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RESUMO

A demanda por enxertos odontologicos aumentou muito, assim como a
necessidades de biomateriais com potencial formador ésseo. Muitos estudos
tém sido dedicados a sintese do Biovidro 45S5 e seus derivados para aplicagao
em enxerto 6sseo. Atualmente conta-se com uma grande variabilidade de
formulagdes de biovidros, nas quais diversos elementos quimicos sao testados
a fim de melhorar as propriedades destes biomateriais para uso em enxertia. Um
destes elementos € o boro, o qual tem indicado melhoria no tempo de
degradagéao do biovidro 45S5. A sintese convencional tanto do 45S5 quanto de
seus derivados faz uso de métodos com altas temperaturas, num processo que
leva os componentes a sinterizacdo ou fusdo para gerar os biovidros. Neste
trabalho, foi proposto o método sol-gel para simplificar o processo de preparagao
do biovidro 45S5. O método de sintese foi também utilizado para uma formulacao
contendo boro, na tentativa de melhorar tempo de degradagéo deste material.
As amostras foram caracterizadas por FTIR, XRD, MEV e testadas in vitro em
condigbes bioldgicas, quanto a bioatividade e citotoxicidade em cultura de
células humanas. Os resultados mostraram caracteristicas semelhantes ao
biovidro classico e uma bioatividade ligeiramente menor em relagdo ao do
biovidro 45S5, que pode representar o ponto de partida para obtencdao de

sistemas com taxa de degradacao controlaveis para uma dada aplicagao clinica.

Palavras chave: biovidro, sol-gel, 45S5, boro.



Abstract

Demand for dental grafts has greatly increased, as has the need for bone-
forming biomaterials. Many studies have been devoted to the synthesis of
Biovidro 45S5 and its derivatives for application in bone grafting. Currently there
is a great variability of bioglass formulations, in which various chemical elements
are tested in order to improve the properties of these biomaterials for grafting.
One of these elements is boron, which has indicated improved degradation time
of the 45S5 bioglass. Conventional synthesis of both the 45S5 and its derivatives
makes use of high temperature methods in a process that leads the components
to sinter or melt to generate the bioglass. In this work, the sol-gel method was
proposed to simplify the process of preparing the 45S5 bioglass. The synthesis
method was also used for a boron containing formulation in an attempt to improve
the degradation time of this material. The samples were characterized by FTIR,
XRD, SEM and tested in vitro under biological conditions for bioactivity and
cytotoxicity in human cell culture. The results showed characteristics similar to
the classic bioglass and a slightly lower bioactivity compared to the bioglass
45S5, which may represent the starting point for obtaining controllable

degradation rate systems for a given clinical application.

Keywords: bioglass, sol-gel, 45S5, boron.
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1. INTRODUGAO E CONTEXTUALIZAGAO

O advento da implantodontia revolucionou a Odontologia moderna. A
possibilidade da reposi¢cao do elemento dental extraido, fez da implantodontia
uma especialidade que reinventou os planejamentos e reabilita¢cdes protéticas.
As antigas proéteses fixas, removiveis e endodontias malsucedidas, agora sao
prontamente solucionadas com a possibilidade da instalagdo de implantes. O
aumento da expectativa de vida contribui para o aumento da demanda, uma vez
que os pacientes, na grande maioria das vezes, necessitam de enxertos 6sseos
prévios a instalacdo de proteses implanto-suportada. Nestes pacientes que
sofreram perda dssea, o enxerto bem-sucedido possibilita 0 aumento do volume
0sseo0, necessario a instalagdo do implante.

A instalacdo do implante deve ser realizada em leito 6sseo com
disponibilidade de quantidade e qualidade désseas minimas necessarias. O
implante deve ser devidamente instalado em suporte 6sseo adequado, para
receber as forgas mastigatorias que recaem sobre ele. Os sistemas de roscas
externas e conexdes internas sofreram mudangas ao longo dos anos,
aumentando a longevidade e otimizando a fixagdo das préteses. Hoje as
reabilitagdes implanto-suportadas sdo seguras e previsiveis para utilizagdo na
odontologia. Porém, ainda ha desafios importantes relativos as propriedades dos
biomateriais para enxerto 6sseo a serem superados, o que faz com que a
demanda por biomateriais para aplicagdo em enxertia 6ssea odontolégica seja
crescente.

