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RESUMO

Osscaffoldshibridos desempenham um papel crucial na area de reparacéo e regeneracao 0ssea,
apresentandee como uma promissora solucdo biomédica. Neste contexto, a pesquisa
concentrotse na producéo e avaliacdosgaffolds cuja base foi um vidro bioativo sintetizado

por meio da rota sajel e um biopolimero. Esses biomateriais foram desenvolvidos visando
combinar as propriedades bioativas do vidro com as caracteristicas mecanicas e de degradacac
controlada de um biopolimzro poli(D,L-acido latico) (PRLA). O processo de fabricacao
dosscaffoldsenvolveu a incorporacao do vidro bioativo, especificamente o vidro bioativo 58S,
como particulas dispersas na matriz polimérica. A escolha desse vidro foi baseada em analises
detalhadas, incluindo FTIR (Espectroscopia de Infravermelho com Transformadaras),

DRX (Difracao de RaioX), Espectroscopia Raman e MEV/EDS (Microscopia Eletronica de
Varredura com Espectroscopia de Energia Dispersiva), que confirmaram a natureza amorfa do
material e a presenca deugos como SiOi Si, Si Oi NBO e fosfato (PO), indicando a
formacdo do vidro bioativo. O método de fabricacéo escolhido foi o TIPS (Separacéo de Fases
Termicamente Induzidas), combinado com a liofilizagéo, permitindo a obteng@aff@ds

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
empregda para avaliar a porosidade, bem como a distribuicdo de tamanho de poros, fatores
cruciais para facilitar a conducdo das células durante a regeneracdo Ossea. Além das
caracteristicas estruturais, a pesquisa incluiu ensasgiadacam vitro além dos testes de
viabilidade celular, contetdo de proteinas totais e producdo de nédulos de minerabzacao
resultados destacaram caracteristicas promissoras deaffefdshibridos para aplicacdes na
regeneracao 6ssea como distribuicdo homogénea das particulas bioativas do vidro na estrutura
porosae a degradacédo controlada do PDLpérmitindo a producéo de proteinas totais e a
formacao de ndédulos de mineralizacdo, aspectos que indicam influéncia positiva na cultura
celular, sugerindo que esses biatariais tém potencial para promover a regeneracdo 6ssea
eficiente.

Palavras-chave: Scaffold vidro bioativo58S;solgel, poli(D,L-acido latico) degradacaan
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 gja¢sesized 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,Hactic acid) (PILLA).The scaffold manufacturing process involved
incorporating the bioactive glass, specifically bioactive glass 58S, as dispersed patrticles in the
polymeric matrix. The choice of this glass was based on detailed analyses, including FTIR
(Fourier Transforminfrared Spectroscopy), XRD ¢Kay 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 suci &s, Si

Sii Oi NBO, andphosphate (FO), 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 distribdition o
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 porasstyyell 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 contgntand 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 degadation 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 glassolgel, poly(D,L-lactic acid) degradationin 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 deveatingir US$ 3,78 bilhdes em 2023 e a projegdo para 2030 & US$ 5,74 bilhdes,
exibindo um aumento em torno de 6,2a%ano Os substitutos de enxertos 6sseos podem ser
utilizados como alternativa aos tratamentos convencioBaigorrénciade defeitos 6sseos é
devido a remocéao de tumores, traumaiacido ou mdormacdes congénitds].

Existem varias abordagens para a reconstrucado de defeitos 6sseos, incluindo o uso de
autoenxertos e aloenxertos. No entanto, esses tratamentos n&o estéo isentos de riscos, com
procedimentos adicionais de coleta, morbidade no local doador, risco deorgjrigdlogica,
transmissao de doencas e falta de propriedades osteogénicas, o que pode levar a falta de uniac
entre o material enxertado e o tecido hospedefadha na reparaca)].

Para lidar com estes problemas ha necessidade de novas abordagens na qual a solugac
pode vir da Engenharia de Tecidos Osseos (BTE), uma ciéncia interdisciplinar que combina os
conhecimentos da quimica, fisica, engenharia, ciéncia de materiais, biolog@csmanque
busca de forma inovadora combinar células e biomateriais para reparar e regenerar tecidos
0sseos, superando as limitacdes do tratamento convencional. Os biomateriais sdo um elemento
chave na abordagem BTE, pois fornecem condicbes 6sseas adeq@asal a regeneracao
celular. Para alcancar éxito, dependem da biocompatibilidade, biodegradabilidade,
hidrofilicidade, osteogénese, propriedades mecareasnhoe formad3i 5].

Em tratamentos desdo ou traumanvolvendo o tecido 0ssedo utilizadas estruturas
tridimensionais porosas como supo(seaffold, criando assim um ambiente extracelular
adequado para auaregeneracdo. A porosidade desseaffoldsdesempenha um papel
fundamental nas caracteristicas mecanicas, na promoc¢ado da formacdo do novo 0sso e ha
integracdo com 0 0sso naturdévendo induzir a adeséo e crescimento celp&amitindo o
desenvolvimento e deslocamento das células, além de facilitar par@nsgenutrientes e
oxigéniol[2, 6].

Diversos tipos de materiais sdo empregados em aplicacdes biomédicas, e podem ser
categorizados como ceramicos, metalicos, vitroceramicos, polimeros sintéticos ou naturais, ou
mesmo uma combinacdo destes. Esses materiais estdo atualmente sob investigagao pa
desenvolvimento e fabricagéostmaffoldsdestinados a engenharia e regeneragdo de uma ampla
gama de tecidd$, 7]. Nos ultimos anos, tem havido um aumento significativo do interesse em

materiaishibridosno campo biomédico. Ao contrario dos materiais monoliticos, os materiais
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hibridosoferecem a vantagem de serem adaptaveis em termos de suas propriedades, 0 que 0S
torna adequados para atender as complexas necessidades do corpd8jumano

Particularmente, os polimeros sintéticos bioabsorviveis tém despertado crescente
interesse como estruturas siEaffoldspara engenharia de tecidos. A utilizacdo de polimeros
sintéticos oferece inlmeras vantagens praticas devido ao controle preciso da composi¢cao do
material e da estrutura, incluindo a porosidade. Isso possibilita a gestdo das propriedades dos
scaffolds criando condicOes ideagsformacédo do tecido 0sseo. Entre os polimeros sintéticos
mais utilizados para aplicacfes enaffolds destacanse os poliésteres, como écido
polilatico (PLA), o&cido poliglicélico(PGA) e cacidopoli(latico-co-glicélico) (PLGA). Esses
polimeros tém demonstrado resultados positivos em uso clinico, como suturas, telas cirtrgicas
reabsorviveis e sistemas de liberacdotroladade medicamentos, contando com a aprovacao
da Administracdo Federal de Alimentos e Medicamentos (FDA) dos Estados Unidos para uso
clinico[8].

Contudo, uma grande desvantagem destes materiais, uma vez implantados, € a liberacao
de subprodutos da degradag¢ que promove uma diminuicdo pH podendolevar a um
processo inflamatérioOutra limitacdo € a falta de bioatividade, o gignifica que ndo ha
interacdo com o tecido biolégicdlém de presenta carater hidrofébicae ndo possu a
resisténcia mecéanica necessaria para atender as demandescdergia ortopédicgs, 9].

Por outro lado, materiais ceramicos, como a hidroxiapatita (HA), o fosfato tricalcio (TCP)

e composicoes especificas de vidros de silicato e fosfato, bemvitboeeramicas, como o
Bioglas§, interagem com fluidos corporais e estabelecem ligacdes com o tecido 6sseo. No
entanto, devido a sua fragilidade e resistémmaanicaelativamente baixa a fratura, seu uso

em aplicacdes de suporte de cargadenadimitacdes[9, 10].

