A primeira geracdo de materiais empregados na substituicdo de tecidos engloba aqueles
que ndo interagiam com o fluido corporal, tinham somente o propdsito de serem bioinertes.
Biomateriais convencionais, como metais resistentes a corrosdo, bioceramicas e materiais
poliméricos insoluveis, todos considerados ndo toxicos, foram escolhidos para compor essa

categoria. Ja a segunda geracdo de materiais utilizados surgiu no final da década de 60, devido
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a incompatibilidade da interface entre 0 material e o tecido 6sseo cuja énfase passa a ser a
producdo de biomateriais ativos, capazes de induzir reagdes bioldgicas controladas e melhorar
a interface entre o biomaterial e 0 corpo. Mais recentemente, a terceira geracdo combina
materiais bioativos e bioabsorviveis, capazes de estimular respostas especificas nas células para

regenerar estruturas, fungdes e melhorar as propriedades mecanicas [14].

2.3 TECIDO OSSEO

O 0sso0 € uma construcdo natural hibrida. A representacdo do 0sso € mostrada na Figura
1. O tecido mole é conhecido como parte esponjosa do 0sso e o tecido duro (0sso cortical)
consiste em 10% de agua, 30% de componente organico (colageno, lipidios e proteinas) e 60%

de uma matriz inorganica composta principalmente por hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2) [13].

Figura 1 — Representacdo esquematica da construgdo do 0sso.

tecido mole

Scaffolds

o

Osso cortical

Fonte: Adaptado de [13]

O osso é dividido em duas morfologias: 0 0sso esponjoso ou trabecular, que desempenha
fungdes metabdlicas, e possui porosidade entre 50 e 90% e tamanho dos poros da ordem de 1
mm de didmetro, e 0 0sso cortical que esta ao seu redor e tem uma estrutura sélida com 3 a 12%
de porosidade, cuja fungdo primordial é proporcionar as propriedades mecanicas e proteger o
tecido dsseo [15].

No tecido 6sseo, podem ser identificados quatro tipos de células predominantes, a saber:

e Osteoblastos - localizados na superficie dos 0ssos, essas células tém a funcédo de

secretar a matriz 6ssea mineralizada.
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e Osteoclastos - encontrados na superficie dos 0ssos, essas células desempenham um
papel crucial na reabsorcéo da matriz 6ssea mineralizada, auxiliando no processo de
regeneracdo do tecido 6sseo.

e Células mesenquimais - estas células sdo precursoras dos osteoblastos,
desempenhando um papel fundamental na geracdo de novas células dsseas.

e Osteocitos - Sdo osteoblastos maduros que estdo imersos na matriz Gssea
mineralizada, sendo responsaveis pela manutencéo e monitoramento dessa matriz.

O tecido 6sseo apresenta uma estrutura e caracteristicas altamente complexas. Variacoes

na sua porosidade, tamanho dos poros, propriedades mecanicas e grau de mineralizacao estdo
intimamente ligadas a idade, estado de nutri¢do, atividade fisica e condi¢bes de saude, o que
representa um desafio significativo na criacdo de suportes (scaffolds) bem-sucedidos para
aplicacdes na engenharia de tecido 0sseo. Esses suportes devem ser adaptados para atender as

necessidades especificas de reparacdo em diferentes pacientes [15].

2.4 VIDROS BIOATIVOS

Um material bioativo é definido como sendo aquele que estimula uma resposta benéfica
no corpo. O termo “bioceramica” ¢ em geral usado para abranger vidros, vitroceramicas €
ceramicas que sdo utilizados como materiais de implante [7].

Os vidros bioativos (bioactive glass - BG) tém sido usados para diversas aplicacdes
clinicas ha pelo menos quatro décadas. O primeiro vidro bioativo, Bioglass® 45S5, obtido pelo
método de fusdo foi descoberto por Hench em 1969 seguido do produto obtido via processo
sol-gel, também proposto por Hench em 1991. Os BGs desenvolvidos recentemente apresentam
mesoporosidade que foi proposta por Vallet-Regi [16].

Os BGs podem ser considerados bioceramicos com estruturas vitreas. Este grupo de
materiais foi sintetizado pela primeira vez pelo professor Larry Hench na Universidade da
Flérida em 1969, enquanto procurava encontrar materiais que substituissem o 0sso, para tratar
0s veteranos da Guerra do Vietna. Os estudos para o desenvolvimento BG comegaram com a
formulacdo de vidros Na,O-CaO-SiO»-P20s. Uma vez transplantado, o BG promove uma
reacdo bioldgica na interface do material, que estimula a proliferacéo celular, a resposta génica
e a formacédo de uma ligacdo com tecidos vivos. Este por sua vez auxilia na formacao de uma
camada biologicamente ativa de HA na superficie do vidro em contato com o0 0sso [7, 16].

Vidros bioativos (BGs) apresentam grande potencial na regeneracdo do tecido ésseo

devido as suas notaveis propriedades de estimular a formacdo de o0sso (osteoestimulacéo),
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promover a condugdo do crescimento 6sseo (osteocondutividade) e ter uma taxa de degradacéo
adequada. Esses materiais consistem principalmente em elementos como silica (SiOz), célcio
(Ca0) e fosfato (P20s), proporcionando um ambiente propicio para que células osteoblasticas
humanas possam colonizar, proliferar e diferenciar-se, culminando na formacdo de um novo
0sso [17].

O silicio (Si) € essencial para os processos metabdlicos, formacéo e calcificacdo do tecido
0sseo, o calcio (Ca) é favorecido na proliferacdo osteoblastica e o fosforo (P) é um regulador
chave na formacéo 6ssea [18].

Quando o vidro bioativo entra em contato com fluidos corporais, forma uma
hidroxiapatita carbonatada (HCA) camada a qual o 0sso pode se unir. A taxa de formacdo da
camada de HCA depende da composicao e morfologia dos BGs que por sua vez dependem de
seu método de sintese e condicdes [17].

A formacdo de HCA na superficie de BG obtido por fusdo é apresentada na Figura 2 e as
etapas envolvidas neste processo séo:

(1) troca ibnica entre os fons de calcio presentes na composicdo do BG e os ions H*
existentes no Fluido Corporal Simulado (SBF);

(2) rompimento das ligagbes Si—O-Si para a formacéo de grupos Si—OH;

(3) reagéo: 2 Si-OH — Si—O-Si + H20;

(4) formacdo de uma camada de fosfato de calcio amorfo (ACP)

(5) formacdo da camada de HCA.

Figura 2 — Processo de formacao da HCA durante a exposi¢do ao SBF.
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A ligacéo formada entre o BG e 0sso se mostra tdo resistente que muitas vezes ndo pode
ser removida. Produtos da dissolugdo do BG no organismo estimulam as células hospedeiras a
produzir uma matriz éssea, devido a presenca de ions de calcio e silica. Dentro do 0sso, 0s BGs
podem atuar como agentes de osteoconducéo e osteoindugdo. A estrutura porosa interconectada
de BGs e semelhante ao 0sso, fornecendo as células um molde temporario para se regenerarem
[5, 7]. que forem entregues

Os dois principais processos de fabricacdo para obtencdo do BG séo: o processo de fusédo
e a rota sol-gel. O primeiro método é o mais antigo processo de obtencao de vidro e consiste na
mistura dos oxidos precursores (SiO2, CaO e P20s) seguido de fusdo em altas temperaturas
(acima de 1300 °C), sendo posteriormente resfriado e moido [7, 20]. Composicdo de diferentes
tamanhos e formas podem ser produzidas por meio deste método. As aplicacfes clinicas dos
BGs incluem proteses usadas nas areas de cirurgia ortopédica e maxilofacial, granulos e
particulados também tém sido utilizados em substituicdo ao 0sso [5].

Diferentemente da fusdo que trabalha em altas temperaturas, a rota sol-gel é conduzida
em temperatura ambiente, na qual os precursores quimicos sob certas condi¢fes de pH sdo
misturados. Ela inicia-se com uma suspensdo coloidal (sol), compostas por particulas coloidais
dispersas no meio liquido. Em seguida ocorre a formacdo de ligagdes cruzadas as quais se
transformam em um gel. Os géis formados sdo redes inorganicas de silica que posteriormente
sdo aquecidas entre 600-700 °C para se tornar um vidro e remover subprodutos, como 0s
nitratos [7, 16, 21]. Representacdo esquematica das rotas de BG foram apresentados na Figura
3.

Figura 3 — Representacdo das rotas de obtencéo de BG.
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Composicgoes tipicas de vidros bioativos sol-gel sdo aquelas do sistema ternario, por
exemplo: 58S (58 SiO», 33 Ca0, 9 P20s, % em massa) e 77S (77 SiO2, 14 Ca0, 9 P20s, % em
massa), ou sistema binario, por exemplo: 70S30C (77 SiO2, 30 CaO, % em massa). As
diferencas dos vidros derivados de sol-gel em relagéo aos vidros preparados por fuséo séo que
os vidros sol-gel resultam em particulas menores com nano porosidade, enquanto o0s vidros
temperados por fusdo sd@o mais densos, apresentando particulas maiores [7].

Os vidros sol-gel contém porosidade inata e, como resultado tem uma area de superficie
especifica mais alta do que os vidros fundidos. A area de superficie melhorada dos vidros
bioativos sol-gel leva a um aumento na liberag&o de ions resultando em bioatividade melhorada
in vitro [17].

Um precursor tipico de silica empregado no processo sol-gel é o Tetraetilortossilicato
(TEOS), Si(OCzHs)4 que reage com a agua (hidrélise) sob condigdes acidas ou condicdes
béasicas para formar uma solucao (sol) cuja particulas coloidais (diametros 2 nm) estdo dispersas
em um liquido. Em seguida, forma-se o gel, no qual estdo presentes a &gua e o etanol produzido
durante as reacdes de condensacdo. Como a agua e o alcool evaporam durante a secagem, dédo
origem a uma rede de poros interconectados. Os poros sdo os intersticios e seu tamanho depende
dos precursores usados, da composicdo quimica do vidro e do pH do meio [7].

A etapa inicial do processo sol-gel envolve as reacdes de hidrélise na qual ocorrem
qguando o precursor alcoxido (OR) reage com moléculas de agua, resultando na formacéo de
grupos hidroxila (OH). Essa hidrolise promove o crescimento coloidal das particulas sélidas

dispersas na solucdo, formando a fase sol [28] de acordo com a reacéo:

Si(OR), + 2H,0 — Si(OH), + 4ROH (1)

Durante a etapa de condensacdo, esses grupos silandis interagem entre si (Si-OH),
formando ligacdes siloxanas (Si-O-Si), além de liberar agua ou alcool como subproduto. A
reacdo de condensacdo permite a formacdo de uma rede tridimensional continua [28, 29]

podendo ser alcodlica ou aquosa:

Si(OH), + Si(OH), — Si-O-Si + 4ROH (2)
Si(OH), + Si(OH), — Si-O-Si + 2H,0 (3)
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Apos a formagdo do gel ocorre a etapa de envelhecimento e durante esse tempo as reagdes
de condensacéo continuam permitindo que a rede tridimensional se fortaleca e se desenvolva
ainda mais. Em seguida, o gel deve passar por etapas de secagem, a fim de remover 0 excesso
de solvente, e tratamento térmico, onde o gel € aquecido a temperaturas entre 600-650 °C, para
garantir a eliminacéo total de residuos organicos e nitratos, bem como a consolida¢do da
estrutura vitrea e a difusdo de ions de célcio dentro da rede de silica, conforme mecanismo

representado na Figura 4.