Dentre os principais biomateriais utilizados clinicamente para enxertia
0ssea cita-se 0s enxertos xendgenos, de origem bovina e os homdgenos, ambos
com exceléncia em muitas qualidades, porém, cujo grande desafio é a baixa taxa
de degradacdo. Dentre os biomateriais sintéticos para esta aplicagdo, estes
resumem-se basicamente a hidroxiapatitas e biovidros, ambos menos utilizados
que os enxertos citados acima devido a baixa resisténcia mecanica. A grande
vantagem dos materiais sintéticos € justamente a possibilidade de suas sinteses
em laboratorio, para a qual ha matéria prima disponivel e abundante, livre de
quaisquer contaminantes de origem biolégica que poderiam causar doengas ou
disparar processos de rejeicdo. Porém, ainda existe muito a ser desenvolvido

neste campo para que estes biomateriais alcancem propriedades adequadas.
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De forma geral, as propriedades intrinsecas de um material como um todo
dependem de sua composigao e organizagao, ou interagdes relativas a estrutura
do material, conferidas tanto pela composicdo, quanto pelo processamento.
Diante da demanda por novos biomateriais para aplicacdo na area de enxertia
odontoldgica, este trabalho tem como finalidade o estudo das propriedades do
biovidro 45S5 e de seu derivado contendo o elemento quimico boro, quanto a
bioatividade em ambiente fisioldgico (in vitro), apos sintese por uma metodologia
nao convencional, o método sol-gel para verificar se o0 método de sintese

interfere nas propriedades do biomaterial.

2. REVISAO DA LITERATURA

O aumento da longevidade populacional fez com que aumentasse muito a
demanda por proteses sobre implantes. Os recursos medicos, informagdes e
melhorias no sistema de saude, faz com que cada vez mais pessoas procurem
o recurso do implante para reposi¢cédo dental. Parte dos pacientes que necessitam
de instalagao de implantes ndo possuem leito 6sseo adequado para realizagcao
da cirurgia. Esta populagcdo mais velha passou por um periodo da Odontologia
onde a extragdo dentaria era realizada mais rotineiramente. Até mesmo casos
que poderiam ser resolvidos com endodontia ou algum procedimento mais
complexo a época, eram tratados com extragcdo do elemento dental. Como
resultado, muitos destes pacientes chegaram aos dias de hoje com auséncia de
varios elementos dentais (HABRAKEN, W. et al., 2016). A perda do elemento
dental desencadeia um processo fisioloégico de reabsor¢cdo déssea, reduzindo
progressivamente o 0sso alveolar ao longo dos anos. Sabe-se que a extragéo
de dentes resulta em alteracdes dimensionais significativas no osso alveolar,
extensivamente estudados, tanto em modelos animais (ARAUJO, M. G. et
al.,2005; ARAUJO, M. G. et al.,2005), quanto em humanos, em numMerosos
estudos (DEVLIN, H. et al., 2002; GHOLAMI, A. G. et al., 2011; TROMBELLI, L.
et al.,, 2008). A auséncia do elemento dentario que pode ser resultado de
doencas mutiladoras, infecgdes, traumatismos, acidentes, entre outros, acaba

por levar a uma redugao global da altura e largura da crista 6ssea, sendo este
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um dos principais fatores de perda das dimensdes Osseas, fato que impede a
reposi¢cao do dente através do implante (HABRAKEN, W. et al., 2016).