Nos ultimos tempos, tem sido notado um crescimento expressivo no interesse por
materiais hibridos que unem polimeros e ceramiesses materiais tornase atrativos para a
producao decaffolds pois se assemelham a estrutura do tecido 6sseo, promovendo 0 processo
de adesao, proliferacéo e diferenciacdo cehlan de aumentar a resisténcia mecarieaa
gue se obtenhama resposta biolégica adequada, as caracteristicas requeridas para estes
scaffoldscompreendem: porosidade controlada, a partir de 90%, interconectj\uiitadetros
de porogle pelo meno%00um, resisténcia a compressaoardemde 212 MPa e Modulo de
Young naordemde 26500 MPa[11].
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1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalfenvolve produzisuportes porosos, conhecidos cauaffolds
constituidos poestruturastridimensionais, preparad a partir de um biopolimero e vidro
bioativo, com morfologia e microestrutura adequadas para serem utilizadas na érea de
engenharia de tecido§sseos Além disso, é esperado que essas estruturas apresentem
comportamento bioativo e tenham a capacidade de estimular a formacdo de tecido 6sseo

facilitandoo processo de regeneracéo.

1.1.1 Objetivos Especificos

1 Sintetizar e obter widro bioativo58Si 58Si0%-33Ca0G9P0s (% massa) utilizando o
método scigel,

1 Caracterizar ® vidros bioativos 58S obtido quanto a distribuicdo de tamanho de
particulas, cristalinidade e composi¢do quimiaroscopia eletrénica de varredura,
difracdo de raio¥, andlises térmicas, espectroscopia por infravermelho e avaliacdo da
porosidade

1 Produzir scaffoldsde vidro bioativo/PLLA pelo método de Separacdo de Fases
Termicamente Induzidas (TIPS) seguida de Liofilizacao

7 Caracterizar ®scaffoldsapos a sua preparacao, para avaliar as propriedades estruturais

e morfolégicas
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOMATERIAL

Os biomateriais utilizados em aplicacdes bioméd&&s materiais projetados para
influenciar os processos de reparacao dos tecidos no corpo, promaverudperacaoOs
biomateriais podem ser desenvolvidos por meio na#eriais metalicos ceramios 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 propriedadescamdarsuporte
devem ser adequadas para evitar colapsos durante 0 manuseio e as atividades normais da
paciente. Comacontecencom todos 0s materiais que entram em contato com o corpo humano,
as estruturas teciduais devem ser facilmente esterilizaveigrpaemir infeccées. Um requisito
adicional para unscaffoldé a capacidade de controlar a porosidade interconectada, a fim de
orientaro crescimento celular na forma desejada. Uma porosidade tipica de 90% e um diametro
de poro de pelo menos 100 um sdo necessdarios para a penetracao celular e a adequade
vascularizacdo do tecido implantgdd].

Atualmente, materiaimetalicos como aco inoxidaveljténio e ligas deromocobaltg
sdo amplamente empregados como implantes temporarios ou permanentes que restauram
funcdese oferecem suporte aos tecidi®. entanto, esses materiais contém elementos de liga
gue prejudicam sua biocompatibilidade para aplicacdes de regeneracédo deAaditinacao
de implantes metélicos tem sido associada a inflamacdes e reacfes alérgicas graves devido a
liberacdo de ions resultanta dorrosdo ou desgaste excessiem disso, observese a
destruicdo de tecidos nativos devido aos imigls metalicof3].

Ja @ polimeros tém se mostrado adequados para tratamento de defeitos 6sseos devido
a sua facilidade de processamento e produtos de degradacdo absorviveis. No entanto, os
polimeros sozinhos ndo poderiam atender a todas as propriedades necessérias pa&@oa aplica
alvo, pois apresentam baixa bioatividade e uma taxa lenta de degradacgé&o, o que pode dificultar
0 processo de cicatrizagdo. Portanto, um material de enchimentmestyzoradaoa ele pode
fornecer propriedades e resisténcia mecanica sufisiginté3].

Nos ultimos anos, a pesquisa cientifica tem se concentrado no emprego de materiais
bioativos devido & sua capacidade de interagir eficaameoin o tecidofacilitando a

regeneracao e cicatrizac@].
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Na busca por biomateriais bioativos para a regeneracao 6ssea, tém sido explorados outros
materiais, principalmentgioceramicoscomo os fosfatos de calcio, incluindo a hidroxiapatita,
e ceramicas de vidro, como a vitroceramica. No entanto, nenhum desses biomateriais
apresentou uma resposta bioativa tdo rapida quanto os vidros bioativos. Os vidros ls@ativos
uma classe de biomateriais cada vez mais relevante na medicina regenerativa devido as suas
propriedades de bioatividade, osteoindugdo, osteocoidhd®a e & sua alta taxa de
biodegradacéo, tanin vitro comoin vivo. Isso se deve a capacidade dos vidros bioativos de
liberar quantidades significativas de ions quando em contato gimlosficorporai$l 3].

Atualmente materiaishibridosde polimeros e ceramicas estdo sendo desenvolvidos com
0 objetivode aumentar a estabilidade mecéanica e melhmmateracdo tecidual. Para cumprir
tantos requisitos quanto possivsistemashibridos combinando vantagens de polimeros e
ceramicaem sidouma escolha promissord combinacédo de um polimero com uma ceramica

€ umadestagstratégiahaja visb que 0 0SS0 posstanto umaarte organicguantanorganica

[6].
2.2 ENGENHARIA DE TECIDO OSSEO

O osso, um tecido altamente vascularizado, possui a capacidade de regeneracdo, no
entanto, em situacdes em que ha defeitos de tamanho significativo devido a traumas ou doencas
congénitas, a capacidade de autorregeneracdo fica comprometida, exigindangéterve
cirirgica para restaurar o tecido danificatitestecontexto surgexa Engenharia de Tecidos
Osseos (BTEjuetem sido amplamente empregada para encontrar métidosativog14].

A engenharia de tecidos 6sseos é um processo complexo e dinamico, que se inicia com a
atracdo e deslocamento de células osteoprogenitoras, seguido @mleséa, proliferacéo,
diferenciacdo, levando a reconstrucdo tecidli@gsbes désseas ocorrem quando ha uma
interrupcdo na integridade do 0sso, seja por trauma, ma formacgédo congénita ou intervencao
cirdrgica. Em situacdes de defeitos criticos ou em certas condicbes médicas, como idosos,
diabetes, osteoporose, entre outrastexvencao cirdrgica se tornagessaria para restaurar o
tecido danificadd15].

A primeira geracao de materiais empregados na substituicdo de tecidos engloba aqueles
gue néo interdgm com ofluido corporal, tinhansomenteo propdsito de serem bioinertes
Biomateriais convencionais, como metais resistentes a corrosdo, biocerdmicas e materiais
poliméricos insolaveis, todos considerados nao téxicos, foram escolhidos para compor essa

categoria. Ja a segunda geracao de materiais utilizados surgiu no éieehda de 60, devido
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a incompatibilidade da interface entre o material e o te@sd@ocuja énfase passa a ser a
producdo de biomateriais ativos, capazes de induzir reacdes biologicas controladas e melhorar
a interface entre o biomaterial o corpa Mais recentemente, a terceira geracdo combina
materiais bioativos e bioabsorviveis, capasssstimular respostas especificas celsalas para

regenerar estruturas, funcdes e melhorar as propriedades mef#&tjicas

2.3TECIDO OSSEO

O o0sseé uma construcdo natuttdbrida. A representacdo do 0sso € mostrada na Figura
1. O tecido mole é conhecido como parte esponjosa do 0sso e o tecido duro (osso cortical)
consiste em 10% de agua, 30% de componente organico (colageno, lipidios e proteinas) e 60%

de uma matriz inorganica compostapipalmente por hidroxiapati{&@aio(PQs)s(OH)2) [13].

Figurali Representagdo esquematica da constru¢cao da 0sso

tecido mole

Scaffolds

o

Fonte: Adaptado dg 3]

Osso cortica

O osso é dividido em duas morfologiasisso esponjosmutrabecular, qudesempenha
funcBesmetabdlicas, e possui porosidade ebee90% e tamanho dos poros da ordem de 1
mm de diametroe o0 0sso cortical que esta ao seu redor e tem uma estrutura sélida com 3 a 12%
de porosidade, cuja funcéo primordial é proporcionar as propriedades mecéanicas e proteger o
tecido 6ssefl5].

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

1 Osteoblastos localizados na superficie dos 0ssos, essas células tém a funcao de

secretar a matriz 6ssea mineralizada.
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1 Osteoclastos encontrados na superficie dos 0ssos, essas células desempenham um
papel crucial na reabsor¢do da matriz 6ssea mineralizada, auxiliando no processo de
regeneracao do tecido ésseo.