Figura 4 — Mecanismos para a difusdo dos ions calcio dentro da rede de silica.
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Fonte: Adaptado de [22]

O tratamento térmico é realizado para remover completamente a agua e outros compostos
organicos deixando uma rede de poros interconectados, promovendo a consolidacdo da
estrutura do gel e a formacdo de uma estrutura vitrea [30]. O tamanho dos poros depende dos
precursores usados, da composi¢do quimica do vidro, do pH do meio, da razdo molar entre a
silica e a &gua, dos catalisadores, dos solventes e da temperatura de reacao [6].

As desvantagens da sintese sol-gel sobre o processo de fusdo ¢ a dificuldade em se obter
monolitos de BG sem fissuras e com diametros acima 1 cm, isso porque monolitos com estas
dimens@es tendem a rachar durante processo de secagem. A rachadura é decorrente de dois
motivos: a grande contracdo que ocorre durante a secagem e a evaporacdo do subproduto
liquido (agua e etanol) da reacdo de condensacéo [7].

A rota sol-gel envolve uma ampla gama de parametros de processo, incluindo a escolha
do catalisador, ajuste do pH, controle da quantidade de solvente, selecdo do precursor,
gerenciamento do tempo de envelhecimento e otimizacdo da temperatura de estabilizacéo.
Esses fatores podem ser ajustados de maneira a moldar a microestrutura do produto de acordo

com as necessidades. [23].
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Os BGs apresentam tanto propriedades de osteoconducdo (suportar o crescimento ao
longo de uma superficie de contato) quanto de osteoinducdo (estimulacdo de células
hospedeiras imaturas para se desenvolver em células osteogénicas) além de poder ser usado em
uma variedade de aplicacbes, como enxerto 0sseo, entrega de drogas, revestimentos e
engenharia de tecidos moles. Apesar de possuir bioatividade satisfatéria, os BGs apresentam
desvantagens, tais como: baixa resisténcia mecanica, o que restringe o seu uso em aplicagoes

que demandam esforcos significativos [16].

2.5 VIDRO BIOATIVO MESOPOROSO

O atual desenvolvimento de BGs no que se refere a regeneracao de tecidos 6sseos consiste
na incorporacdo de certos componentes em sua composi¢do, com o intuito de aumentar a
superficie de contato com o meio originando estruturas porosas denominadas mesoporos [12].

Vidros bioativos mesoporosos (MBG) sdo materiais que tém recebido muita atencéo
devido as suas propriedades bioativas, biocompatibilidade e capacidade osteocondutora. Esses
materiais possuem composi¢cdo semelhante aos vidros bioativos tradicionais, mas apresentam
uma estrutura mesoporosa altamente ordenada, o que resulta em uma maior area de superficie
especifica e um volume de poros mais elevado [23, 24].

Devido a sua estrutura mesoporosa, 0s MBGs possuem uma grande quantidade de poros
de tamanho controlado, que podem melhorar a interagdo com tecidos bioldgicos, promovendo
a formacdo de uma camada de HCA na superficie do vidro quando em contato com fluidos
bioldgicos. Essa camada de HCA é um componente-chave para a bioatividade dos vidros, pois
é responsavel pela ligacdo entre o material e o tecido 6sseo [23, 24].

A presenca de uma grande area de superficie especifica e um alto volume de poros nos
MBGs acelera a taxa de deposicdo da camada de HCA. Isso ocorre porque uma maior area de
superficie proporciona mais sitios de nucleacéo e crescimento da HCA, enquanto um maior
volume de poros permite uma maior difusdo de ions e moléculas envolvidas na formagéo da
camada de HCA [23, 24].

Para atingir tal objetivo utilizam-se nas composicOes, surfactantes a fim de permitir a
formagé&o de poros abertos, ou seja, a criagdo dos mesoporos a fim de aumentar a bioatividade
dos BGs. Os surfactantes sdo compostos quimicos cujas moléculas sdo anfifilicas, que
apresentam uma regido hidrofilica e outra hidrofébica, e que por apresentarem estas

caracteristicas sdo capazes de orientar a formacao dos mesoporos [18].
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Tais MBGs séo obtidos pela utilizacdo dos surfactantes durante o processo de sintese,
sendo 0s mais comuns, o Pluronic P123 e F127, que s&o de natureza anfifilica apresentando um
bloco hidrofilico e outro hidrofébico, de modo que ao serem adicionados ao meio reacional 0s
blocos hidrofilicos ttm uma grande interacdo com o solvente e o bloco hidrofobico se
movimenta de forma contraria. Quando o surfactante atinge a concentracdo micelar critica,
inicia-se entdo a formagdo das micelas de forma que o bloco hidrofobico fica no interior da
estrutura do MBG e o bloco hidrofilico permanece com uma forte interagdo com o solvente,
permanecendo do lado de fora da estrutura. Ao final da sintese sol-gel, que da origem ao MBG,
as micelas do surfactante ficam aprisionadas no interior da estrutura, sendo entdo necessario
submeter o material a um tratamento térmico a fim de remover o surfactante [23] conforme
representacdo esquematica do processo de sintese de MBG por meio de modelagem de

surfactante apresentado na Figura 5.

Figura 5 - Processo de sintese de MBG por meio de modelagem de surfactante.
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A etapa de tratamento térmico é crucial para a finalizagdo de um vidro bioativo, seja ele

tradicional ou um MBG, pois é por meio deste processo que serdo removidos os subprodutos
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da sintese e, em especial no caso dos MBGs, a remogéo do surfactante, permitindo deste modo
a obtencdo de uma estrutura porosa e aberta com poros na faixa de 2 — 50 nm e distribuidos de

forma relativamente ordenada [23].

2.6 POLIMEROS

Com o avanco da BTE, os pesquisadores estdo estudando novos processos para criacao
de scaffolds desenvolvidos a partir de polimeros que sejam bioabsorviveis e biocompativeis
além de possuirem: propriedades mecénicas adequadas, varios formatos e tamanhos para
diversas aplicagdes medicas [13].

Os biopolimeros sintéticos de carater biodegradaveis podem ser: acido polilatico (PLA),
poli-hidroxibutirato (PHB), poli(latico-co-glicdlico) (PLGA), éacido poliglicolico (PGA),
poliestireno (PS), &lcool polivinilico (PVA), polietilenoglicol (PEG), polivinilpirrolidona
(PVP), poli-hidroxialcanoato (PHA), policaprolactona (PCL), poli(latico-co-g-caprolactona)
(PLCL), poliuretano (PU), poli(sebacato de glicerol) (PGS), e outros hidrogéis sintéticos. Entre
os polimeros sintéticos mais utilizados para aplicacdes em scaffolds, destacam-se os poliésteres,
como o acido polilatico (PLA), o acido poliglicélico (PGA) e o &cido poli(latico-co-glicolico)
(PLGA). Esses polimeros apresentam baixo custo em comparacdo aos polimeros
biodegradaveis naturais além de desenvolvem estruturas sob medida, ou seja, facilidade de
processamento sob diversos tamanhos e formas, propriedades mecénicas adequadas e
mecanismo de degradacdo controlavel, o qual desempenha um papel fundamental no projeto de
um scaffold [6, 9, 10].

Dentre os biopolimeros sintéticos o &cido polilatico (PLA) é um dos aprovados pela FDA
(Food and Drug Administration), sendo entdo o mais utilizado e promissor, devido as
propriedades mecanicas, processabilidade e propriedades bioldgicas como biocompatibilidade
e biodegradabilidade. Do ponto de vista clinico pode ser usado em suturas, implantes, scaffolds,
dispositivos de fixacdo de fraturas e liberacdo controlada de farmacos, isso devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade, transparéncia e propriedades térmicas e mecanicas
adequadas o que garante sua aplicacdo nas areas de odontologia, musculoesquelética e
ortopédica [4, 25, 26].

O PLA foi sintetizado pela primeira vez por Carothers na década de 30, por aquecimento
de &cido latico em vacuo, sendo posteriormente patenteado pela Empresa DuPont. Em 1972 a

empresa Ethicon comercializou o PLA para a sutura bioabsorvivel com o nome de VICRYL.
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Outra rota de obtencdo do PLA € ‘por meio da cana-de-aclcar e milho, fontes agricolas
renovaveis [26].

O PLA ¢ um polimero semicristalino que apresenta uma temperatura de transicéo vitrea
(Tg) entre 50 — 60 °C e uma temperatura de fusdo (Tm) de aproximadamente 180°C. As
caracteristicas térmicas do PLA podem ser modificadas por diversos fatores estruturais, tais
como variagdes nas massas moleculares e composigéo [15].

Existem diferentes tipos de &cido latico, cada um variando em pureza dependendo da sua
aplicacdo. Os mais puros sao utilizados no setor alimenticio, farmacéutico e analitico. Os menos
puros contém sulfatos, metais, aminoacidos e vérios carboidratos. Para o processo de
polimerizagdo a pureza do PLA tem grande influéncia, pois vestigios de hidratos de carbono e
aminoacidos que permanecem mesmo em pequenos graus, promovem cor no processamento e
até mesmo tracos de cations como o sodio levam a mistura racémica, resultando no isémero
menos desejado D(+) latico [27].

A quimica do PLA envolve o processamento e a polimerizagdo do monémero do &cido
latico. O acido latico € uma molécula quiral simples que existe como dois enantibmeros, acido
L-latico e D-latico, diferindo em seu efeito sobre a luz polarizada. A forma opticamente inativa
D, L ou meso é uma equimolar (racémica) mistura de isémeros D (dextrogiro) e L (levogiro)
[26]. O L-latico confere ao polimero uma alta resisténcia mecénica e, portanto, tem uma
vantagem sobre o D-latico [3].

O PLLA, um biomaterial semicristalino exibe excelente biodegradabilidade,
biocompatibilidade, elasticidade, bioestimulacdo e propriedades mecanicas. E um polimero
adequado para entrega de farmacos devido a sua nao toxicidade e rapida degradacdo (> 24
meses). Pode ser combinado com outros polimeros a fim de modular as suas propriedades [4].

O PDLA é um polimero semicristalino, que oferece uma degradacdo mais rapida do que
0 PLLA. Apesar de possuir baixa biocompatibilidade em relacdo ao PLLA, o polimero PDLA
é aplicado na area biomédica, incluindo suportes de fixacdo Gssea e suturas biodegradaveis,
devido a sua alta resisténcia mecanica [3].

A mistura de PLLA com PDLA resultam no PDLLA, um polimero amorfo, que apresenta
biocompatibilidade, hidrofobicidade e biodegradabilidade (12 — 16 meses). Este polimero é
altamente adequado para construir scaffolds porosos e biocompativeis para aplicagdes na BTE
[3]. O PDLLA tem sido amplamente estudado como um material biomedico de revestimento
ortopédico devido as suas notaveis propriedades que melhoram o desempenho de implantes.
Além de sua elevada estabilidade mecénica, o PDLLA também exibe uma excelente

biocompatibilidade in vivo e um consideravel potencial osteocondutor. O PDLLA de menor
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massa molecular pode ser combinado com substancias terapéuticas, como fatores de
crescimento e antibioticos, a fim de criar um sistema de administragdo local de medicamentos
eficaz. Essas caracteristicas desejaveis tém levado a um crescente interesse no uso do PDLLA
como um material de suporte na engenharia de tecidos [15].

N&o obstante as vantagens mencionadas, as membranas poliméricas frequentemente nao
tem funcdo bioativa, ou seja, ndo induzem a regeneracao 0ssea, além de liberar produtos acidos
resultante da degradacgéo levando a uma resposta inflamatoria além de exibirem propriedades
hidrofobicas, tornando necessaria a melhoria de suas caracteristicas para favorecer interacdes
celulares [28, 29].