2.1 TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo € o tecido mais resistente e rigido do corpo humano,
apresentando fungbes como estrutura para movimentagdo do corpo, suporte
para orgaos vitais, aloja a medula éssea, proporciona apoio para musculos
esqueléticos, absorve impacto e atua como reservatorio de diversos minerais do
corpo, principalmente calcio, fosfato e outros ions. Além de ser capaz de
absorver toxinas e metais pesados, minimizando seus efeitos adversos.
(ALTAIR, D. A. et al., 2007).

A fracdo orgénica da matriz 6ssea € formada por fibras colagenas
representando 35% da massa que compde o0 0ssO € € responsavel pela
capacidade plastica do mesmo. A fragdo inorgénica ou n&o proteica representa
cerca de 65% da massa da matriz 6ssea, sendo composta principalmente por
ions de fosfato e calcio, formando a hidroxiapatita (ALTAIR, D. A. et al., 2007).

As superficies externas e internas dos 0ssos sdo recobertas por tecido
conjuntivo, com a presencga de células osteogénicas (precursoras de células
osseas), constituindo respectivamente, o periosteo e o endosteo (JUNQUEIRA,
et al., 2008).

O peridsteo reveste a superficie externa dos 0ssos, € uma membrana de
tecido conjuntivo que possui duas camadas, a mais superficial € densa, muito
fibrosa e que confere certa resisténcia aos impactos, contém fibras de Sharpey,
que séo feixes de fibras colagenas que penetram no tecido 6sseo e prendem o
periésteo ao osso. A camada mais interna € celular e vascularizada, contendo
células osteoprogenitoras, que se diferenciam em osteoblastos, com importante
papel no crescimento dos ossos durante a reparacao de fraturas (JUNQUEIRA,
et al., 2008).

O endosteo € formado por células osteogénicas que revestem as cavidades
dos 0ssos esponjosos, o canal medular, os canais de Havers e os de Volkmann.

As fungdes destas camadas de revestimento sdo a nutricdo do tecido 0sseo e
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fornecimento de novos osteoblastos, para o crescimento e recuperagao do 0sso
(JUNQUEIRA, et al., 2008).

O tecido 6sseo pode ser classificado em primario ou imaturo pelo fato de
ser o primeiro tecido 6sseo a se formar no desenvolvimento fetal e durante a
reparacdo 6ssea. E um tipo de tecido ndo lamelar, sendo gradativamente
substituido por tecido lamelar ou secundario. E pouco frequente no adulto, sendo
observado somente préximo as suturas cranianas, nos alvéolos dentarios e em
pontos de insercao de tenddes. O tecido primario é rico em ostedcitos, com
feixes de fibras colagenas dispostas aleatoriamente e com menores quantidades
de minerais (JUNQUEIRA, et al., 2008).

Tecido 6sseo secundario (lamelar) ou maduro é uma variedade mais
encontrada nos adultos, possui fibras colagenas organizadas em lamelas
paralelas umas as outras ou em camadas concéntricas em torno de canais com
vasos e nervos, formando os Sistemas de Havers ou dsteons. Os osteocitos
estdo dispostos em lacunas em intervalos regulares entre lamelas ou,
ocasionalmente, dentro das lamelas. A matriz do tecido 6sseo secundario € mais
calcificada, porém os ostedcitos fazem comunicacdes entre si através de
prolongamentos citoplasmaticos dentro de canaliculos que saem das lacunas e,
assim, ha maior facilidade de fluxo de nutrientes, ions, horménios e produtos do
metabolismo entre estas células. O tecido ésseo compacto possui quatro tipos
de sistemas de lamelas: Osteons, lamelas circunferéncias externas, lamelas
circunferéncias internas e lamelas intersticiais. Os Osteons sao cilindros de
lamelas dispostas concentricamente ao redor de um espacgo, contendo vasos e
nervos, denominado canal de Havers. Dentro de cada lamela, os feixes
colagenos s&o paralelos, quase perpendiculares aos feixes das lamelas
adjacentes e, separando grupos de lamelas, ocorre frequentemente o acumulo
de uma substéncia cimentante, composta de matriz mineralizada com pouco
colageno.