1 Células mesenquimais estas células sdo precursoras dos osteoblastos,
desempenhando um papel fundamental na geracédo de novas células 6sseas.

1 Ostedcitos- Sao osteoblastos maduros que estdo imersos na matriz 0ssea
mineralizada, sendo responséveis pela manutencdo 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 estac
intimamente ligadas a idade, estado de nutricao, atividade fisica e cortticgmsde, o que
representa um desafio significativo na criagdo de supastedf¢ld3 bemsucedidos para
aplicacdes na engenharia de tecido 6sseo. Esses suportes devem ser adaptados para atender

necessidades especificas de reparacadiferentegacientes [15].

2.4VIDROS BIOATIVOS

Um material bioativo é definido como sendo aquele que estimula uma resposta benéfica
no corpo. O termo fAbiocer©micad ® em ger al
ceramicas que sao utilizados como materiais de imp@hte

Os vidros bioativogbioactive glass BG) tém sido usados para diversas aplicacfes
clinicashapelo menos quatro décadas. O primeiro vidro bioativo, Bidj#B5S5, obtido pelo
método de fuséo foi descoberto por Hench em 1969 seguigoodato obtido via processo
sokgel, também proposto por Hench em 1991BGs desenvolvidosecentenenteapresentam
mesoporosidade que foi proposta por VeRegi[16].

Os BGs podem ser considerados bioceramicos com estrutitraas Este grupo de
materiais foi sintetizadpela primeira vepelo professor Larry Hench na Universidade da
Flérida em 1969, enquanto procurava encontrar materiais que substituissem o 0sso, para tratar
os veteranos da Guerra do Viet@ estudos para o desenvolvimento &Ene@ramcoma
formulacdode vidros NaO-CaOSiO-P.Os. Uma vez transplaado, o BG promove uma
reacao biologica na interface do material, que estimula a proliferacéo celular, a resposta génica
e a formacao de uma ligacéomtecidos vivos. Este por sua vez auxilia na formacdo de uma
camada biologicamente ativa de HA na superficie do vidro em contato com[@,ds3jo

Vidros bioativos BGs) apresentam grande potencial na regeneracdo do tecido 0sseo

devido as suas notaveis propriedades de estimular a formacdo de osso (osteoestimulacao),
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promover a conducao do crescimento 6sseo (osteocondutividade) e ter uma taxa de degradacac
adequada. Esses materiais consistem principalmente em elementos como sijcadl8i®

(CaO) e fosfato (#Ds), proporcionando um ambiente propicio para que células osteoblasticas
humanas possam colonizar, proliferar e diferemgarculminando na formacao dm novo

0Sso[17].

O silicio (Si) é essencial para os processos metabolicos, formagéuificacao do tecido
0sseg o célcio (Ca) é favorecido na proliferacdo osteoblastica e o fosforo (P) € um regulador
chave na formacéo 6sss)].

Quando o vidro bioativo entra em contato com fluidos corporais, forma uma
hidroxiapatita carbonatadbddCA) camada a qual o 0sso pode se unir. A taxa de formacéo da
camada déiCA depende da composicéo eniologia dosBGs que por sua vez dependem de
seu método de sintese e condida&s.

A formacao deHCA na superficie dBG obtido por fusd@ apresentada na Figita as
etapas envolvidas neste processo:

(1) troca ibnica entre os ions de calcio presentes na composi@@ doos ions H
existentes né&luido CorporalSimulado EBF);

(2) rompimento das ligagdesi®)i Si para a formacao de grupo$ SH;

(3) reacdo: BiiOH YiOBSi + HO;

(4) formacéo de uma camada dsfato de célcio amorfo (ACP)

(5) formacéo da camada de HCA.

Figura2i Processo de formagédo da HCA durante a exposicdo ao SBF
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Fonte: Adaptado dg.9]



24

A ligacao formada entre G e 0Sso se mostra tao resistente que muitas vezes nao pode
ser removida. Produtos da dissolu¢cad@no organismastimulamas células hospedeiras a
produzir uma matriz 6ssea, devidpresenca de ions de calcio e silica. Dentro do os8G:®s
podem atuar como agentes de osteoconducéo e osteoinducédo. A estrutura porosa interconectad:
deBGs é semelhante ao 0sso, fornecendo as células um molde temporario para se regenerarem
[5, 7]. que forem entregues

Os dois principais processos de fabricacdo para obtend2@ g&o: o processo de fuséo
e a rota segel. O primeiro método é o mais antigo processo de obtencéo de vidro e consiste na
mistura dosdxidos precursoresSiO;, CaO e BOs) seguido de fusdo em altas temperaturas
(acima de 1300C), sendo posteriormente resfriado e mdiil®0]. Composicdo de diferentes
tamanhos e formas podem ser produzidas por meio deste método. As aplicacdes clinicas dos
BGs incluem préteses usadas nas areas de cirurgia ortopédica e maxilofacial, granulos e
particulados também tém sido utilizados em substituicdo ad%jsso

Diferentemente da fusdo que trabalha em altas temperaturas, a-gghé&aonduzida
em temperatura ambiente, na qual os precursores gquimicos sob certas condicbes de pH séo
misturados. Ela inicise com uma suspenséo coloidal (sol), compostas por jesténloidais
dispersas no meio liquido. Em seguida ocorre a formacao de ligacbes craggdas se
transformam em um gel. Os géis formados sao redes inorganicas de silica que posteriormente
sdo aquecidas entre 6@00 °C para se tornar um vidre remower subprodutos, como 0s
nitratos[7, 16, 21] Representacdo esquematica das rotas de BG foram apresentados na Figura
3.

Figura 37 Representacéo das rotas de obtencéo de BG
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Fonte: Adaptado dR2]
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Composicles tipicas de vidros bioativos-gell sdo aquelas do sistema ternario, por
exemplo: 58S (58 Si©)33 Ca0, P05, % em massa) e 77S (77 Si@4 CaO, 9 FOs, % em
massa), ou sistema binario, por exemplo: 70S30C (7%, SI® CaO, % em massa). As
diferencas dos vidros derivados de-gel em relacdo aos vidros preparados por fusdo sao que
os vidros sclel resultam em particulasenorescom nano porosidade, enquanto os vidros
temperadogor fusdo sdo mais densapresentando particulas maidrds

Os vidros soelyel contém porosidade inata e, corasultadaemuma area de superficie
especifica mais alta do ques vidrosfundidos A area de superficie melhorada dos vidros
bioativos solgel leva a um aumenta liberac@ale ions resultando em bioatividade melhorada
in vitro [17].

Um precursor tipico de silicampregado no processo g@l €0 Tetraetilortossilicato
(TEOS), Si(OGHs)s que reage com a agua (hidrélise) sob condi¢cdes acidas ou condi¢cbes
bésicas para formar uma solucao (sol) cuja particulas coloidais (diametros 2 nm) estéo dispersas
em um liquido. Em seguida, forrsa o gel, no quastagresentea agua e o etanol produzido
durante as reacdes de condensacdo. Como a agua e o alcool evaporam durante al&ecagem,
origem auma rede de poros interconectados. Os porosssiédersticios e seu tamanho depende
dos precursores usados, da composicdo quimica do vidro e do pH d@]meio

A etapa inicial do processo sgél envolve as reacdes de hidrélise na qual ocorrem
guando o precursor alcoxido (OR) reage com moléculas de agua, resultando na formacgéo de
grupos hidroxila (OH). Essa hidrdlise promove o crescimento coloidal das parsidlidias

dispersas na solucéo, formando a fase sol [28] de acordo com a reacao:

Si(ORM+ 2HFO Y Si(OHM+ 4ROH (1)

Durante a etapa de condensacdo, esses grupoSisilaieragem entre si (SDH),
formando ligacdes siloxangSi-O-Si), além de liberar 4gua ou alcool como subproduto. A
reacdo de condensacdo permite a formacdo de uma rede tridimensional continua [28, 29]

podendo ser alcodlica ou aguosa:

Si(OHM+ SI(OHMY Si-O-Si + 4ROH )
Si(OHM+ SI(OHMY Si-O-Si + 2HO 3)
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Apés a formacédo do gel ocoaetapa de envelhecimento e durante esse tempo as reacdes
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 excesst
de solvente, a@atamento térmico, onde o gel € aguecido a temperaturas e ®AD), para
garantir a eliminacédo total de residuos organicos e nitratos, bem como a consolidacdo da
estrutura vitrea e a difusdo de ions de calcio dentrediade silica, conforme mecanismo

representado na Figuda

Figura4i Mecanismos para a difusdo dosiszalcio dentroda rede de silica

/ Etapa de condensacao Adicao do nitrato de calcio Depois da calcinagao \
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Fonte: Adaptado dR2]

O tratamento térmico € 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 formacée uma estrutura vitr¢d0]. O tamanhados porosiepende dos
precursores usados, da composicao quimica do vidro, do pH dodaesado molar entra
silica eaagua, dos catalisadores, dmdventes e da temperatura de reacao [6].