2.7 SCAFFOLDS

Scaffold é uma estrutura 3-D que atua como molde poroso, fornecendo suporte mecénico
e vascularizacdo sanguinea. Pode ser constituido de um biopolimero e uma bioceramica de
modo que juntos atuam para o preenchimento do defeito e estimulam a reparacdo 6ssea. Com
o0 passar do tempo o scaffold se degrada favorecendo a formacdo do novo 0sso [7].

Deve ser composto por um material biocompativel e biodegradavel com caracteristicas
mecanicas semelhantes ao tecido em que sera implantado. Ele ndo se destina a ser um implante
permanente, mas age como facilitador para as células hospedeiras se depositarem e ao longo do
tempo substitui-lo. Sua estrutura deve ser porosa a fim de permitir a migracdo de células e
nutrientes, conforme pode ser visto na Figura 6. Do ponto de vista cirdrgico, também é desejavel
que o material do scaffold seja facilmente manipulado em diferentes formas e tamanhos para
permitir o tratamento in situ de defeitos dsseos do paciente [5].

Figura 6 — Estrutura porosa.

Fonte: [5]

As vantagens associadas aos scaffolds biodegradaveis séo:
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e Ser biocompativel e bioativo com o hospedeiro;

e Possuir uma estrutura porosa e interconectada para favorecer o processo de
vascularizagéo;

e Poder ser moldado em diversos formatos;

e Possuir taxa de degradacéo controlada;

e Ser capaz de compartilhar os esfor¢cos mecanicos com o tecido 0sseo;

e Ter boa relacdo custo-beneficio [7, 13].

Os scaffolds poliméricos podem ser aprimorados pela incorporacdo de materiais
inorganicos, como as bioceramicas. As bioceramicas mais comuns utilizadas pelos cirurgides
sdo sulfato de célcio, fosfato tricalcio (TCP), hidroxiapatita sintética (HA), fosfato de célcio
bifasico (uma mistura de TCP e HA) e vidro bioativo que liberam ions ao interagir com 0s
tecidos circundantes e estimulam as células hospedeiras a produzir uma matriz 6ssea. Esses
scaffolds exibem regeneracdo devido a boa ligacdo do tecido, alta resisténcia a compresséo,
propriedades antimicrobianas e caracteristicas de mudanca de pH das ceramicas bioativas. No
entanto, essas bioceramicas apresentam baixa ductilidade o que limita sua utilizagdo no campo
da regeneracdo tecidual. A formagdo desses materiais hibridos & base de biopolimeros e
bioceramicas ajuda a melhorar as caracteristicas do scaffold e a interacéo tecidual, o que permite
a degradacdo controlada, ou seja, reparam o0s tecidos biolégicos, melhoram a
biocompatibilidade e a resisténcia mecénica dos scaffolds [3].

Os scaffolds trazem direcionamento ao desenvolvimento de um novo tecido,
assegurando-lhe estabilidade mecéanica e viabilizando uma organizacdo tridimensional das
células. Isso, por sua vez, permite que haja adesdo, proliferacdo e diferenciacéo, contribuindo
assim para a regeneracdo do tecido 6sseo [15].

A geometria e a estrutura dos scaffolds desempenham um papel crucial na formacéo do
novo tecido. A porosidade, que representa a proporcdo de espaco vazio em um sélido, é
essencial para facilitar o suprimento de nutrientes e oxigénio as células que estdo ancoradas no
suporte, além de permitir a migracdo adequada das células pela estrutura do suporte. O tamanho
de poros afeta diretamente a adesao e a diferencia¢do do tecido. O tamanho minimo de poro
necessario para a regeneracdo de 0sso € geralmente considerado como 100 um. No entanto,
acredita-se que o tamanho de poro ideal para a osteogénese in vitro esteja na faixa de 100 a 300
um. Entretanto, poros com dimensoes entre 300 ¢ 800 um parecem ser mais adequados para a

formacgéo de osso e vascularizagéo [15].
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Estruturas com elevada porosidade tendem a favorecer o crescimento interno do tecido
6sseo. No entanto, estruturas altamente porosas geralmente apresentam propriedades mecanicas
deficientes, o0 que pode comprometer a integridade estrutural do suporte. Existe um limite para
a porosidade e o tamanho dos poros em suportes, além do qual suas propriedades mecanicas
sdo comprometidas. Em geral, os suportes devem possuir resisténcia mecanica suficiente para
sustentar a proliferacdo celular, a deposicdo da matriz extracelular e o crescimento do tecido
[15].

Os suportes fabricados para a engenharia de tecido 6sseo devem ter uma resisténcia
comparavel a do tecido 6sseo nativo, a fim de suportar as cargas fisiol6gicas e evitar o estresse
excessivo. Embora a propriedade mecanica dos suportes seja prejudicada com uma maior
porosidade ou maiores dimens@es de poros, 0 uso de materiais com uma resisténcia mecanica

intrinseca elevada pode representar uma solugéo para esse problema [15].

2.8 TECNICAS PARA OBTENCAO DE SCAFFOLDS

Para a preparacao dos scaffolds é fundamental atender aos seguintes requisitos [30]:

« A técnica deve ser altamente precisa, garantindo que o produto tenha propriedades
desejaveis, incluindo porosidade, tamanho e distribuicdo dos poros, bem como a conectividade
entre eles;

« E crucial assegurar a capacidade de reproduzir o processo de preparacdo de forma
consistente.

Uma grande variedade de técnicas tem sido utilizada na obtencéo de scaffolds, entre as
mais utilizadas sdo: fundicdo com solvente e lixiviagdo, formacdo de espumas gasosas,
liofilizacdo, separacdo de fases. Atualmente com o avanco tecnoldgico, scaffolds podem ser
produzidos por meio de técnicas de eletrofiacdo e tecnologia de impressdo 3D. A escolha da
técnica de preparacdo depende do tipo de aplicacao [5].

Os scaffolds obtidos por meio da Separacdo de Fases Induzida Termicamente (TIPS),
seguido de liofilizacdo, consiste em induzir separacdo de fases de uma mistura polimérica
homogénea em duas fases, a saber: uma fase “rica” em polimero e outra “pobre” em polimero.
Essa separacdo esta baseada na adicdo de um solvente (agua) que ndo seja miscivel nesta
mistura polimérica, formando um sistema no qual esta presente o polimero/solvente/ndo-
solvente [31]. A temperatura para induzir a separacdo de fases deve ser inferior ao "ponto de
nuvem". Este ponto é caracterizado como a temperatura que marca a transicao da regido em

que a mistura ¢ homogénea para a regido em que ha separacéo de fases [4].
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A morfologia do scaffold em relacdo a sua porosidade € condicionada pela termodinamica
do sistema durante a separagéo de fases, conforme mostrado na Figura 7, na qual apresenta o
diagrama de fases binario temperatura em relacdo a concentracdo de uma solucdo polimérica.

A ocorréncia da separacdo de fases liquido-liquido pode seguir diferentes mecanismos,

dependendo da temperatura escolhida [4].

Figura 7 — Diagrama de fases binario temperatura-concentracdo de uma solucéo polimérica.
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Fonte: Adaptado de [4]

Para temperaturas na regido entre as curvas o sistema é metaestavel e ocorre a separacao
pelo mecanismo de nucleacdo e crescimento na qual ha formacéo das goticulas e o crescimento
destas é impulsionado pelo gradiente de concentracdo em direcdo a gota. Esse mecanismo
resulta na criacdo de uma estrutura com pouca interconectividade, apresentando poros com
formato esférico. Para temperaturas inferiores a curva espinodal, o sistema torna-se instavel e
ocorre a separacdo pelo mecanismo de decomposicao espinodal.

Com base na literatura observa-se que concentragdes de PDLLA abaixo de 4,5% resultam
em uma sedimentacdo rapida da fase “rica” em polimero e que a propor¢do em massa de
dioxano/agua de 87/13 é aquela que apresenta os resultados mais adequados. Vale salientar que
o teor de dgua tem um impacto na solubilidade do polimero, pois 0 aumento no seu teor reduz

a solubilidade do polimero no solvente, o que pode levar a uma sedimentacdo rapida da fase
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“rica” em polimero. Por outro lado, um teor de &gua inferior a 13% aumenta a viscosidade da
solugéo tornando o processo de separacdo de fases mais lento [4].

A técnica TIPS é combinada com a liofilizacdo que consiste na remocdo do solvente
congelado que estd no sistema, promovendo sua sublimacdo por meio da diminuicdo da
temperatura e presséo [30].

O processo de liofilizagdo opera com base no principio da sublimacdo de um solvente,
alcancando isso por meio de um controle adequado de temperaturas e pressdes. O material
inicialmente é dissolvido em um solvente apropriado. Em seguida, a mistura polimérica é
congelada a uma temperatura inferior a sua temperatura de congelamento, resultando na
solidificacdo do solvente. Em seguida, esse sistema é colocado em um liofilizador ajustado a
uma temperatura muito abaixo do ponto de congelamento do solvente, sob pressdes,
extremamente inferiores as atmosféricas, o que desencadeia o processo de sublimacdo do
solvente. Como resultado desse processo, espagos vazios sao criados, formando uma estrutura
porosa que frequentemente inclui canais interconectados. Esse método possibilita o controle
preciso do tamanho dos poros e da anisotropia, permitindo a geracdo de estruturas com
porosidade superior a 90 % [14].

O método € capaz de produzir suportes porosos altamente homogéneos, atingindo uma
porosidade de aproximadamente 90 %, com uma morfologia tubular altamente anisotropica e
uma interconectividade de poros significativa. A morfologia dos poros varia dependendo do
tipo de polimero, do solvente, da concentracdo do polimero, da temperatura de separacdo de
fases e da solucdo utilizada. Os scaffolds gerados por esse processo costumam apresentar poros
tubulares orientados, com macroporos (superior a 100 um), e microporos (cerca de 10-50 pum)
que conecta aos poros maiores [14].

Neste caso, para produzir materiais hibridos, ha incorporacdo de materiais inorganicos
na mistura polimérica. Posteriormente, essa mistura é congelada e depois passa pelo processo

de liofilizagdo em um liofilizador, no qual o solvente é evaporado [32].

2.9 SCAFFOLD HIBRIDO DE VIDRO BIOATIVO/BIOPOLIMERO

Os materiais hibridos podem ser agrupados em duas categorias, dependendo da interface
entre organicos e inorganicos. A primeira categoria corresponde aos materiais de classe I,
caracterizados por interacOes de baixa intensidade, forcas de Van der Waals, interagoes
eletrostaticas ou ligacGes de hidrogénio. A segunda categoria engloba os materiais de classe Il,

nos quais ocorrem interagdes mais fortes como ligacGes covalentes ou i6nicas. Os materiais
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hibridos orgéanico-inorgéanicos de classe | ttm sido amplamente explorados para uma variedade
de aplicacdes, pois apresentam melhor desempenho em termos de propriedades mecanicas e
resisténcia a degradacdo, em comparacdo com os compasitos tradicionais [32].

A estratégia para o uso de materiais hibridos a base de PLA e BG reside no fato de aliar
as qualidades presentes em cada um dos componentes onde o BG possui propriedades bioativas,
porém baixa resisténcia mecénica, ja o PLA geralmente ndo possui propriedades bioativas, o
que significa que ndo promove a regeneracao 6ssea, além de liberar produtos acidos resultado
de sua degradacéo, o que pode desencadear uma resposta inflamatoria. No entanto, abordagens
estratégicas, como a incorporagdo de carga inorganica no polimero para criar materiais hibridos,
possibilitam superar essas limitaces. De fato, a capacidade de contrapor a degradacéo acida
dos polimeros biodegradaveis é citada como mais uma razédo para a adocao de materiais hibridos
[33].
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 PREPARACAO DO VIDRO BIOATIVO BG-58S

O BG-58S foi sintetizado por meio da rota sol-gel, como apresentado na literatura, de
forma a obter-se 10 g do referido material na forma de p6 [34]. Foram utilizados reagentes

conforme apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Reagentes utilizados para a producé@o do BG-58S por sol-gel.