Os canais de Havers ao centro das lamelas comunicam-se entre si, com a
cavidade medular e com a superficie externa do osso através dos canais de
Volkmann, que atravessam as lamelas Osseas. As lamelas circunferéncias
externas e internas sdo constituidas por lamelas O6sseas paralelas entre si,
formando duas faixas: uma mais interna, em volta do canal medular e proxima

ao endodsteo e outra mais externa, proxima ao periosteo. Entre os dois sistemas
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de lamelas circunferéncias existem varios restos de sistemas de Havers, que
foram destruidos durante o crescimento do osso, formando grupos irregulares
de lamelas, com forma triangular, chamadas lamelas intersticiais.

Aproximadamente 99% do calcio corporal encontra-se no esqueleto,
principalmente sob a forma de cristais de hidroxiapatita. O restante (1%)
encontra-se nos dentes, tecidos moles e no fluido extracelular. Cerca de 1% do
calcio 6sseo € livremente intercambiavel com o calcio do fluido extracelular.
(ALTAIR, D. A. et al., 2007).

Para a homeostase do calcio, trés hormonios estdo envolvidos com grande
importancia no controle do seu metabolismo: a vitamina D ativa, o paratorménio
(PTH) e a calcitonina 1. A manutenc¢ao de concentragdes adequadas de Ca no
sangue é prioritaria sobre a manutencdo da integridade estrutural do osso
(MACARI, M. et al., 2002).

O tecido 6sseo € um tecido vivo, continuamente renovado e reconstruido
em constante metabolismo, composto basicamente por osteoblastos, ostedcitos
e osteoclastos (JUNQUEIRA, et al., 2008).

O osteoblastos sao células diferenciadas que produzem a matriz dssea,
secretando colageno e a substancia fundamental, que constituem o ostedide
(matriz 6ssea recém formada) e situam-se em aposi¢cdo ao osso em formacgao.
Essas células também participam da calcificacdo da matriz, através da secrecao
de pequenas vesiculas ricas em fosfatase alcalina para o interior desta, durante
o periodo em que a célula esta produzindo a matriz éssea (JUNQUEIRA, et al.,
2008).

Os osteoclastos sao células responsaveis pela reabsorcdo 6ssea. Sao
células grandes, que surgem pela fusdo de células mononucleadas e podem ter
até 50 nucleos. Originam-se de mondcitos hematopoiéticos e macrofagos.
Quando fazem uma depressao na matriz pela reabsorcao de tecido 6sseo, forma
as lacunas de Howship. A superficie ativa do osteoclasto apresenta uma regiao
chamada de zona clara, formada por um citoplasma pobre em organelas e rico
em actina e com muitos prolongamentos vilosos voltados para a matriz éssea,
formando um microambiente fechado, onde é realizada a reabsor¢ao 6ssea. O
osteoclasto libera acido, colagenase e outras hidrolases, que digerem a matriz

organica e dissolvem os cristais de sais de calcio (JUNQUEIRA, et al., 2008).
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A parte do osteoclasto que entra em contato com o osso se apresenta
altamente pregueada e é chamada de borda estriada. Esta varre a superficie do
0sso0, continuamente alterando sua configuragédo, a medida que libera acidos e
enzimas hidroliticas que dissolvem a matriz protéica e os cristais de minerais.
Quando a reabsorcao é completada, os osteoclastos s&o inativados e perdem
alguns de seus nucleos. A inativacdo compreende a fissuragdo da célula
polinucleada gigante, de volta a células mononucleadas (JUNQUEIRA, et al.,
2008).

Os ostedcitos sao osteoblastos que ficaram aprisionados na matriz 6ssea
em formacao, possuindo reduzida atividade sintética e secretora. Os osteocitos
apresentam forma estrelada com prolongamentos citoplasmaticos que através
de canaliculos se comunicam com outros osteocitos formando uma rede de
comunicacao entre eles. Os ostedcitos sao responsaveis pela manutengcao do
tecido 6sseo vivo, além de fazerem o transporte de calcio e outros ions (KUMAR
et al., 2010).