As desvantagens da sintesegell sobre o processo de fuséo é a dificuldade em se obter
monolitos deBG sem fissuras e com didametros acima 1 cm, isso porgue mondlitos com estas
dimensdes tendem a rachar durante processo de secagem. A rachadura é decorrente de doi
motivos: a grande contracdo qaeorre durante a secagem e a evaporacao do subproduto
liquido (dgua e etanol) da reacédo de condend&tao

A rota solgel envolveuma ampla gama de parametros de processo, incluindo a escolha
do catalisador, ajuste do pH, controle da quantidade de solvente, sele¢cdo do precursor,
gerenciamento do tempo de envelhecimentotimizacdo da temperatura de estabilizacao.
Esses fatores podem ser ajustados de maneira a moldar a microestrutura do produto de acorda

com amecessidadef23].
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Os BGs apresentantanto propriedades de osteoconducgigértar o crescimento ao
longo de uma superficie de conjatquanto de osteoinducdgestimulacdo de células
hospedeiras imaturas para se desenvolver em células osteogénicas) além de poder ser usado er
uma variedade de aplicacbes, como enxerto 0sseo, entrega de drogas, revestimentos e
engenharia de tecidos moles. Apesar de possuir hidediy satisfatdria, dBBGs apresentam
desvantagens, tais como: baixa resisténcia mecanmae restringe o seu uso em aplicagoes

gue demandam esforcos significatiybs].

2.5VIDRO BIOATIVO MESOPOROSO

O atual desenvolvimento @sno que se refere a regeneracao de tecidos 6sseos consiste
na incorporacdo de certos componentes em sua composicdo, com o intuito de aumentar a
superficie de contato com o meio originando estruturas porosas denominadas mgspporos

Vidros bioativos mesoporosos B®%) sdo materiais que tém recebido muita atencao
devido as suas propriedades bioativas, biocompatibilidade e capacidade osteocondutora. Esses
materiais possuem composicao semelhantevidoss bioativos tradicionaisnas apresentam
uma estrutura mesoporosa altamente ordenada, o que resulta em uma maior area de superficie
especifica e um volume de poros mais elejadp24]

Devido a sua estrutura mesoporosayi@&Gss possuem uma grande quantidade de poros
de tamanho controlado, que podem melhorar a interacdo com tecidos biolégicos, promovendo
a formacédo dema camada delCA na superficie do vidro quando em contato com fluidos
biolégicos. Essa camada d€A é um componentehave para a bioatividade dos vidros, pois
€ responsavel pela ligacdo entre o material e o tecido (@]

A presenca de uma grande area de superficie especifica e um alto volume de poros nos
MBGs acelera a taxa de deposicdo da camadiCde Isso ocorre porque uma maior area de
superficie proporciona mais sitios de nucleacao e crescimemi@Alaenquanto um maior
volume de poros permite uma maior difusdo de ions e moléculas envolvidas na formagéo da
camada déiCA [23, 24]

Para atingir tal objetivo utilizaree nas composi¢desurfactantes a fim de permitir a
formacdo de poros abertos, ou seja, a criacdo dos mesoporodeadumentar a bioatividade
dos BGs. Os surfactantes sdo compostos quimicos cujas moléculas sao anfifilicas, que
apresentam uma regido hidrofilica e outra hidrofébica, e que por apresentarem estas

caracteristicas sdo capazes de orientar a formacao dos me$b®pros
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Tais MBGs séo obtidos pela utilizacdo dos surfactantes durante o processo de sintese,
sendo os 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 meinakasio
blocos hidrofilicos tém uma grande interacdo com o solventebloco hidrofébico se
movimenta de forma contraria. Quando o surfactante atinge a concentracdo micelar critica,
inicia-se entdo a formagéo das micelas de forma que o bloco hidrofatacmfinterior da
estrutura do MG e o bloco hidrofilico permanece com uma forte interagdo com o solvente,
permanecendo do lado de fora da estrutwdinal da sintee solgel, que da origem ao BG,
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 surfg@@neenforme
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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Fonte: Adaptado dg6]

A etapa de tratamento térmico € crucial para a finalizacdo de um vidro bioativo, seja ele

tradicional ou umMBG, pois é por meio deste processo que serdo removidos os subprodutos
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da sintse e, em especial no caso ddB8®4, a remocao do surfactante, permitindo deste modo
a obtencao de uma estrutura porosa e abertgpoors na faixa de 250 nme distribuidos de

forma relativamente ordenafz3].

2.6 POLIMEROS

Com o avanco da BTE, os pesquisadores estdo estudando novos processos para criagac
de scaffoldsdesenvolvidos a partir de polimeros que sejam bioabsorviveis e biocompativeis
além de possuirem: propriedades mecéanicas adequadas, varios formatos e tamanhos pare
diversas aplicacdenédicaq13].

Os biopolimeros sintéticos de carater biodegradaveis podem ser: acido polilatico (PLA),
poli-hidroxibutirato (PHB), poli(latico-co-glicélico) (PLGA), éacido poliglicélico (PGA),
poliestireno (PS), é&lcoopolivinilico (PVA), polietilenaglicol (PEG), polivinilpirrolidona
(PVP), polihidroxialcanoato (PHA)policaprolactona (PCL), poliftaco-co-Gcaprolactona)

(PLCL), poliuretano (PU)oli(sebacato de glicerallPGS), e outros hidrogéis sintéticesitre

0s polimeros sintéticos mais utilizados para aplicagdesaffolds destacanse os poliésteres,

como o acido polilatico (PLA), o acido poliglicélico (PGA) e o acido poli(latoalicolico)

(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 tamanieodormas, propriedades mecéanicas adequadas e
mecanismo de degradacédo controlavel, o qual desempenha um papel fundamental no projeto de
um scaffold[6, 9, 10]

Dentre os biopolimeros sintéticos o acido polilatico (PLA) € um dos aprovados pela FDA
(Food and Drug Administration sendo entdo o mais utilizado e promissor, devido as
propriedades mecanicas, processabilidade e propriedades biol6gicas como biocompatibilidade
e biodegradabilidade. Do ponto de vista clinico gmtasado em suturas, implantesaffolds
dispositivos de fixacdo de fraturaslieeracdo controlada de farmacasso devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade, transparéncia e pdagles térmicas e mecanicas
adequadas o que garante sua aplicacdo nas areas de odontologia, musculoesquelética ¢
ortopédicd4, 25, 26]

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

empresa Ethicon comercializou o PLA para a sutura bioabsorvivel com o nomeR¥LVI
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Outra rota de obtencdo do PLA@or meio da cande-acgucar e milho, fontes agricolas
renovaveig26].

O PLA é um polimero semicristalino que apresenta uma temperaturasigdiavitrea
(Tg) entre 50i 60 °C e uma temperatura de fus@im) de aproximadamente 180°C. As
caracteristicas térmicas do PLA podem ser modificadas por diversos fatores estruturais, tais
como variagbesas massasioleculares e composicftb].

Existem diferentes tipos de acido latico, cada um variando em pureza dependendo da sua
aplicacdo. Omais purosao utilizados no setor alimenticio, farmacéutico e anal@smenos
puros contémsulfatos, metais, aminoacidos e varios carboidratos. Para o processo de
polimerizacdo a pureza do PLA tem grande influéncia, pois vestigios de hidratos de carbono e
aminoacidos que permanecem mes&nopequenograus, promovea cor No processamento e
até mesmo tracos de cations como o sédio levam a mistura racésidegndo no isbmero
menos desejado D(+) 14ti¢d7].