Férmula Massa Densidade Pureza
Reagente Quimica Molar (glcm?) (%) Fornecedor
(g/mol) 9 0
Fonte de  Tetraetilortosilicato . Sigma-
silica (TEOS) Si(OCaHs)e 20833 0,933 %8 Aldrich
Fonte de Nitrato de célcio .
calcio tetrahidratado Ca(NOs3)2.4H,O 236,15 1,90 99-103 Dinamica
Trietilfosfato Sigma-
Fontede  (TEP) OP(OCeHs)s 18215 1,07 P8 Aldrich
fosforo Acido fosférico HsPO, 98,00 171 85 Dinamica
(AF)
Solvente Etanol absoluto CH3CHOH 46,07 0,789 99,8 Neon
Catalisador )
da Acido nitrico HNO3 63,01 1,380 65 Neon
hidrélise
Aditivo  Pluronic F-127  (CsHeO-CoHiO)« 12600 i ; Sigma-
X Aldrich

Fonte: o autor (2023)

A preparacdo do pé de BG-58S envolveu reacbes de hidrdlise e policondensacdo de
guantidades estequiométricas de TEQS, nitrato de célcio e TEP ou AF, conforme determinado
pela composicdo nominal 58S (58SiO2, 33Ca0O, 9P.Os, % em massa). Oito diferentes
composicdes foram preparadas nas quais foram variadas a fonte de fésforo (TEP ou AF), a
adicdo ou ndo de solvente (etanol) e de agente porogénico (Pluronic F-127).

As solugBes foram preparadas utilizando etanol, TEOS, agua Milli-Q® e solugéo de acido
nitrico (2 mol/L) misturados em um béquer de plastico com agitacdo constante e temperatura
ambiente por um periodo de 30 min. TEP ou AF foi entdo adicionado ao sol de silica &cida e
agitado por 20 min. Em seguida o Ca(NOs3)2.4H20 foi completamente dissolvido no sol. Em
quatro destas rotas foram adicionados Pluronic (F-127) agitando até a gelificacdo. O gel obtido
foi misturado com um bastéo de vidro e mantido na estufa (Simétrica) a 60 °C por 24 horas

para remover a agua residual e o etanol. Os pos secos foram macerados em almofariz e
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colocados em forno mufla (EDG 3000) a temperatura da ordem de 600-650 °C por 24 horas
com taxa de aquecimento de 3 °C/min, conforme Tabela 2. As oito diferentes rotas foram
denominadas: TEP+EtOH, AF+EtOH, TEP+EtOH+F-127, AF+EtOH+F-127, TEP, AF,
TEP+F-127 e AF+F-127 sendo as quantidades de cada reagente apresentadas na Tabela 3.

Tabela 2 — Temperaturas de calcinacdo aplicadas as diferentes amostras.

Rotas TEP* AR+ TEP+EtOH+ AF+EtOH  __ o TEP+  AF+
EtOH  EtOH F-127 +F-127 F-127  F-127
T(°C) 650 650 600 600 650 650 600 600

Fonte: o autor (2023)

Tabela 3 — Rotas para a produgdo do BG-58S por sol-gel

TEP+E AF+Et

Reagentes TEP+EL AF+EIO o1 ir OH+E-  TEP AF  TEPHF AF+E
OH H 127 127
127 127

Etanol (mL) 50 50 50 50 i i i ;
TEOS (mL) 22 22 22 22 22 22 22 22

TEP (mL) 22 i 2,2 i 2.2 i 2.2 ;
H.0 (ML) 14 14 14 14 14 14 14 14
AF (mL) i 0,9 ; 0,9 i 0,9 i 0,9
HNO3 (2 M) (mL) 28 28 28 28 28 28 28 28

Ca(NOs)2.4H,O (g) 14,04 1404 1404 1404 1404 1404 1404 14,04
Pluronic (g) - - 5675 5,675 - - 5675 5,675

Fonte: o autor (2023)

Apos o tratamento térmico, a amostra foi moida em moinho de alta energia (Fristsch

Premium line Pulverisette 7) durante 5 min e 700 rpm e peneirada em peneira 400 mesh (38

pum).

3.2 PREPARACAO DOS SCAFFOLDS DE PDLLA E PDLLA/BG

Foram preparados scaffolds a base de PDLLA e materiais hibridos a base de

PDLLA/vidro bioativo por Separacao de Fases Termicamente Induzida (TIPS) combinada com
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a liofilizacdo. Neste processo inicial foi utilizado somente o polimero a fim definir os
parametros do processo, sendo estes: tempo de separacdo de fase, temperatura do “ponto de
nuvem”, fracdo massica dos componentes. Os scaffolds foram preparados com diferentes teores
de particulas de vidro bioativo calculado em relagéo a fragdo polimérica com diferentes tempos
de separacdo de fases e a proporcao em massa de dioxano/agua escolhida foi de 87/13.

Para a preparacdo dos scaffolds de PDLLA, primeiramente o polimero foi pesado e
dissolvido no solvente 1,4-dioxano P.A. (Neon) a 80 °C, sob agitacdo magnética durante
aproximadamente 2 horas. Decorrido este tempo adicionou-se agua ultrapura (Milli-Q®)
previamente aquecida em torno de 80 °C. A adicdo da agua foi feita apds a completa dissolucdo
do polimero em dioxano, devido a 4gua ser um ndo-solvente para o PDLLA. Em seguida foram
acrescentadas as particulas de vidro bioativo, no caso dos scaffolds hibridos. O sistema foi
submetido a ultrassom (Sonics Vibra-cell - X 500), durante 15 min a 37 °C.

Foi utilizada a concentragdo de PDLLA de 55% (m/v) em relagdo ao sistema
PDLLA/dioxano/agua.

A temperatura para induzir a separacdo de fases liquido-liquido deve estar abaixo do
"ponto de nuvem", definido como a temperatura no qual ocorre a transicdo da regido em que a
solucdo é homogénea para a regido em que as fases se separam. Para determinar a temperatura
do “ponto de nuvem” foi realizada inspegdo visual até que a solucédo se tornasse turva. Apos a
preparacdo da solucdo PDLLA/dioxano/agua conforme descrito anteriormente, a solucdo foi
resfriada gradualmente, grau a grau, permitindo sua estabilizacdo por 5 minutos em cada nova
temperatura. A temperatura do “ponto de nuvem” assim determinada foi de 30 °C para 0s
sistemas estudados. Os tempos de separacdo de fases estudados foram: 30, 60 e 120 min.

Para preservar as morfologias resultantes da separagdo de fases, as solugfes foram
congeladas a -23 °C por 72 h e posteriormente submetidas ao processo de liofilizacdo uma
temperatura de -54,3 °C. Esse processo teve como objetivo remover o solvente e a agua,
resultando nas estruturas porosas desejadas. A liofilizacdo foi realizada em um equipamento
modelo JJ Cientifica Linha: LJJ, durante 24 horas. Dessa forma, foram produzidos scaffolds de
PDLLA e scaffolds hibridos de PDLLA/BG, preparados por separacgdo de fases liquido-liquido
termicamente induzida, contendo diferentes teores de vidro bioativo (0, 15, 20, 30 e 50 %

(m/m)) e com tempos de separacédo de fases de 30, 60 e 120 minutos.
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3.3 CARACTERIZAGAO DO PO DE BG-58S E DOS SCAFFOLDS

Os pos de vidros bioativos (BG) produzidos por rota sol-gel e os scaffolds hibridos (S) de

PDLLA/vidro bioativo foram caracterizados conforme apresentado no Quadro 1.

Quadro 1 — Técnicas de caracterizagao.

Caracterizagdes BG S Objetivo
Espectroscopia Raman Analisar a estrutura do material
DRX Identificar a presenca de fase cristalina
Identificacdo de grupos funcionais presente na
FTIR ;
estrutura do material
BET Determinar a porosidade
Tamanho de particula Determinar a distribuicdo de tamanho de particulas
MEV/EDS Avaliar morfologia e composi¢do quimica
TGA-DSC Determinar a temperatura do tratamento térmico
Potencial Zeta Determinar a carga superficial
. Analisar a porosidade e a distribuicdo de tamanho
Porosidade
de poros
Ensaio de degradagdo Estimar o tempo de degradacao
Avaliar a viabilidade celular, proliferacéo e
Testes in vitro diferenciacdo das células osteoblasticas e formacao
de nddulos de mineralizacéo

Fonte: o autor (2023)

3.3.1 Espectroscopia Raman

As analises por Espectroscopia Raman foram executadas em um espectrémetro Raman

modelo RFS-100/S Bruker, com comprimento de onda de 1064 nm a uma poténcia do laser de
100%.

3.3.2 Difragdo de Raios X (DRX)

As andlises de DRX foram obtidas em um difratdmetro de raios X, da marca Shimadzu,

modelo XRD 6100, com fonte de radiagao CuKa. O ensaio foi realizado a uma varredura 20 de
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10 a 80°, a uma velocidade de 2 graus/min, a partir de uma fenda de 0,3 mm. O comprimento
de onda utilizado foi de A=1,54 A, voltagem de 40,0 kV e corrente de 30,0 mA.

3.3.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As andlises de FTIR foram realizadas por meio de um espectrofotdmetro no
infravermelho, da marca Perkin-Elmer, modelo FT-IR/NIR Spectrometer Frontier, com um
total de 20 varreduras na regio espectral de 4000 a 600 cm™, utilizando o acessorio reflexéo
total atenuada (UATR) a 80 N com cristal de ZnSe. Os espectros FTIR foram registrados na
faixa de nimero de onda de 400 e 4000 cm™.

3.3.4 Microscopia Eletrénica de Varredura de alta resolucdo (MEV-FEG)

A morfologia das amostras foi verificada por MEV-FEG em um microscépio eletronico
de varredura com canhdo de emissdo por campo, da marca Tescan, modelo Mira 3, com analise
de energia dispersiva de raios X (EDS). As amostras foram metalizadas com uma camada de
ouro com auxilio de um equipamento Emitech K550X e preparadas a seco coladas em stubs,

com o auxilio de uma fita adesiva condutora de carbono.

3.3.5 Anaélises térmicas

Os ensaios de termogravimetria (TGA) foram realizados pelo analisador da marca
NETZSCH, modelo STA 449F3 Jupiter, sendo as amostras inicialmente pesadas (~ 6 mg) e
inseridas em um porta amostras de alumina, e entdo aquecidas a uma temperatura ambiente até
1000 °C, a uma taxa de aquecimento de 23 °C/min, sob atmosfera inerte de Nitrogénio (N2)
com fluxo de 50 mL/min e ar sintético. E por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) foi

realizada utilizando o equipamento DSC Q20 da marca TA Instruments.
3.3.6 Propriedades texturais
As isotermas de adsorcao e dessorcdo de nitrogénio foram obtidas em equipamento da

marca Quantachrome Instruments, modelo Nova 2200e (N22-25E). Para isso, 0s pds foram

analisados conforme a adsorc¢éo fisica na superficie de cada um deles, com a utilizagéo de gas
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Nitrogénio (N2), sendo a érea superficial obtida por meio da quantidade de gas adsorvido na

camada monomolecular de suas superficies.

3.3.7 Distribuicao de tamanho de particula

Apos a calcinagdo a amostra BG-58S com AF foi moida em moinho de alta energia
(Fristsch Premium line Pulverisette 7) durante 5 min e 700 rpm na proporc¢éo po/esfera de 1:6
utilizando esfera de zircénia (10 mm) e jarro de capacidade de 80 mL. Em seguida foi peneirada
em peneira mesh 400 (38 pum).