A remodelagcdo Ossea inicia-se com o desenvolvimento de atividade
osteoclastica adjacente aos vasos sanguineos presentes nos canais
harvesianos. O caminho percorrido pelos osteoclastos através do osso maduro
forma um verdadeiro cone de corte, que se torna ocupado por tecido vascular e
células osteogénicas. Os osteoclastos liberam na matriz Ossea, fatores
osteoindutivos aos pré-osteoblastos, provocando sua diferenciacido e
estimulando por sua vez, a formagao de osso lamelar no interior do cone de corte
(MEKLE, M. C. et al., 1995).

As células pré-osteoblasticas sdo derivadas de células mesenquimais
indiferenciadas, presentes em todas as superficies ndo reabsorvidas (peridésteo
e endosteo). Caracterizam-se por possuir muitos ribossomos livres e pouca
quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso e pequenos complexos de Golgi.
Possuem a fungao de se diferenciar em osteoblastos, promovendo a deposi¢cao
da matriz ativa e podem, por fim, se diferenciar em dois tipos de células: células
Osseas de recobrimento e ostedcitos. As células ésseas de recobrimento séo
células alongadas que recobrem a superficie do tecido 6sseo e ndo apresentam
atividade de sintese (JUNQUEIRA, et al., 2008).

Como a osteogénese esta sempre estritamente relacionada ao crescimento

de tecido vascular, as células perivasculares, em forma de estrela (pericito), sdo
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consideradas as principais células osseoprogenitoras. A diferenciacdo e o
desenvolvimento dos osteoblastos pelas células osseoprogenitoras sé&o
dependentes da liberagdo das proteinas ésseas morfogenéticas (BMP) e fatores
de crescimento (RATNER, 2004).

De forma geral, os enxertos 6sseos podem ser vistos como materiais
complexos porque o tecido 6sseo € uma estrutura muito especializada e
complexa. O tecido O0sseo esta longe de ser uma simples estrutura dura e
acelular, ao contrario do que pensamos é um o6rgdo muito celularizado e
metabolicamente ativo (JUNQUEIRA, et al., 2008).

2.2 ENXERTOS ODONTOLOGICOS

As tecnologias e materiais para aumento 6sseo tém beneficiado pacientes
e representam uma rotina clinica na atualidade, com uma grande variedade de
biomateriais comercialmente disponiveis. Os materiais de enxertia éssea para
implantes dentarios podem beneficiar um grande numero de pessoas e
representam uma grande parte dos biomateriais no mercado. (RODELLA, L. F.
et al., 2011). Uma solugao frente as diversas causas de perdas ésseas séo as
enxertias odontoldgicas, procedimentos capazes de proporcionar aumento das
dimensdes ésseas no leito receptor para possibilitar a instalacdo dos implantes
e consequente reabilitagdo protética (HANNINK, G. et al., 2011; FARR, J. N. et
al., 2015).

Os implantes dentarios sédo dispositivos, usinados em titanio, com roscas
em sua superficie externa para travamento junto ao tecido 6sseo e sistema de
conexao em sua parte interna para instalacdo da protese. As industrias de
implantes melhoraram muito a superficie dos implantes, favorecendo o contato
osso-implante, para obtenc&o da osseointegragdo (DEVLIN, H. et al., 2002).

Os procedimentos cirurgicos para enxertia odontoldgica visam o ganho de
0sso em altura ou largura de determinada regido bucal, através da insergao de
enxertos O0sseos. A enxertia 6ssea odontolégica é realizada, em sua grande
maioria, em consultérios dentarios, e alguns casos sao necessariamente

realizados em ambientes hospitalares. S&o técnicas cirurgicas seguras e
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previsiveis, tanto para o paciente como para o profissional. (KOKUBO, T. et al.,
2003).