A quimica do PLA envolve o processamentamolimerizacdo denonémero dd@cido
latico. O &cido latico € uma molécula quiral simples que existe como dois enantidmeros, acido
L-latico e Dlatico, diferindo em seu efeito sobre a luz polarizada. A forma opticamente inativa
D, L ou meso é uma equimolar (racémica) mistura de isdoniefdextrogiro)e L (levogiro)

[26]. O L-latico confere ao polimero uma alta resisténcia mecanica e, portamouma
vantagem sobre o-[tico [3].

O PLLA, um biomaterial semicristalino exibe excelente biodegradabilidade,
biocompatibilidade, elasticidade, bioestimulacdo e propriedadesfinicas. E um polimero
adequado para entrega de farmacos devido a sua nao toxicidade e rapida defra@kacao
meses)Pode ser combinado com outros polimeros a fim de modular as suas propfiédades

O PDLA é um polimero semicristalino, que oferece uma degradacédo mais rapida do que
o PLLA. Apesar de possuir baixa biocompatibilidade em relacdo ao PLLA, o polimero PDLA
€ aplicado na area biomédica, incluindo suportes de fixagcdo O0ssea e suturas bielegrada
devido a sua alta resisténcia mecaiista

A mistura de PLLA com PDLA resultam no PDLLA, um polimero amorfo, que apresenta
biocompatibilidade, hidrofobicidade e biodegradabilidét2i 16 meses)Este polimero é
altamente adeqda para construscaffoldsporosos e iocompativeis para aplicacées na BTE
[3]. O PDLLA tem sido amplamente estudado como um material biomédico de revestimento
ortopédico devido as suas notaveis propriedades que melhoram o desempenho de implantes.
Além de sua elevada estabilidade mecéanica, o PDLLA também exibe uma excelente

biocompatbilidadein vivo e um consideravel potenciasteocondutor. O PDLLA de menor
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massamolecular pode ser combinado com substancias terapgutcomo fatores de
crescimento antibidticos, a fim de criar um sistema de administracéo 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 tefd8ps

N&o obstante as vantagens mencionadas, as membranas poliméricas frequentemente naa
tem funcao bioativa, ou seja, néduzem a regeneracao éssdam ddiberar produtos acidos
resultante da degradacédo levando a uma resposta inflanséinaleexibirem propriedades
hidrofobicas, tornandaecessaria melhoria de suas caracteristicas para favorecer interacdes
celulareq28, 29]

2.7SCAFFOLDS

Scaffoldé uma estrutura-B que atua como molde poroso, forne@suporte mecanico
evascularizacdsanguineaPode serconstituido deum biopolimeroe umabioceramica de
modo que juntos atuam para o preenchimento do defeito e estimulam a reparacdo 6ssea. Com
o passar do temposzaffoldse degrada favorecendo a formacéo do novo[@$so

Deve sercomposto por um material biocompativel e biodegradavel com caracteristicas
mecanicas semelhantes ao tecido em que seré implantado. Ele ndo se destina a ser um implante
permanente, mas age como facilitador para as células hospedeiras se depositanego&ao lo
tempo substituio. Sua estrutura deve ser porosa a fim de permitir a migracdo de células e
nutrientes, conforme pode ser visto na Figuiao ponto de vista cirdrgico, também € desejavel
gue o material dscaffoldseja facilmente manipulado em diferentes formas e tamanhos para

permitir o tratament situde defeitos 6sseos do paciefip

Figura61 Estrutura porosa

Fonte:[5]

As vantagens associadas aoaffoldsbiodegradaveis sao:
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Serbiocompativel e bioativo com o hospedeiro;

=

Possuiruma estrutura porosa iaterconectada para favorecer processo de
vascularizacao;

1 Poderser moldado em diversos formatos;

1 Possuir&xade degradacao controlada;

1 Sercapaz de compartilhar os esforcos mecéanicos com o tecido 0sseo;

1 Ter boarelacéo custdeneficio[7, 13].

Os scaffolds poliméricos podem seraprimoradospela incorporagcdo de materiais
inorganicoscomo ashioceramicas. As bioceramicas mais comuns utilizadas pelos cirurgides
sao sulfato de calcidpsfato tricalcio TCP), hidroxiapatita sintética (HAjosfato de célcio
bifasico (una mistura de TCP e HAg vidro bioativoque liberam ions ao interagir covs
tecidos circundantes e estimulam as células hospedeiras a produzir uma matriz 6ssea. Esses
scaffoldsexibem regeneracdo devido a boa ligacdo do tecido, alta resist@&mwigpeessao,
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 formacdo desmateriais hibridosa base de biopolimeros e
bioceramicas ajuda a melhorar as caracteristicasatfolde a interacao tecidual, o que permite
a degradacdo controladaou seja, reparam o0s tecidos biolégicosmelhoram a
biocompatibilidade e a resisténcia mecanicastagolds[3].

Os scaffolds trazem direcionamento ao desenvolvimento de um novo tecido,
assegurandthe estabilidade mecéanica e viabilizando uma organizacdo tridimensional das
céluas. Isso, por sua vepermitequehaja adesdgroliferacao e diferenciacdoontribuindo
assimpara a regeneracao do teciksed15].

A geometria e a estrutura dssaffoldsdesempenham um papel crucial na formacéo do
novo tecido. A porosidade, que representa a propor¢cdo 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 permitimaigracdo adequada das células pela estrutura do supoar@anho
de poros afetdiretamente adesace a diferenciacdo do tecido. O tamanho minimo de poro
necessario para a regeneracao de osso € geralmente cadneiderao mo 100 & m. N
acreditase que o tamanho de poro ideal para a osteogéngs® esteja na faixa de 10(B&0
e m. Entretanto, por os c oparecdm saremais adegsadas pararae 3

formacao de osso e vascularizafEs).
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Estruturas com elevada porosidade tendem a favorecer o crescimento interno do tecido
0sseo. No entantestruturas altamente poroggsalmente apresentam propriedades mecanicas
deficientes, o 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 mecanica:
sdo comprometidas. Em gkras suportes devem possuir resisténcia mecanica suficiente para
sustentar a proliferacéo celular, a deposicédo da matracelular e acrescimento do tecido
[15].

Os suportes fabricados para a engenharia de tecido 6ésseo devem ter uma resisténcia
comparavel a do tecido 6sseo nativo, a fim de suportar as cargas fisiolégicas e evitar o estresse
excessivo. Embora a propriedade mecanica dos suportes seja prejudicadmaanaior
porosidade ou maiores dimensdes de poros, o uso de materiais com uma resisténcia mecanica

intrinseca elevada pode representar uma solucdo para esse pf@blema

2.8 TECNICAS PARA OBTENGCAO DESCAFFOLDS

Para a preparacao desaffoldsé fundamental atender aos seguintes requikdis

AA técnica deve ser altamente precisa, garantindo guedutotenha propriedades
desejaveis, incluindo porosidade, tamanho e distribuicdo dos poros, bem como a conectividade
entre eles;

A £ crucial assegurar a capacidade de r
consistente.

Uma grande variedade de técnicas tem sido utilizada na obtengéaffibéds entre as
mais utilizadas sao: fundicdo com solvente e lixiviacdo, formacdo de espumas gasosas,
liofilizacdo, separacdo de fases. Atualmente com o avanco tecnolscatfmldspodem ser
produzidos por meio de técnicas de eletrofiacdo e tecnologia de impressao 3D. A escolha da
técnica de preparacdo depende do tipo de apli¢agéao

Os scaffoldsobtidospor meioda Separacdo de Fases Induzida Termicamente (TIPS),
seguido de liofilizagdoconsiste em induziseparacdo de fasele uma misturapolimérica
homogénea em duas fases, a saber: umdiiasé em polimero e outrgpobred em polimero.
Essa separacéo estd baseada na adicdo de um s¢agraggue ndo seja miscivel nesta
mistura polimérica, formando um sistema no qual esta presente o polimero/solvente/ndo
solvente[31]. A temperatura para induzir a separacao de fases deve ser inferior ao "ponto de
nuvem"”. Este ponto é caracterizado como a temperatura que marca a transicdo da regido em

gue a mistura € homogénea para a regido em que ha separacaoldg fases
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A morfologia doscaffoldem relagc&o a sua porosidade é condicionada pela termodinamica
do sistema durante a separagao de fases, conforme mostrado n& Figugaialapresenta o
diagrama de fases binario temperatemarelacdo aoncentracdo de uma solucdo polimérica.