A determinacdo da distribuicdo granulométrica foi realizada em um analisador de
tamanho de particulas (Microtrac - S3550), sendo a amostra submetida a ultrassom (Sonics
Vibra-cell - X 500), durante 5 min.

3.3.8 Porosidade

Os scaffolds foram analisados pelo porosimetro por intrusdo de mercurio que permitiu
analisar a porosidade, a distribuicdo dos tamanhos de poros e o diametro, bem como sua
densidade. O principio da técnica da porosimetria de mercirio baseia-se no fato de este ser um
liguido ndo molhante, sendo necessario aplicar pressdo para que este penetre nos poros. Assim,
através da medida da pressdo efetuada e do volume de mercurio que passa pelo poro, pode-se
calcular o tamanho deste. Esta técnica mede o tamanho de poro no intervalo de

aproximadamente 1-300 pum. Foi utilizado um equipamento Autopore 1V 9500, Micromeritics.

3.3.9 Degradacdo em solucdo tampao de fosfato (PBS)

O ensaio de degradacéo consiste em fornecer dados de pH do meio, variagao de massa do
produto e estimar um tempo de degradacdo total do produto. O ensaio permite identificar e/ou
quantificar os produtos de degradacédo gerados. O estudo foi realizado de acordo com a norma
ISO 10993-13:2010. As amostras foram dimensionadas para garantir uma relagdo 1:500 (m/v)
sendo pesadas e depois adicionadas em uma solucdo salina tamponada com fosfato (PBS)
devidamente estabilizada com pH=7,4. Apés a imersao de todas as amostras em solucao, foram

colocadas em uma incubadora com agitagdo a 37 °C e 100 rpm.
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As propriedades foram calculadas pesando as amostras antes da imersdo em PBS (W) e
apos secagem a 30 °C por 24h pds incubacgdo (Wg). A variacdo de massa (WL, %) dos scaffolds

foi calculada de acordo com a equacdo 1:

_ (Wd-wi)
- owi

WL 100 1)

O comportamento de degradacdo dos scaffolds foi avaliado ap6s imersdo em PBS por 2,
7, 30 e 60 dias medindo a variacdo de massa e alteracdes de pH.

3.3.10 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

A técnica de Cromatografia em Gel (GPC) é um método de separacdo de moléculas
dissolvidas com base no seu tamanho, por meio de bombeamento em colunas especializadas e
microporosas. Conforme a amostra foi separada e eluida na coluna, detectores foram capazes
de caracterizar o polimero, proporcionando a massa molecular absoluta, o tamanho molecular
e a viscosidade intrinseca, bem como outras informagdes estruturais. As condi¢des para
preparacdo da curva de calibracdo foram: razdo de fluxo (vazdo) de 1 mL/min em THF
(tetraidrofurano) a 40°C, utilizando 4 colunas fenogel (500 a 10000 A), volume de injecdo 40
uL. O scaffold foi solubilizado em THF (5 mg/mL). Esta solucéo foi deixada em repouso por
24 h e depois foi analisada. O tempo total de analise por amostra foi 50 minutos.

As massas moleculares (média e média ponderada) e polidispersidade foram calculadas
a partir do tempo de retencdo medido usando curvas de calibracdo padrdo de poliestireno

monodisperso.

3.3.11 Potencial Zeta (PZ)

Os valores do potencial zeta e pH dos scaffolds foram obtidos usando equipamento de
Particle Metrix (Stabino, GmbH). A carga superficial é caracterizada por meio da medida do
potencial zeta. O experimento mediu e registrou os valores de pH e potencial zeta por 3 h. Para
andlise foi pesado 50 mg e adicionado 10 mL de agua Milli-Q®.

O método utilizado para medi¢do do potencial zeta consiste na répida oscilagdo da
suspensdo por meio do movimento de um pistdo, resultando em um cisalhamento periddico
levando a uma polarizagéo idnica no espaco entre o pistdo e o cilindro de medicdo. A tensao de

polarizacdo idnica é proporcional ao potencial zeta, que € uma medida realizada a fim de
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analisar o comportamento das particulas do material em um liquido de forma a determinar a

magnitude da repulsdo ou atracdo eletrostatica.

3.4 CULTURA CELULAR

A amostra de células osteoblasticas humanas (MG63) foi obtida da Associagdo Técnico-
Cientifica Paul Ehrlich (APABCAM, Rio de Janeiro, Brasil). As células foram cultivadas em
frascos de cultura celular de 75 cm? (Sarstedt®, Numbrecht, Alemanha) com meio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, Cultilab, S&o Paulo, Brasil), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (FBS, Cultilab, Sdo Paulo, Brasil) e gentamicina (10 mg/mL) (Gibco™, S&o
Paulo, Brasil). Os frascos foram mantidos em incubadora a temperatura de 37 °C em atmosfera
umida contendo 5 % de CO- até a confluéncia celular, caracterizada pela ocupagdo de mais de
80 % do frasco. Durante esse periodo, 0 meio de cultura foi totalmente substituido a cada 48
horas e o desenvolvimento celular foi avaliado em microscopio 6ptico (modelo Axioskop 40,
Carl Zeiss, Alemanha). Apos a confluéncia celular, o meio de cultura foi descartado e lavado
com PBS (Gibco-Life Technologies). Posteriormente, adicionou-se tripsina a 0,25 % (Gibco-
Life Technologies) para separar as células do frasco. O conteudo foi entdo transferido para um
tubo Falcon e centrifugado a 3.000 rpm por 5 minutos a uma temperatura de 25 °C (centrifuga
Labnet - HERMLE Z 300K, NJ, EUA). O sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi
ressuspenso em novo meio de cultura (DMEM) e depositado em novo frasco de cultura celular.

Apbs subcultura e expansdo celular, foi realizado o plagueamento celular, sendo
necessaria a repeticdo do procedimento de formacao de pellets descrito acima. Porém, ap6s a
formacdo do pellet, as células foram quantificadas manualmente utilizando uma camara de
Neubauer (hemocitdmetro) (Prolab, Sdo Paulo, Brasil) e plagueadas em placas de 96 pocos
(Kasvi®, Paran4, Brasil) a uma densidade celular de 10.000 células/pogo e 200 pL. de meio de
cultura parateste de MTT e proteina total. Para o teste de nodulos de mineralizacgdo foi utilizada
uma densidade de 20.000 células/pogo. Todos os testes foram realizados seguindo a norma 1ISO
10993 — Avaliacdo Bioldgica de Dispositivos Medicos — Parte 5 — Testes para in Vitro [35],
com trés repeti¢Oes de experimentos n=5 para cada biomaterial testado.

Quatro grupos foram delineados. No grupo controle, as células MG63 foram plaqueadas
nos pocos da placa. No grupo hidroxiapatita (HA), as células MG63 foram plaqueadas em pocos
contendo HA comercial (referéncia 16030 Bioinnovation Biomedical Madrid, Espanha lote

073398). No grupo andaime, as células foram plaqueadas em pocos contendo o andaime
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PDLLAJ20BG, e no grupo controle negativo, as células foram plaqueadas em pocos contendo

anéis de latex.

3.5 TESTES IN VITRO

O teste MTT foi realizado para medir a atividade metabdlica celular. Apoés trés dias, o
meio de cultura de cada poco foi removido e foram adicionados 200 pL de solucdo MTT 0,05%
de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (Sigma Aldrich Chemical, St
Louis, EUA). ) foi adicionado. As células foram entdo incubadas durante 4 horas numa
atmosfera umidificada com 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. Posteriormente, a solu¢éo foi
removida e foram adicionados 200 puL de Dimetil Sulféxido (DMSO, LGC Biotechnology). As
placas foram mantidas em agitador de placas por 5 minutos. Em seguida, 100 pL de cada pogo
foram transferidos em duplicata para uma nova placa de 96 pocos, e a absorbancia foi entdo
medida a 570 nm em um espectrofotometro (Biotek Instruments, EL808IU, Winooski, EUA).

Para o teste de contetdo de proteina total apds 10 dias, 0 meio de cultura de cada poco
foi removido. Os pogos foram lavados com PBS. Em seguida, foram adicionados 200 pL de
lauril sulfato de sodio a 0,1% (Sigma Aldrich Chemical, St Louis, EUA). Para proteina total,
100 pL da solugdo de cada poco + 100 uL da solucdo Lowry (Sigma Aldrich Chemical, St
Louis, EUA) foram transferidos para tubos de ensaio. Um tubo sem lisado celular, com agua
destilada, serviu como branco da reacdo. Em seguida, foram adicionados 50 pL de Folin (Sigma
Aldrich Chemical, St Louis, EUA) e, ap6s 30 minutos, 100 pL foram transferidos para uma
nova placa de 96 pocos, e a absorbancia foi entdo medida a 680 nm em espectrofotdmetro
(Biotek Instruments, EL8081U, Winooski, EUA).

A formacdo de nodulos de mineralizacdo foi avaliada apds 12 dias de cultivo através da
coloracdo com Alizarina Red S 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, Brasil), pH 4,2. A quantificacdo
das formacGes mineralizadas foi realizada conforme método descrito na literatura [16]. Em cada
um dos pocos foi adicionado acido acetico a 10% e incubado em temperatura ambiente, com
agitacdo, por 30 minutos. Toda a solugéo foi transferida para tubos de microcentrifuga e agitada
em vortice (Vortex QL — 901) por 30 segundos. Os microtubos foram colocados em banho-
maria (Banho Metabolico Dubnoff — MAQ95/CF) e aquecidos por 10 minutos a 87,5 °C, depois
transferidos para uma geladeira e congelados por 5 minutos. Posteriormente, foram
centrifugados (Centrifuga Labnet — HERMLE Z 300K) por 20 minutos, ¢ 100 uL dos

sobrenadantes foram transferidos para uma placa de 96 pogos. Em cada pogo foram adicionados
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40 pL de hidréxido de amodnio a 10% para neutralizacdo do acido e a absorbancia foi entdo

medida a 405 nm em espectrofotdmetro (Micronal AJX 1900).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CARACTERIZACAO DOS VIDROS BIOATIVOS BG-58S

As amostras de pos de vidro bioativo foram caracterizadas usando anélises para avaliar o
efeito do precursor, adigdo do solvente e do surfactante em propriedades fisicas como, estrutura

cristalina e morfologia.

4.1.1 Andlise termogravimétrica (TGA)

A temperatura de calcinacdo € importante para a estrutura e composicdo final do vidro
bioativo, assim analises de TGA foram realizadas para determinar a temperatura do tratamento
térmico. A fim de garantir a eliminacdo total de residuos organicos e nitratos, bem como a
consolidacdo da estrutura vitrea e a difus@o de ions de calcio dentro da rede de silica, a literatura
indica temperaturas na ordem de 600 — 650 °C [36].

A Figura 8 apresenta os resultados TGA de po6s BG-58S secos.
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Figura 8 — Analise termogravimétrica do BG-58S: (a) TEP+EtOH, (b) AF+EtOH, (c) TEP, (d)AF
(e)TEP+EtOH+F-127, (f) AF+EtOH+F-127, (g) TEP+F-127 e (h) AF+F-127.
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A partir da curva TGA, a variacdo de massa pode ser dividida em trés regides: a primeira
variacdo de massa é devido a evaporacdo de &gua e etanol, o segundo processo, se refere ao
pico da oxidacgdo da parcela organica (grupo alcoxido) e com a decomposicéo de pluronic e o
ultimo associada aos precursores inorganicos.