Os enxertos 6sseos odontolégicos podem ser classificados quanto a sua
origem em autogeno, homdgeno, xenodgeno e aloplasticos (DANTAS, T. S. et al.,
2011; JONES, A. C. et al., 2009). Os enxertos 6sseos odontoldgicos autdogenos
ou autdlogos sao enxertos 0sseos onde os fragmentos 0sseos sdo retirados do
préprio paciente. Os enxertos 6sseos homodgenos ou homologos sdo enxertos
provenientes de doadores da mesma espécie animal, como por exemplo,
doadores cadaveres cujos 0ssos sao usados para enxertia em seres humanos.
Os enxertos 6sseos xendgenos ou xenologos sédo enxertos derivados de outra
espécie animal, como por exemplo, o uso de osso de origem suina ou bovina em
ser humano. E por fim os enxertos 6sseos aloplasticos ou sintéticos, que sao
enxertos 6sseos obtidos em laboratério a partir do processamento de matérias
primas, as quais sédo transformadas nos biomateriais de interesse, portanto, dai
o nome “sintético”. Os exemplos mais comuns sdo as hidroxiapatitas e biovidros
(ABBAS, et al. ,2015).

Quanto a qualidade dos enxertos, os enxertos autégenos séo considerados
como padrao ouro por apresentarem as melhores caracteristicas para uso na
implantodontia. N&do causam rejeigdo e apresentam todas as caracteristicas
muito semelhantes, pois sao originarios do proprio hospedeiro. Porém seu uso
tem sido bastante restrito uma vez que requer uma segunda cirurgia para retirada
de enxerto autdgeno, aumentando a morbidade do paciente, risco de infecgéo e
tempo cirurgico, além da necessidade de area doadora e de volume de material
para ser retirado, sem causar prejuizo ao sitio doador (JONES, A. C. et al., 2009).

Quanto a apresentacao, os enxertos podem ser disponibilizados em forma
de granulos, pd, blocos ou pastas (JONES, A. C. et al., 2009).

Estes enxertos podem ser ainda classificados quanto a sua atividade
metabodlica em osteocondutor, osteoindutor e osteogénico. Os materiais
osteocondutores sao caracterizados pela capacidade de fornecer um arcabouco
para o crescimento 6sseo. Os materiais osteoindutores possuem a capacidade
de induzir células pré-osteoblasticas a se diferenciarem em osteoblastos e
iniciarem a formacao 6ssea. Os materiais osteogénicos possuem células viaveis,
capazes de formar tecido 6sseo como no caso de enxerto autégeno (DANTAS,

T.S. etal, 2011). O tamanho, forma e porosidade destes biomateriais tem uma
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grande influéncia na formagcdo do novo osso (EGGLI, O. S. et al.,1987;
HABIBOVIC, P. et al.,2008). Nos biomateriais em forma de granulos ou em
blocos (scaffold), a formagdo do arcaboug¢o e a presenga de poros
interconectados favorecem a infiltragdo e angiogénese neste biomaterial,
levando células e nutricdo para a formacao do novo osso e preenchimento local
por este tecido de substituicdo (HABIBOVIC, P. et al.,2007; WENZ, B. et al.,
2011). Em algumas enxertias odontolégicas, dependendo do local indicado, o
biomaterial utilizado sofrera pressao dos tecidos circundantes locais, assim
como o processo de reabsor¢cdo deste material para formagao local de tecido
conjuntivo fibroso. A resisténcia e a permanéncia do biomaterial no local por
determinado periodo de tempo favorece a substituicdo deste para formacao do
NOVO 0SSO.

O tempo de degradagdo em concomitdancia com a formagdo Ossea
favorece a manutencdo de um ambiente propicio a boa qualidade do novo osso
no local da enxertia. Assim, se o enxerto degrada-se ao mesmo tempo que o
novo osso é formado, ele é capaz de manter o arcabougo necessario a formacao
0ssea e, por ocupar espaco, impede a invasio de tecidos fibrosos, favorecendo
a formacao déssea, que nao ocorreria se 0 espaco fosse tomado por tecidos
moles (RATNER, 2004).