A ocorréncia da separacdo de fases ligligiodo pode seguir diferentes mecanismos,

dependendo da temperatura escoliMda

Figura 71 Diagrama de fases binério temperaturancentracdo de uma solugéo polimérica
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temperatura
—

O
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Fonte:Adaptado d¢4]
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Para temperaturas na regido entre as curvas o sistema € metaestavel e ocorre a separaca
pelo mecanismdenucleacéo e crescimento na quafdrénacéo das goticul@o crescimento
destas é impulsionado pelo gradiente de concentracdo em daggda. Esse mecanismo
resulta na criacdo de uma estrutura com pantesiconectividadeapresentando poros com
formato esféricoPara temperaturas inferiores a curva espinodal, o sistemastoinstavee
ocorre a separagao pelo mecanismdetmmposicao espinodal

Com base nbteraturaobservaseque concentracoes d®PBLA abaixo de 4,5% resultam
em uma sedimentacao rapida da fésead em polimeroe que a proporcdo em massa de
dioxano/agua de 87/Eaquela que apresemmresultadomais adequadoVale salientar que
o teor de agua 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 sedimentacao rapida da fase
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firicad em polimero. Por outro lado, um teor de 4gua inferior a 13% aumenta a viscosidade da
solugéo tornando o processo de separacdo de fases majd]lento

A técnica TIPS é combinada com a liofilizagcdo que consiste na remocdo do solvente
congeladoque estano sistemapromovendosua sublimagdo por meio da diminuicdo da
temperatura e pressgo].

O processo de liofilizacdo opera com base no principio da sublimagdo 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 seguidastara 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 tEyhv&rb pessodes,
extremamente inferiores as atmosféricas, o0 que desencadeia o processo de sublimacdo do
solvente. Como resultado desse processo, espacos vazios sao criados, formando uma estruture
porosa que frequentemente inclui canais interconectados. Esse mpéssdulita o controle
preciso do tamanho dos poros e da anisotropia, permitindo a geracdo de estruturas com
porosidade superior a 90 [14].

O método é capaz de produzir suportes porosos altamente homogéneos, atingindo uma
porosidade de aproximadament®%, com uma morfologia tubular altamente anisotrépica e
uma interconectividade de porsignificativa A morfologia dos poros varia dependendo do
tipo de polimero, do solvente, da concentracdo do polimero, da temperatura de separacéo de
fases e da solucéo utilizada. Sesffoldsgerados por esse processo costumam apresentar poros
tubulares oentados, com macropor{superior a 100 pum), microporos(cerca de 1450 um)
que conetaaos poros maiored 4].

Neste caso, para produzir materiais hibrithdsincorporacéo dmateriais inorganicos
namisturapolimérica. Posteriormente, essa mistura € congelada e depois pagza@eEsdeo

de liofilizacdo em um liofilizador, no qual o solvente € evapofagp

2.9SCAFFOLDHIBRIDO DE VIDRO BIOATIVO/BIOPOLIMERO

Os materiaidibridos podem ser agrupados em duas categorias, dependendo da interface
entre organicos e inorganicos. A primeira categoria corresponde aos materiais de classe |,
caracterizados por ietagcbes de baixa intensidadercas de Van der Waals, interacdes
eletrostaticas ou ligagdes de hidrogénio. A segunda categoria engloba os materiais de classe I,

nos quais ocorrem interacbes mais fortes como ligagdes covalentes ou iOsicaateriais
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hibridos organicenorganicos de classe | tém sido amplamente explorados para uma variedade
de aplicacdespois apresentam melhor desempephotermos de propriedades mecanicas e
resisténcia a degradacédo, em comparagao com os compositos tradi8ijnais

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 B@rppsedades bioativas,
porémbaixa resisténcianecanica, ja o PLA geralmente ndo pogsopriedades bioativas, o
que significa que ndo promove a regeneracao 6ssea, além de liberar produtos acidos resultado
de sua degradacao, o que pode desencadear uma resposta inflaN@#rtanto, abordagens
estratégicas, comdrcorporacaalecarga inorganica no polimepara criar materiais hibridos,
possibilitam superar essas limitacdes. fato, a capacidade de copiwaa degradacdo acida
dos polimeros biodegradaveis é citada como mais uma razéo para a adoc¢do de materiais hibridos
[33].
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1PREPARACAO DO VIDRO BIOATIVO BG58S

O BG-58S foi sintetizado por meio da rota-g@l, como apresentado na literatura, de
forma a obtesse 10 g do iferido material na forma de d84]. Foram utilizadoseagentes

conforme apresentadas Tabeldl.

Tabelali Reagentes utilizados para a producdoBie-58S por selgel.

. Massa .
Férmula Densidade Pureza
Reagente Quimica Molar (g/cn?) (%) Fornecedor
(g/mol) 9
Fonte de Tetraetilatosilicato . Sigma
silica (TEOS) Si(OGHs). 208,33 0,933 98 Aldrich
Fonte de Nitrato de célcio A
calcio tetrahidratado Ca(NQ)..4HO 236,15 1,90 99103  Dinamica
Trietilfosfato Sigma
Fontede  (TEP) OP(OGHss 18215 1,07 998 Aldrich
fosforo Ac'd‘z A"\?:S)fo”co HaPQy 98,00 1,71 85  Dinamica
Solvente Etanol absoluto CHsCH,OH 46,07 0,789 99,8 Neon
Catalisador )
da Acido nitrico HNOs 63,01 1,380 65 Neon
hidrélise
. . Sigma
Aditivo Pluronic F127  (CsHeO-CH4O)« 12600 - - Aldrich

Fonte: o autor (2023

A preparacdo do p6 dBG-58S envolveu reacfes de hidrolise e policondensacao de
guantidades estequiométricas de TEOS, nitrato de calcio e TEP ou AF, conforme determinado
pela composi¢cdo nominal 58S (58%iG33Ca0, 9P0s, % em massa). Oito diferentes
composicoes foram preparadas nas quais foram variadas a fonte de fosforo (TEP ou AF), a
adicdo ou ndo de solvente (etanol) e de agente porogénico (Plwii2ig. F

As solucbes foram preparadas utilizando etanol, TEOS, aguaQfidisolucéo 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 acida e
agitado por 20 min. Em seguida o Ca@{C@H0O foi completamente dissolvido no sol. Em
quatro destas rotas foram adicionados Plurorit2(F agitando até a gelificacdo. O gel obtido
foi misturado com um bastédo de vidro e mantido na estufaé(Bca) 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 3008)temperaturaa ordem d&00-650 °Cpor 24 horas
com taxa de aquecimento de 3 °C/muonforme Tabel&2. As ato diferentes rotas foram
denominadas: TEP+EtOH, AF+EtOH, TEP+EtOH¥E/, AF+EtOH+F127, TEP, AF,

TEP+F127 e AF+F127sendo as quantidadde cada reagente apresentadas na Ta8bela

Tabela2' i Temperaturas de calcinacdo aplicadas as diferentes amostras

Rotas TEP*  AF+  TEP+EtOH+ AF+EtOH .., 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)

Tabela3i Rotas para a producdo d®G-58S por sebel

TEP+E AF+Et

Reagentes TECI;: Et AFT_'EtO tOH+F OH+F-  TEP AF T_Elsz;F AE?F )
-127 127
Etanol (mL) 50 50 50 50 - - - -
TEOS (mL) 22 22 22 22 22 22 22 22
TEP (mL) 2,2 - 2,2 - 2,2 - 2,2 -
H20 (mL) 14 14 14 14 14 14 14 14
AF (mL) - 0,9 - 0,9 - 0,9 - 0,9
HNO3 (2 M) (mL) 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8

Ca(NO3)..4H20 (9) 14,04 14,04 14,04 14,04 14,04 14,04 14,04 14,04
Pluronic (g) - - 5,675 5,675 - - 5,675 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

pm).

3.2PREPARACAO DOSSCAFFOLDE PDLLA E PDLLA/BG

Foram preparadoscaffolds a base dePDLLA e materiais hibridosa base de

PDLLA/vidro bioativo porSeparacao de Fases Termicamente IndZiiRS) combinada com
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a liofilizagdo. Neste processo inicial foi utilizadmmenteo polimeroa fim definir os
parametros do processeendo estesempode separacdo de fase t e mper at ur a do
n u v efragho massica dos componenfesscaffold§oram preparados com diferentes teores

de particulas de vidro bioativalculado em relacaof@caopoliméricacomdiferentes tempos

de separacao de fases propor¢cdo em massa de dioxano/agua escolhida foi de 87/13.