Na tabela 2 sdo apresentadas as temperaturas de calcinacdo empregada indicando a
combustdo total de residuos organicos da sintese e nitratos bem como a consolidacdo da
estrutura vitrea. Em temperaturas mais baixas do que as usadas neste trabalho ainda é observado
bandas de FTIR relativas a presenca de nitrato. A calcinacdo deve garantir a auséncia de nitrato
visto a sua toxicidade para uso do BG como biomaterial [37].

Outro fato relacionado a calcinacdo das composi¢cdes é que as amostras com agente
porogénico ficaram muito escuras sugerindo que a eliminacdo de compostos organicos ndo foi
completa, necessitando de temperaturas mais altas de queima, entretanto isso levaria a
cristalizagdo das composigdes. Dessa forma, foi realizado um teste de calcinagdo a 600 °C
usando taxa de aquecimento de 1 °C/min com fluxo de ar sintético soprado para o interior do
forno, visando a remocao completa dos compostos organicos. Como resultado observou-se um
clareamento da amostra calcinada com menor taxa de aquecimento e ventilacdo forcada,

conforme pode ser observado na Figura 9.

Figura 9 — Composi¢do AF+F-127 apos calcinagdo a 600 °C por 24 horas usando (a) taxa de

aquecimento de 3 °C/min e (b) taxa de aquecimento de 1 °C/min, com fluxo de ar sintético soprado

para o interior do forno.

F

(@)

Fonte: o autor (2023)

As amostras queimadas nas duas condic¢des foram caracterizadas por BET, para verificar
o0 efeito da condicdo de calcinacdo sobre a estrutura porosa. Os dados sdo apresentados na
Tabela 4.
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Tabela 4 — Area superficial, volume e tamanho de poros por BET da amostra AF+F-127 calcinada em

diferentes condicdes.

AE+E-127 Diametro médio do poro Area suzperflual
(nm) (m/g)
3 °C/min 13,195 + 0,132 19,798 + 0,198
1 °C/min c/ ar sintético 11,411 + 0,087 46,408 + 0,262

Fonte: o autor (2023)

Os valores obtidos confirmam que a alteracdo no processo de calcinacdo foi benéfica,
proporcionando um aumento de 133 % na area superficial, acompanhado de uma redugdo do
diametro médio de poro de cerca de 14 %. Confirmando mais uma vez que 0s novos parametros
de queima melhoram a condicéo final do vidro bioativo mesoporoso.

Como a sintese de MBGs € um sistema bastante complexo, outra estratégia € garantir uma
solucdo homogénea de surfactante, silica (TEOS) e outras reagentes idnicos (de sais sollveis
atuando como precursores para Oxidos modificadores no vidro) misturado em solvente
alcool/agua. A evaporacao do etanol induz a deposicdo de um filme formado por um surfactante
ndo volatil e espécies silica/ibnicas em &gua. Entdo, a concentracdo do surfactante aumenta
progressivamente, garantindo a formacdo da CMC (concentragdo micelar critica)
impulsionando assim o processo de automontagem do surfactante, ou seja, propiciando a
formacdo das micelas de forma organizada [43]. Esse processo € denominado EISA

(Evaporation-Induced Self-Assembly) foi representado na Figura 10.
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Figura 10 — Representacdo esquematica do método de sintese de automontagem induzida por

evaporacao (EISA) usado para obter MBGs.
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4.1.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR de vidros bioativos sintetizados pela rota sol-gel foram feitos ap6s
a etapa de calcinagdo. A Figura 11 apresenta os espectros de FTIR obtidos pela técnica de
UATR, onde se observa a presenca de grupos Si—O-Si, Si-O-NBO e fosfato (P-O) nas
amostras calcinadas, tipicos de vidros bioativos.
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Figura 11 — Espectros de FTIR de pds de BG 58S sintetizado em diferentes condicdes.
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Vidros de silica bioativos possuem em sua estrutura atomos que agem cOmo
modificadores de rede, rompendo ligacbes Si—O-Si e levando a formacdo de espécies de
oxigénio nédo ligados, NBO, non-bridging oxigen (Si-O-NBO), reduzindo a continuidade da
rede vitrea, esta banda é a evidéncia da presenca de Si—O—Ca [8,18]. Apds o tratamento térmico
as amostras apresentam uma pequena banda na posigdo 700-850 cm™ correspondente ao SiO4
e banda a 950 cm™ para as ligagdes NBO, que contribuem para uma maior bioatividade. A
banda mais intensa no espectro (1000-1040 cm™) corresponde & vibrag&o simétrica da ligagao
de oxigénio com o silicio (Si—O-Si) [40]. As amostras também apresentam uma banda de
sobreposicdo de PO4> em 1030 cm™. Bandas caracteristicas de CO3? nos niimeros de onda de
872 e 1420 cm™ ocorrem devido a reatividade dos vidros derivados de gel com o CO; da
atmosfera e oriundos da decomposic¢éo de componentes organicos [41].

4.1.3 Difragdo de Raios X (DRX)

A Figura 12 apresenta os difratogramas de raios X para as diferentes composicoes, apos
tratamento termico. Os padrbes de difracdo de todas as amostras exibiram um perfil amorfo
com um halo entre 20° e 35°. Também foram observados picos alargados e de baixa intensidade
em torno de 26° e 32° correspondendo a uma fase de hidroxiapatita (00-001-1008). A formagéo
de diferentes fases cristalinas diminui a bioatividade do BG, pois & medida que parte do fosfato

é cristalizada em apatita, a liberacdo de fésforo para a formacgdo da camada de hidroxiapatita
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carbonatada diminui, podendo transformar um vidro bioativo em um material bioinerte [34, 42,
43].

Figura 12 — Difratogramas DRX de p6s de BG 58S sintetizado em diferentes condi¢Ges
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Fonte: o autor (2023)

4.1.4 Andlise de area superficial por BET

Os dados da area superficial, volume e tamanho dos poros sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Volume, didametro médio de poros e area superficial de pés de BG 58S

Volume poro Diametro médio do poro Area superficial
(cmg) (nm) (m?/g)

TEP + EtOH 0,196 + 0,002 4,717 + 0,047 167,083 + 1,186
AF + EtOH 0,138 + 0,001 15,582 + 0,156 35,315+ 0,110
TEP+EtOH+F-127 0,122 + 0,001 10,285 + 0,103 47,435 + 0,474
AF+EtOH+F-127 0,184 + 0,002 3,304 + 0,033 223,254 + 2,233
TEP 0,226 + 0,002 6,992 + 0,069 118,156 + 2,802

AF 0,149 + 0,013 17,885 + 1,126 33,588 + 5,932
TEP+F-127 0,291 + 0,003 16,335 + 0,163 71,208 + 0,712
AF+F-127 0,133 + 0,002 11,411 + 0,087 46,408 + 0,262

Fonte: o autor (2023)
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Os pds obtidos pela rota sol-gel apresentam diametros de poros que variam de 2 a 50 nm
[44]. Esses tamanhos podem ser ajustados durante o processo, controlando-se o pH do
catalisador, a composicdo nominal e a temperatura final [42]. Conforme pode ser observado
pelos resultados apresentados na Tabela 5, todas as amostras apresentaram diametro de poros
dentro do esperado para um vidro bioativo produzido pelo método sol-gel.

Com relagdo ao volume dos poros, essa caracteristica porosa é resultante do processo de
formacéo do gel, no qual os precursores alcoxidos reagem com agua, e as espécies hidrolisadas
se combinam em uma reacdo de condensacdo que forma uma rede tridimensional. Os solventes
do processo sdo retidos na rede e, apos a secagem, ddo origem a uma estrutura porosa. A
depender das condigdes de processamento, o tamanho dos poros pode variar, podendo estarem
ou ndo interconectados [45].

Os valores obtidos de area superficial confirmam a existéncia de porosidade interna,
formada durante o processo de calcinagdo. Entretanto, vidros produzidos por meio do processo
sol-gel podem alcancar valores de area superficial de cerca de 200 m?/g [45, 46]. O estado
aglomerado das particulas € comumente observado em processos de sintese por via imida em
que valores mais elevados de area superficial sdo atingidos e, portanto, isso nao justifica os
baixos valores de area superficial obtidos no presente trabalho. Assim, os baixos valores de area
podem estar relacionados a existéncia de porosidade fechada nas particulas, ou mesmo ao
colapso da estrutura porosa durante a calcinagdo, devido a um inicio de um processo de
sinterizacdo. Destaca-se ainda que a adicdo do agente porogénico na sintese, visando a
formacdo de micelas capazes de aumentar o volume de poros, ndo foi efetiva dentro das
condigdes analisadas. Por conta desses fatores as amostras contendo pluronic ndo foram
utilizadas para as demais analises.

4.1.5 Espectroscopia Raman

Com base nos resultados obtidos nas analises anteriores, foi selecionada para a
continuidade do estudo a amostra produzida com acido fosférico AF (Figura 13), tendo em vista
que apresentou estado amorfo, caracterizado pela banda de difracéo larga indicando a natureza
vitrea desse material e o espectro de FTIR que evidenciou ha presenca de ligaces NBO que
favorecem o processo bioativo desse BG.
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Figura 13 — P4 de BG 58S com AF.

Fonte: o autor (2023)

A formacéo oxigénio ndo ligados, NBO, aumenta conforme ocorre a descontinuidade dos
tetraedros de silicio na estrutura vitrea. Essa descontinuidade resulta em unidades estruturais
chamadas de Q", onde "n" representa o numero de oxigénios ligantes nos vértices do tetraedro.
Uma unidade Q* é caracterizada por um tetraedro completamente conectado a rede por meio de
quatro oxigénios, enquanto uma unidade Qo refere-se a um tetraedro isolado sem oxigénios.
Dessa forma, Q°, Q!, Q2, Q* e Q% estdo associadas as unidades do tetraedro de SiO4 [28].

A banda centrada em torno de 440 cm™, foi atribuida a vibragdes de flexdo simétricas do
Si—O-Si e/ou a deformacdo O-Si—O dos grupos de SiO4 acoplados. Bandas de 750 a 800 cm'™
sdo relacionadas com a deformacdo angular de Si—-O-Si. Em 960 cm™, pode ser associada a
unidades Q?, onde ocorre uma ligagdo Si-O-NBO. A intensidade significativa dessa banda em
todas as amostras sugere a formacdo de uma estrutura desordenada, predominantemente
composta por NBO. Essa caracteristica é tipica de vidros bioativos amorfos que contém
modificadores de rede. A banda em 1050 cm™' é uma manifestacio das espécies Q2 [47]. A
Figura 14 apresenta o espectro Raman para a amostra AF.
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Figura 14 — Espectro Raman de pé BG-58S com AF.
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Fonte: o autor (2023)

4.1.6 Microscopia Eletrénica de Varredura de alta resolucdo (MEV-FEG)

Com base na Figura 15 as micrografias eletronicas de varredura de alta resolugdo (MEV-

FEG) revelaram que as particulas apresentam morfologia irregular e estdo aglomeradas, fato

este resultante das forcas de atracdo de VVan der Waals. A aglomeracdo é evidente na sintese de

p6s por via imida [45, 46].
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Figura 15 — Micrografia de MEV-FEG da superficie dos p6s BG-58S com AF com aumento de (a)
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Fonte: o autor (2023) 7

Para confirmar a composicdo quimica desta estrutura, é apresentado na Figura 16, o
espectro da analise quimica realizada por meio da energia dispersiva de raios-X (EDS). No
espectro € apresentada a composic¢do quimica do BG-58S com AF, onde pode ser observada a
presenca de Si (silicio), O (oxigénio), Ca (célcio) e P (fosforo), sendo os principais

componentes do vidro bioativo.
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Figura 16 — Espectros EDS de p6 de BG 58S com AF.
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4.1.7 Potencial Zeta (PZ)

A Figura 17 apresenta a variacao da carga superficial do pé de BG 58S com AF medida

pelo PZ. Variagdes do potencial foram monitorados ao mesmo tempo em que as medicdes de

pH por 3 horas.

Figura 17 — Variacao de (a) pH (b) Potencial zeta em fun¢é@o do tempo para pé de BG 58S com AF.
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O resultado apresentado na Figura 14 mostra um aumento do pH e do PZ. Inicialmente,

ocorre uma rapida troca de prétons (HsO™) da solugdo com os cations presentes no BG, levando

a formacao de ligacOes de silanol (SiOH) na superficie. Este processo ¢ acompanhado pela
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quebra da ligacdo Si—O-Si e com formacéo de grupos silanol superficiais devido a um aumento
no pH. Em sequéncia os grupos silandis sofrem condensacéo e polimerizagdo, resultando na
formacdo de uma camada superficial “rica” em SiO>. Por fim origina-se uma camada amorfa
de fosfato de calcio, facilitada pela migracdo de fons Ca®* e PO4> tanto do material quanto do
meio circundante [48]. Conforme sugerido na literatura os valores negativos do PZ podem ter

um efeito significativo tanto na fixacdo quanto na proliferacdo de células dsseas [49].

4.1.8 Propriedades texturais

Para caracterizar as propriedades texturais do p6 BG 58S com AF, foram realizadas

andlises de adsorcdo de No. A Figura 18 apresenta as isotermas de adsorgéo e dessorcao.

Figura 18 — Isotermas de adsorcao e dessorcao de nitrogénio do p6 de BG 58S com AF.
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Fonte: o autor (2023)

Com base na Figura 18 é possivel observar que as curvas com ciclo de histerese formam
isotermas do tipo IV conforme definido pela IUPAC, caracteristicas de materiais mesoporosos
[56]. As isotermas estdo na faixa do mesoporo (2 — 50 nm), o que € caracteristico de poros
cilindricos abertos em ambas as extremidades.

A area superficial, o volume de poros e o diametro médio de poros estdo presentes na
Tabela 6. A area superficial foi determinada pelo método Brunauer-Emmett-Teller (BET),
enquanto o volume e tamanho de poros foram calculados pelo método Barrett-Joyner-Halenda

(BJH) aplicado as curvas de adsorgéo e dessorcao.



Tabela 6 — Volume, diametro médio de poros e area superficial de p6 BG-58S com AF.

60

Volume poro (cm?g)

Diametro médio do poro (nm)

Area superficial (m%g)

0,149 + 0,013

17,885 + 1,126

33,588 + 5,932

Fonte: o autor (2023)

4.1.9 Distribuicdo de tamanho de particula

O resultado quanto a distribuicdo de tamanho de particulas do p6 de BG-58S com AF
obtido € apresentada na Figura 19.

Figura 19 — Distribuic@o do tamanho das particulas de BG-58S com AF ap6s processo de moagem.
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Fonte: o autor (2023)

Analisando-se a Figura 17, pode-se perceber que o vidro bioativo obtido apresenta

diametro medio dso = 8 um. O tamanho das particulas do material inicial exerce um impacto

significativo na configuracdo dos poros dos scaffolds produzidos.

Com base na literatura, é conhecido que o tamanho de particula do material possui grande

influéncia sobre a porosidade dos scaffolds, de modo que a presenca de particulas grandes ou

aglomeradas possui efeito negativo nas propriedades finais do material produzido [51].
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4.2 CARACTERIZACAO DOS SCAFFOLDS DE PDLLA E PDLLA/BG

Foram produzidos scaffolds de PDLLA e scaffolds hibridos de PDLLA/BG preparados
por separagdo de fases liquido-liquido termicamente induzida a 30°C, com diferentes: fracdes
massicas de PDLLA (5,5 %) tempos de separacdo de fases (30, 60 e 120 min) e teores de vidro
bioativo (0, 15, 20, 30 e 50%).

A avaliacdo dos scaffolds produzidos com PLLA foi feita a nivel macroscopico na qual
foi possivel observar que o tempo de 60 e 120 min e teores de vidro bioativo de 30 e 50 %,
formam estruturas heterogéneas, nas quais a fase “rica” em polimero sedimenta e impede a
formacdo de uma estrutura porosa a medida que vai sedimentando. Assim, a sedimentagdo
também é acelerada pela presenca do vidro bioativo.

Como a proporcdo de vidro bioativo no scaffold influencia na resposta celular permitindo
a osteoindugdo foram testadas as composicbes de 15 % (PDLLA/15BG) e 20 %
(PDLLA/20BG) de BG.

Os scaffolds (Figura 20) foram caracterizados usando analises para avaliar a porosidade

e interconectividade em propriedades como, morfologia, degradacéo e teste in vitro

Figura 20 — Scaffold produzido com PDLLA/BG.

Fonte: 0 autor (2023)

4.2.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A caracterizacdo morfoldgica dos scaffolds foi realizada por MEV. Por meio das
micrografias obtidas, foi observada a presenca de porosidade intercomunicante na estrutura
produzida. 1sso ocorre poque o sistema se separa em dominios, resultando, ao final do processo

de separagéo de fases, em uma estrutura porosa e interconectada. O processo de separacdo de
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fases liquido-liquido por meio do mecanismo de decomposi¢do espinodal tem sido sugerido
como uma técnica para a producgdo de estruturas porosas destinadas a engenharia de tecidos [4].

Tanto o tamanho dos poros e a presenca de interconectividade sdo caracteristicas
necessarias para que haja transporte de nutrientes e oxigénio para as células cultivadas em um
suporte estrutural. O tamanho dos poros tem um impacto direto na deposicéo de tecido e na
diferenciacéo celular.

Os scaffolds hibridos apresentaram uma morfologia com fase heterogénea, com
diferenciacéo entre as fases PDLLA e BG, exibindo uma dispersdo das particulas de vidro
bioativo em sua estrutura, sendo incorporadas nas paredes dos poros ou posicionadas
superficialmente. Isso foi devido ao BG ter mais afinidade com a 4gua em relagdo ao solvente
fazendo com que a sua presenca seja majoritariamente superficial, ou seja, quando ocorre o
processo da separacdo de fase o BG permanece na fase aquosa ao invés da organica.
Consequentemente, os scaffolds hibridos apresentam poros com didmetros menores em
comparagdo com os scaffolds de PDLLA sem vidro bioativo, conforme evidenciado pelas
micrografias nas Figuras 21, 22 e 23. A adicdo da carga inorganica reduz o tamanho dos poros
devido a ocupacdo parcial do espaco poroso, além de diminuir a interconectividade da estrutura

porosa devido ao aumento gradual da presenca do vidro bioativo.

Figura 21 — Micrografias de MEV do scaffold de PDLLA com aumento de (a) 200x (b) 500x (c) 1000x
(d) 2000x (e) 5000x (f) 10000x.
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Figura 22 — Micrografias de MEV do scaffold hibrido de PDLLA/15BG com aumento de (a) 200x (b)
500x (c) 1000x (d) 2000x (e) 5000x (f) 10000x
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Figura 23 — Micrografias de MEV do scaffold hibrido de PDLLA/20BG com aumento de (a)
200x (b) 500x (c) 1000x (d) 2000x (e) 5000x (f) 10000x.
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Com o objetivo de assegurar uma bioatividade adequada, optou-se por utilizar o scaffold
que contém um teor mais elevado de vidro bioativo (PDLLA/20BG), uma vez que podera

influenciar positivamente a resposta celular e potencialmente favorecer a osteoinducéo.

4.2.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi utilizada a fim

de confirmar a presenca de BG disperso na matriz polimérica de PDLLA (Figura 42).

Figura 24 — Grupos funcionais presentes na estrutura do scaffold PDLLA e PDLLA/20BG pela
técnica FTIR.
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Fonte: o autor (2024)

As bandas caracteristicas do PDLLA estdo localizadas em 750 e 865 cm™ devido as
ligacBes de C—H. Em 1042, 1081, 1130 e 1184 cm™ (C-O-C), a banda de 1266 cm™ refere-se
ao modo de estiramento C—O, na regi&o de 1360 a 1453 cm! existem bandas atribuidas ao grupo
metila, a banda em 1745 cm refere-se ao estiramento dos grupos de carbonila (C=0) [52, 53].

Pode-se observar uma banda em 460 cm™ referente as ligacdes de dobramento de Si-O-
Si enquanto em 1550 cm™ é atribuida a 4gua molecular presente no vidro bioativo [54]
evidenciando a presenca das particulas de BG dispersas na matriz. A incorporagdo do vidro

bioativo ndo promoveu alteragdes na estrutura do polimero.
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4.2.3 Porosidade

A Tabela 7 apresenta os resultados de densidade, porosidade e area superficial referente

a amostras de scaffolds, aos quais foram analisados pela técnica de porosimetria de mercurio.

Tabela 7 — Valores de porosidade, densidade e diametro médio dos poros dos scaffolds obtidos por

porosimetria.

. Densidade Diametro de poro
[0)
Scaffold Porosidade (%0) aparente (g/mL) médio (um)
PDLLA 88,2177 +0,0882 1,1428 +0,0011 34,9524 +0,0349
86,5497 + 0,0865 0,9481 + 0,0009 31,5675 + 0,0316

PDLLA/20BG

Fonte: o autor (2023)

A Figura 25 mostra a distribuicdo de poros interconectados. O eixo das ordenadas
(dVv/dlogD) é um diferencial do volume intrudido de mercurio (V) em cada didmetro de poro

interconectado (D).

Figura 25 — Distribui¢&o de poros interconectados obtida por porosimetria para PDLLA e

PDLLA/20BG.
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Fonte: o autor (2024)

Os scaffolds exibiram a formacdo de microporos (10-100 pm de didmetro), como
mostrado pelas curvas de distribuicdo de tamanho de poros na Figura 23. Uma curva bimodal
é observada para o scaffold PDLLA, enquanto o scaffold PDLLA/20BG apresenta uma curva
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modal, onde os microporos estdo centralizados entre 10 e 100 um. Segundo a literatura, 0s
scaffolds para BTE devem apresentar macroporosidade interligada (100 a 1000 pm),
promovendo a angiogénese. Além disso, a presenca de microporosidade desempenha um papel
crucial na capacidade osteogénica dessas estruturas [55].

Pode-se observar que a porosidade diminui com a presenga de BG-58S incorporado na
matriz, levando a uma reducdo no tamanho dos poros. A porosidade nos scaffold diminui a
medida que particulas inorganicas sdo adicionadas. Isso se deve as particulas que ocupam o
espaco poroso, com o tamanho diminuindo a medida que a porcentagem adicionada aumenta
[56]. Além disso, de acordo com a literatura, os valores de porosidade dos scaffold preparados
por TIPS s&o de aproximadamente 90% [57], e neste trabalho foi alcangado um valor muito
préximo.

A medida que a quantidade de BG presente nos scaffolds aumenta, observa-se um

aumento na massa e consequentemente, na sua densidade.

4.2.4 Potencial Zeta (PZ)

A Figura 26 apresenta uma comparacao da variacdo da carga superficial medida pelo PZ
do BG AF, scaffold PDLLA e scaffold PDLLA/20BG. Variagbes do potencial foram
monitorados ao mesmo tempo em que as medic¢des de pH por 3 horas.