Para a preparacdo dasaffoldsde FDLLA, primeiramenteo polimero foi pesadoe
dissolvido no solventel,4-dioxano P.A. (Neon) a 80 °C, sob agitacdo magnética durante
aproximadamente 2 horaBecorrido este tempodaionouse agua ultrapura (MilHQ®)
previamente aguecida em torno de 80R@dicao da agua foi feita apds a completa dissolugéo
do polimero em dioxano, devido a 4gua ser umsadente para o[PLLA. Em seguida foram
acrescentadas as particulas de vidro bioativo, no casscdtisldshibridos. O sistema foi
submetido a ultrassom (Sonics Vifmall - X 500), durante 15 min a 37 °C.

Fo utilizada a concentrago de FDLLA de 5,5% (m/v) em relacdo ao sistema
PDLLA/dioxano/agua.

A temperatura para induzir a separacao de fases litjguido deve estar abaixo do
"ponto de nuvem", definido como a temperatuvagualocorre a transicdo da regido em que a
solucdo € homogénea para adiegem que as fases se separaara Beterminar gemperatura
dofipontodenuvemo f oi r eal iatéquehaolugcda se poassekrga Apdss u a |
preparacao da solucad®PLA/dioxano/agua conforme descrito anteriormente, a solucao foi
resfriada gradualmente, grau a grau, permitsuh estabilizcdopor 5 minutos em cada nova
temperaturaA temperatura dédjpont o de nuvemo asdeBOAC phra bser mi r
sistemagstudadodOs tempos de separacao de fastgdadosoram 30, 60 e 120 min

Para preservar as morfologias resultantes da separacdo de fases, as solu¢cdes foram
congeladas a23 °C por 72h e posteriormente submetidas processo dkofilizacdo uma
temperatura de54,3 °C.Esse processo teve como objetivo remover o solvente e a agua,
resultando nas estruturas porosas desejadas. A liofilizacéo foi realizada em um equipamento
modelo JJ Cientifica Linha: LJJ, durante 24 horas. Dessa forma, foram produztiokisde
PDLLA e scaffoldshibridosde FDLLA/BG, preparados por separacgéo de fases ligiggiado
termicamente induzida, contendo diferentes teoregidte bioativo (0, 15, 20, 30 e 50 %

(m/m)) e com tempos de separacao de fases de 30, 60 e 120 minutos.
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3.3CARACTERIZACAO DO PO DE B@&8S E DOSSCAFFOLDS

Os pos de videbioativas (BG) produzidos por rota s@lel e osscaffoldshibridos(S) de
PDLLA/idro bioativoforam caracterizadasonformeapresentadoo Quadrol.

Quadroli Técnicas de caracterizacao

Caracterizagbes BG S Objetivo
Espectroscopiaman Analisar a estruturdo material
DRX Identificar a presenca de fase cristalina
Identificac&o de grupos funcionais presente n
FTIR :
estrutura do material
BET Determinar a porosidade
Tamanho de particula Determinar a distribuicdo de tamanho de particl
MEV/EDS Avaliar morfologia e composi¢éo quimica
TGA-DSC Determinar a temperatura do tratamento térmic
Potencial Zeta Determinar a carga superficial
. Analisar a porosidade e a distribuicdo de tamar
Porosidade
de poros
Ensaio de degradacéo Estimar o tempo de degradacéo
Avaliar a viabilidade celular, proliferacéo e
Testedn vitro diferenciacdo das células osteoblasticas e formg
de nédulos de mineralizacdo

Fonte: o autor (2023)

3.3.1 Espectroscopia Raman

As andlises por Espectroscopia Raman foeaecutadas emm espectrébmetro Raman

modelo RF&100/S Brukercom comprimento de onda #864nm 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,

model o XRD 6100, com fonte de radia-«o CuKU
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10 a 80°, a uma velocidade de 2 graus/min, a partir de uma fenda de GCBaomprimento
de onda wutilizado foi de &=1,54 A, voltagen

3.3.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As andlises de FTIR foram realizadas por meio de um espectrofotdbmetro no
infravermelho, da marca PerkiEimer, modelo FAIR/NIR Spectrometer Frontier, com um
total de 20 varreduras na regido espectral de 4000 a 680utiizando o acessorio reflexdo
total atenuadaUATR) a 80N com cristal de ZnSés espectros FTIR foram registrados na

faixa de numero de onda de 400 e 400¢.cm

3.3.4 Microscopia Eletrénica de Varredura de alta resolucao (MEVFEG)

A morfologia das amostras foi verificada por MBEEEG em um microscopio eletrénico
de varredura com canhé&o de emisséo por campo, da marca Tescan, modelo Mira 3, com analise
de energia dispersiva de raios X (EDS). As amostras foram metalizadas com umadmmada
ouro com auxilio de um equipamento Emitech K550X e preparadas a seco coladabsem

com o auxilio de uma fita adesiva condutora de carbono

3.3.5 Andlises térmicas

Os ensaios de termogravimetria (TGA) foram realizapel® analisadoida marca
NETZSCH, modelo STA 449F3 Jupiter, sendo as amostras inicialmente pesadas (~ 6 mg) e
inseridas enum portaamostra de alumina, e entdo aquecidas a uma temperatura ambiente até
1000°C, a uma taxa de aquecimento de 2fi@, sob atmosfera inerte de Nitrogénio)N
com fluxo de50 mL/min e ar sintéticoE por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) foi

realizada utilizando o equipamento DSC Qa0nércaTA Instruments
3.3.6 Propriedades texturais
As isotermas de adsorcéo e dessorcao de nitrogénio foram obtidas em equip@mento

marcaQuantachrome Instruments, modelo Nova 2200e {288E). Para isso, 0os pos foram

analisados conforme a adsorcao fisica na superficie de cada um deles, com a utilizacdo de gas
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Nitrogénio (N), sendo a area superficial obtida por meio da quantidade de gas adsorvido na

camada monomolecular de suas superficies.

3.3.7 Distribuicdo de tamanho de particula

Apés a calcinacdo a amostra 58S com AF foi moida em moinho de alta energia
(Fristsch Premium line Pulverisette 7) durante 5 min e 700ngpnoporcao pfesferade 1:6
utilizando esfera de zircénia (10 mm) e jarro de capacidade de 8rméeguida foi peneirada
em peneiranesh400 (38 pm)

A determinagdo da distribuicdo granulométrica foi realizada em um analisador de
tamanho de particulas (MicrotracS3550), sendo a amostra submetida a ultrassom (Sonics
Vibra-cell - X 500), durante 5 min.

3.3.8 Porosidade

Os scaffoldsforam analisads pelo porosimetrgor intrusdo de mercuarique permitiu
analisar a porosidade, a distribuicams damanhos de poros o diametro, be como sua
densidadeO principio da técnica da porosimatde mercurio basefse no féo de este ser um
liguido nao molhante, sendo necessario aplicar presséo para que este penetre nos poros. Assim
através da medida da pressao efetuada e do volume de mercurio que passa pelo g&o, pode
calcular o tamanho deste. Esta técnica mede o tamaleh poo no intervalo de

aproximadamente-300 pum. Foi utilizado um equipamentatopore IV 9500, Micromeritics.

3.3.9 Degradacao em solucao tampéo de fosfatBBS)

O ensaio de degradacéo consiste em fornecer dados de pH dearnagdo de massk
produto e estimar um tempo de degradacéao total do produto. O pesaiteidentificar e/ou
quantificar os produtos de degradacgéo geradestudo foi realizado de acordo com a norma
ISO 1099313:2010.As amostrasoramdimensionadapara garantir uma relacéo 1b0n/v)
sendo pesadas depois adicionadas em uma solugcédo salina tamponada com fosfato (PBS)
devidamente estabilizada com pH4. Apos a imersao de todas as amostras em solucao, foram

colocadagm umancubadoracom agitacd@ 37 °C e 100 rpm.
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As propriedades foram calculadas pesando as amostras antes da imersao en) €BS (W
apos secagem a 30 °C por 24h pés incubacgdp AVariacao de masgsVL, %) dosscaffolds

foi calculada de acordo com a equatdo

W) ——P nmn (1)

O comportamento de degradacéo sleaffoldsfoi avaliado apos imersdo em PBS por 2,
7, 30 e 60 dias medindovariagdo de massaalteracoes de pH.

3.3.10 Cromatografia de Permeacédo em Gel (GPC)

A técnica de Cromatografia em Gel (GPC) € um método de separacdo de moléculas
dissolvidas com base no seu tamanho, por meio de bombeamento em colunas especializadas ¢
microporosas. Conforme a amoshnaseparada e eluida na coluna, detectfmesn capazes
de caracterizar o polimero, proporcionaadmassanolecularabsolug, o tamanho molecular
e a viscosidade intrinseca, bem como outras informacdes estruAsacondicbes para
preparacdo da curva de calibragacam razdo de fluxo (vaz&o) de rhL/min em THF
(tetraidrofurano) 40°C, utilizando 4 colunas fenogel (500 a 10000 A), volume de injecéo 40
¢ L O scaffoldfoi solubilizado em THF (5 gimL). Esta solucafoi deixada em repouso por
24 h e dpois foianalisada.O tem total de analise por amostra 5 minutos.

As massas moleculares (média e média pondeeapalidispersidade foram calcubsd
a partir do tempo de retencdo medido usando curvas de calilpagéio depoliestireno

monodisperso

3.3.11 Potencial Zeta(PZ)

Os valores do potencial zetapH dos scaffoldsforam obtidos usando equipamento de
Particle Metrix (Stabino, GmbHA carga superficial é caracterizapor meioda medida do
potencial zeta. O experimento meditegistrou os valores de pH e potencetbhzpor3 h. Para
andlisefoi pesaddb0 mg e adicionado 10 mL de agvilli -Q°.

O método utilizado para medicdo do potencial zeta consiste na rapida oscilacdo da
suspensao por meio do movimento de um pistdo, resultando em um cisalhamento periodico
levando a uma polarizacéo idnica no espacgo entre o pistéo e o cilindro de medicdaoAléen

polarizagdo ibnica é proporcional ao potencial zeta, que é 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 repulsédo ou atracdo eletrostatica.

3.4CULTURA CELULAR

A amostra de células osteoblasticas humanas (MG63) foi obtida da Associacéo-Técnico
Cientifica Paul Ehrlich (APABCAM, Rio de Janeiro, Brasil). As células foram cultivadas em
frascos de cultura celular de 75 T®arstedt®, Numbrecht, Alemanha) com meio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, Cultilab, Sdo Paulo, Brasil), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (FBS, Cultilab, S&o Paulo, Brasil) e gentamicina (10 mg/mL) &jd8ao
Paulo, Brasil). Os frascos foram mantidos em incubadora a temperaturaer8afmosfera
umida contendo % de CQ até a confluéncia celular, caracterizada pela ocupacdo 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 microscépio 6ptico (modelo Axioskop 40,
Carl Zeiss, Alemanha). Apds a confluéncia celular, o meio de cultura frartkedo e lavado
com PBS (Gibcd.ife Technologies). Posteriormente, adiciorsmutripsina a 0,2% (Gibco
Life Technologies) para separar as asulo 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
Labneti HERMLE Z 300K, NJ, EUA). O sobrenadante foi descartadgelletformado foi
ressuspenso em novo meio de cultura (DMEM) e depositado em novo frasco de cultura celular.

Apoés subcultura e expansao celular, foi realizado o plagueamento celular, sendo
necessaria a repeticdo do procedimento de formacpgelléésdescrito acima. Porém, apés a
formacao dopellet as células foram quantificadas manualmente utilizando uma camara de
Neubauer (hemocitémetro) (Prolab, Sdo Paulo, Brasil) e plaqueadas em placas de 96 pocos
(Kasvi E, Par an§, Brasil) a uma densi dade ce
cultura para teste de MTd proteina total. Para o teste de nédulosidenalizacéo foi utilizada
uma densidade de 20.000 células/poco. Todos os testes foram realizados seguindo a norma ISO
10993i Avaliacdo Biologica de Dispositivos MédicosParte 51 Testes para in Vitr¢35],
com trés repeticdes 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 po¢os
contendo HA comercial (referéncia 16030 Bioinnovation Biomedical Madrid, Espatgha

073398). No grupo andaime, as células foram plagueadas em pogos contendo o andaime
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PDLLA/20BG, e no grupo controle negativo, as células foram plaqueadas em pocos contendo

anéis de latex.

3.5TESTESIN VITRO

O teste MTT foi realizado para medir a atividade metabdlica celular. Apos trés dias, o
mei o de cultura de cada po-o0o foi removido e
de brometo de -84,5dimetiltiazol2-il)-2,5-difeniltetrazélio (Sigma Aldrich @emical, 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 solucao foi
removida e foram adicionados 2 Bibteclsnblogy).eéAs Di me
pl acas foram mantidas em agitador de pl acas
foram transferidos em duplicata para uma nova placa de 96 pocos, e a absorbancia foi entéo
medida a 570 nm em um espectrofotdmetro (Biotek Instnisn EL808IU, Winooski, EUA).

Para o teste de contetudo de proteina #ptas 10 dias, 0 meio de cultura de cada poco
f oi removi do. Os po-o0os foram | avados com P
lauril sulfato de sodio a 0,1% (Sigma Aldrich Chemical, St Louis, EUA). Para proteina total,
100 €L da sol u-1«€00 deelL cdaad as oplou--o« 0+ Lowry ( Si
Louis, EUA) foram transferidos para tubos de ensaio. Um tubo sem lisado celular, com agua
destilada, serviu como branco da reacdo. Em seguida, foram adicibn@dog L de Fol i n
Al drich Chemical, St Loui s, EUA) e, ap-s 3
nova placa de 96 pocos, e a absorbancia foi entdo medida a 680 nm em espectrofotometro
(Biotek Instruments, EL808IU, Winooski, EUA).

A formacédo de nddulos de mineralizacdo foi avaliada apés 12 dias de cultivo através da
coloracao com Alizarina Red S 2% (Sig#larich, St. Louis, Brasil), pH 4,2. A quantificacédo
das formacdes mineralizadas foi realizada conforme método descrito marbtgté]. Em cada
um dos pocos foi adicionado acido acético a 10% e incubado em temperatura ambiente, com
agitacéo, por 30 minutos. Toda a soluc¢éo foi transferida para tubos de microcentrifuga e agitada
em voértice (Vortex QLI 901) por 30 segundos. Os mutubos foram colocados em banho
maria (Banho Metabolico DubnaffMAQ095/CF) e aquecidos por 10 minutos a 87,5 °C, depois
transferidos para uma geladeira e congelados por 5 minutos. Posteriormente, foram
centrifugados (Centrifuga Labnét HERMLE Z 300K) pao 20 minut os, e

sobrenadantes foram transferidos para uma placa de 96 pocos. Em cada poc¢o foram adicionados
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40 eL de hidr-xido de aminio a 10% para ne
medida a 405 nm em espectrofotometro (Micronal AJX 1900).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CARACTERIZACAO DOS VIDROS BIOATIVOS B@E58S

As amostrasle pos devidro bioativoforam caracterizadas usanaoalisegara avaliar o
efeito b precursoradicdo do solvente e darfactantem propriedades fisicaema estrutura

cristalina e morfologia.

4.1.1 Analise termogravimérica (TGA)

A temperatura dealcinacdcé importante para a estrutura e composicao final do vidro
bioativo, assim analises de AGoram realizadas para determimatemperaturdo tratamento
térmico.A fim de garantir aeliminacdototal de residuos organicos e nitratos, bem como a
consolidagéo da estrutura vitrea e a difusao de ions de calcio dentro da rede de silica, a literatura
indica temperaturas na ordem de 6@5b0 °C[36].

A Figura8 apresentas resultados T@ de posBG-58S secas
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Figura81 Andlise termogravimétrica do B&8S: (a) TEP+EtOH, (b) AF+EtOH, (c) TEP, (d)AF
(e)TEP+EtOH+F127, (f) AF+EtOH+F127, (g) TEP+F127 e (h) AF+F127.

Fonte: o autor (2022)




















































