Figura 26 — Variacéo de (a) pH (b) Potencial zeta do BG, scaffold PDLLA e scaffold PDLLA/BG.
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Fonte: o autor (2023)
As alteragOes de pH e potencial zeta dos scaffold PDLLA e scaffold PDLLA/20BG ap0s

imersdo em agua sdo apresentados Figura 26a e 26b, respectivamente, comparado as curvas do

BG. E possivel observar que a incorporagio do BG & matriz de PDLLA resulta em efeito
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intermediério ao observado quando os materiais sdo expostos a &gua isoladamente. A liberacdo
de ions alcalinos a partir da degradacdo do BG leva a um aumento no pH (superior a 10) e
reducdo no potencial zeta o que pode resultar em uma citotoxicidade. Por outro lado, a
degradacdo do polimero acarreta a diminuicdo do pH devido a liberacdo de subprodutos da
degradacdo podendo originar um processo inflamatério [33]. Assim, no scaffold hibrido foi

observado um menor aumento do pH estabilizando o valor da solu¢do em torno de (~ 9).

4.2.5 Degradacdo em solucdo tampao de fosfato (PBS)

Como a biodegradabilidade ¢ uma propriedade essencial no estudo dos scaffolds, a
avaliacdo em funcdo da variacdo de massa, pH do meio, massa molecular e FTIR.

A Figura 27 apresenta a variagdo de massa (WL) dos scaffolds de PDLLA e
PDLLA/20BG apds imersdo em PBS ap6s diferentes periodos. Os resultados de WL foram
expressos com média e desvio padréo (DP) paran = 6. O scaffold de PDLLA/20BG apresentou
uma degradacdo acelerada ap6s 30 dias. Por outro lado, o scaffold de PDLLA apresenta uma

taxa de degradacdo menor.

Figura 27 — (a) Variacao de massa e (b) Medicdo de pH do PDLLA e do PDLLA/20BG imerso em
PBS por 2, 7, 30 e 60 dias.
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O PDLLA degrada-se principalmente por hidrolise das ligagdes éster. Em geral, a taxa de
degradacéo pode ser ajustada alterando a composicao, grau de cristalinidade, porosidade, massa
molecular, hidrofilicidade e adicdo de compostos inorganicos. Assim, a presenca de vidro

bioativo altera a cinética de degradacdo do polimero [11].
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O perfil de degradacdo do scaffold de PDLLA ocorre em funcdo da hidrélise quimica,
regida pela acessibilidade da &gua as ligagdes esteres da sua cadeia principal, no qual 0s grupos
carboxilicos e hidroxila resultantes da hidrolise geram um microambiente acido dentro da
matriz polimérica, resultando em um aumento da massa entre os dias 7 e 30. Do dia 30 ao 60
observa-se uma perda de massa devido a degradacdo com a liberacdo de oligbmeros [11].

O scaffold de PDLLA/20BG no intervalo de 2 dias apresenta perda de massa. Entre 2 e 7
dias, ocorreu a formacdo de uma camada de apatita justificando o ganho de massa. No periodo
de 7 a 30 dias a perda de massa permaneceu praticamente estavel e a partir desse periodo o
processo de degradacdo intensificou-se. Vale ressaltar que a taxa de degradacdo do PDLLA na
presenca de BG-58S pode ser acelerada devido o ambiente alcalino resultante das reagdes do
vidro bioativo com o fluido circundante [58, 59].

A degradacéo dos scaffolds de PDLLA em PBS esta associada a liberacdo de subprodutos,
oriundos da hidrolise das ligacGes dos ésteres que podem alterar o pH do meio. O PDLLA se
degrada liberando oligdbmeros, que diminuem o pH meio como apresentado na Figura 27. A
degradacéo acontece de maneira desigual, sendo mais acelerada no interior da estrutura e mais
lenta na superficie. Isso se deve a concentracdo dos grupos carboxilicos e a diminui¢cdo do pH
no interior do material. Esta quebra dos grupos funcionais, com posterior liberacdo para 0 meio,
torna a solugéo mais acida. Por outro lado, os vidros bioativos se degradam liberando ions Ca?",
que proporcionam o aumento do pH. Essas alteracdes de pH do meio tém um efeito significativo
na viabilidade celular. Assim, é importante avaliar o pH do meio durante a degradacdo do
biomaterial.

Dessa forma, a adicdo de vidro bioativo na matriz polimérica promove um efeito tampéo
de pH na superficie do polimero, modificando a degradacdo &cida do polimero e as suas
propriedades de superficie devido ao aumento da hidrofilicidade, ou seja, ha absorcao de agua
pela matriz polimérica hidrofobica, alterando assim a cinética de degradacéo [11].

Subsequentemente, as massas moleculares média (Mn) e média ponderada (Mw) foram
medidas através de cromatografia de permeacdo em gel (GPC). As massas moleculares (média
e média ponderada) bem como o indice de polidispersdo (Mw/Mn) das amostras submetidas

aos testes de degradacéo estdo apresentadas na Figura 28.
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Figura 28 — Andlise por GPC do scaffold PDLLA/BG 20 (a) #7; (b) Mwe (¢c) Ml Mw.
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A massa molecular dos biopolimeros estéa diretamente ligado ao seu tempo de degradacao.

Os polimeros de baixa massa molecular apresentam degradacdo mais rapida que polimeros de

alta massa molecular (Mn>105 g/mol). O PDLLA se degrada devido a cisdo aleatoria da cadeira

principal que envolve a reacdo de hidrélise em meio fisiologico. Seus grupos ésteres sdo
hidrolisados de acordo com a reacdo 4, o que leva a clivagem das cadeias poliméricas:

—COO- + H20 — —COOH + HO- 4)

A taxa de degradacgdo é inversamente proporcional a massa molecular, a cristalinidade e

a hidrofobicidade. A clivagem da cadeia molecular acontece preferencialmente nas regies

amorfas, o que leva ao aumento da cristalinidade do polimero. Os grupos carboxilicos formados

apos a clivagem da cadeia catalisam a reagéo de hidrdlise do PDLLA. Essa degradacao acontece

de forma heterogénea no material, sendo mais rapida no interior da estrutura e mais lenta na

superficie, devido a concentragdo dos grupos carboxilicos e reducdo do pH no interior.
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A figura 26 apresenta um aumento inicial devido a difusdo da agua para interior do
polimero e a subsequente diminui¢do decorrente da quebra de ligacdes de éster por hidrélise. A

diminuicdo da massa molecular é por causa da liberacdo dos produtos da degradacéo.

4.3 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR

O teste de citotoxicidade compreende uma propriedade importante a ser identificada nos
materiais para enxerto 6sseo. O biomaterial que apresenta carater citotoxico, ndo deve ser
classificado como biocompativel, pois a citotoxicidade causa morte celular. Conforme a norma
ISO 10993 os biomateriais que apresentam viabilidade celular menor que 70% n&o devem ser
utilizados [35].

Desta forma o ensaio de citotoxicidade foi aplicado para comparar quantitativamente a
viabilidade celular tanto no scaffold PDLLA/20BG quanto na hidroxiapatita comercial.

A Figura 29 apresenta os valores do percentual de viabilidade celular apds execucao do

teste de citotoxicidade nos diferentes grupos estudados.

Figura 29 — (a) Teste de viabilidade celular (MTT) dia 3, (b) Absorbéancia de proteinas em células
MG63 ao longo de 10 dias de cultura celular. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (ANOVA 1 Fator, p < 0.05).
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Fonte: [60]

Na figura 29(a) tanto a hidroxiapatita quanto o scaffold PDLLA/20BG, ndo apresentaram
efeito citotoxico na linhagem celular de osteoblastos MG63 em relagédo ao grupo controle
negativo, uma vez que nao foi observada diferenca estatistica entre estes grupos. Ja em relacéo
ao latex este exibiu diferenca significativa fato que o define como um material citotoxico.

O teste do conteudo de proteina total permite identificar o processo da osteogénese [61].

A Figura 29(b) apresenta o resultado do contetido de proteina total in vitro, apés 10 dias de
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cultura celular e os resultados referentes ao plagueamento celular com células MG63 mostraram
que o grupo scaffold PDLLA/20BG expressou maior producdo de proteina total, seguido pelo
grupo de células, hidroxiapatita e latex, sugerindo assim que o referido material possui potencial
para aplicacdes 0sseas in vivo.

A Figura 30 apresenta a formacao de nddulos de mineralizagdo nos grupos ensaiados apos
14 dias de cultura celular. Os nddulos foram corados com vermelho de alizarina e estdo

circundados por células.
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Figure 30 — Fotomicrografias de nddulos de mineralizagéo (a) cultura celular (controle negativo); (b)
Itex (controle ositivo)' (c) HA; (d) Scaffold PDLLA/20BG.

Fonte: [60]

A Figura 30 apresenta a estrutura dos nodulos de mineralizacdo mais evidente para o
grupo de hidroxiapatita e scaffold PDLLA/20BG, frente ao grupo de células e latex, pois
evidenciou-se a coloracdo sob os pogos dos grupos ensaiados o que indica a presenca dos
nodulos mineralizados confirmando assim o estimulo do biomaterial, fato esse ndo observado
nos grupos de células e latex.

Com base nos resultados obtido pode-se sugerir que o scaffold PDLLA/20BG apresenta
viabilidade celular devida a presenca de diferenciacao osteoblastica e formacéo de nédulos de

mineralizacdo in vitro, portanto um biomaterial com potencial para aplicacdes dsseas in vivo.
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5 CONCLUSAO

O trabalho realizado concentrou-se na sintese do vidro bioativo 58S por meio da rota sol-
gel, sequida de sua caracterizacdo. A producdo dos scaffolds de PDLLA/20BG também foi
realizada, evidenciando a composi¢do e estrutura do vidro bioativo por meio de analises de
FTIR, DRX, Raman e MEV, bem como pela identificacdo dos elementos caracteristicos Si, Ca
e P por meio do espectro de EDS.

Os resultados obtidos, oriundos das técnicas empregadas, ndo apenas confirmaram a
obtencdo do vidro bioativo 58S pela rota sol-gel, mas também validaram sua incorporagdo no
polimero PDLLA para a producédo dos scaffolds, utilizando a técnica TIPS combinada com a
liofilizacdo. A andlise por porosimetria de mercurio evidenciou uma estrutura com porosidade
intercomunicante, proporcionando dimensfes adequadas para a conducao eficiente das células.
Além disso, os ensaios de degradacdo, quando imersos em PBS, corroboraram sua natureza
biodegradavel.

O scaffold de PDLLA exibe uma morfologia homogénea com macroporos interligados
por uma estrutura microporosa. O scaffold hibrido apresenta uma morfologia com fase
heterogénea, exibindo uma dispersao das particulas de vidro bioativo em sua estrutura, sendo
incorporadas nas paredes dos poros ou posicionadas superficialmente o que reduz o tamanho
dos poros. Scaffold hibrido também promove um efeito tampdo de pH na superficie do
polimero. A incorporacdo do BG-58S em scaffolds de PDLLA modifica a degradacéo acida do
polimero favorecendo o comportamento celular como observado no ensaio in vitro devido a
adequada viabilidade celular, aumento da producéo de proteinas, além da diferenciagdo celular
observada por meio da producdo dos nédulos de mineralizacéo.

Os resultados desses testes ratificaram a viabilidade da producédo de scaffolds porosos,
biocompativeis e biodegradaveis pela técnica de TIPS. Destaca-se, sobretudo, a eficacia dos
scaffolds hibridos de PDLLA com 20% de particulas osteocondutoras de BG-58S, revelando
promissoras aplicacbes como material biodegradavel em procedimentos de preenchimento de

lesGes para enxertos 4sseos.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados obtidos no presente trabalho revelaram a necessidade de novos estudos,
sendo sugerido como trabalhos futuros:
e O estudo da adigdo do surfactante (pluronic), utilizado como agente porogénico, para
produzir vidro bioativo mesoporoso 58S.
e Ajustar os pardmetros da producdo do scaffold, a fim de obter uma porosidade mais
adequada para aplicacfes em regeneracao 0ssea.
e A realizacdo de ensaios mecénicos, a fim de analisar a resisténcia a compressdo dos

scaffolds produzidos.
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