A biodegradagédo muito precoce de um biomaterial, leva a sua reabsorgéo
muito antes do tempo necessario para a organizagao das estruturas locais para
a formacao éssea, inviabilizando a formacao do osso no local, portanto, a rapida
biodegradabilidade do material ndo é desejada. Da mesma forma, a degradacéo
muito lenta em funcdo do tempo retarda a reabsor¢cdo do biomaterial local,
impedindo ou retardando a formagéo 6ssea desejada. Desta forma, o tempo de
degradagao € de grande importancia na qualidade do osso formado. Por este
motivo, o cenario ideal seria a formagédo O0ssea e a biodegradagdo do enxerto
ocorrerem de forma sincronizada no que se refere ao fator tempo (HANNINK, G.
et al., 2011). A velocidade de biodegradagao e o tipo de célula envolvida no
processo de reabsorcido sdo determinados por propriedades do material como a
relacao calcio / fosforo, cristalinidade, tamanho de particula, area superficial,
porosidade e o ambiente bioldgico local, como pH, presenga de células e teor de
H20 (HANNINK, G. et al., 2011).
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Outra caracteristica de relevancia do biomaterial € a sua resisténcia
mecanica, pois esta confere a caracteristica de manter o arcabougo e resistir as
pressdes dos tecidos circundantes, mantendo e protegendo o espacgo da invaséo
por tecidos fibrosos (HANNINK, G. et al., 2011).

Dentre os materiais mais utilizados para enxertia 6ssea destaca-se 0 0sso
bovino desmineralizado. Este € amplamente utilizado em aplicagdes clinicas, no
entanto, sua origem heterdloga pode representar um problema em um futuro
proximo (RODELLA, L. F. et al., 2011; ZIUDERVELD, A. S. et al., 2005)], uma
vez que os derivados de animais tendem a ser evitados para implantes humanos.
As hidroxiapatitas sintéticas ndo apresentam desempenho adequado quando
comparadas ao 0sso bovino e a problematica refere-se ao baixo desempenho
em aplicagdes de sustentagdo e baixa biodegradabilidade, em geral devido ao
alto grau de cristalinidade (SUPOVA, M., 2015). Dessa forma, a caréncia em
relagdo aos biomateriais sintéticos para aumento 6sseo que se comportam
adequadamente dentro do corpo humano estimula novos estudos e o
desenvolvimento de materiais alternativos. Um biomaterial com propriedades

promissoras, porém ainda nio ideais sao os biovidros.

2.3 Biovidros

Atualmente, a regeneragdo Ossea representa um grande desafio para
odontologia, pois diversos biomateriais estdo sendo testados em diferentes
estudos clinicos, in vitro e in vivo. O biovidro € um material biocompativel, ndo
toxico que estimula a neoformacdo dssea, apresenta eficacia na reducdo do
tempo da regeneragao 6ssea, além de ter facil adaptagéo no defeito 6sseo (Pires
et al., 2015).

O uso dos biovidros teve inicio com o desenvolvimento inovador do
Bioglass (Pires et al., 2015), ou o biovidro 45S5, sintetizado por Larry Hench em
1970 (HENCH, L. L., 2006). O biovidro 45S5 & um vidro bioativo a base de silica,
biocompativel que em condigdes fisiologicas, devido a sua composi¢ao quimica
€ capaz de formar em sua superficie uma camada de hidroxiapatita carbonatada.
Em uma definigho mais ampla “Bioglass” € o nome dado a uma série de

composicdes de vidros baseados no sistema SiO2, Na:O, CaO, P20s. A
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composicao do Bioglass 45S5 é de 24,5% de Na20, 24,4% de CaO, 6% de P20s
e 45% de SiO.. A camada de hidroxiapatita carbonatada promove uma boa
interagao interfacial com o tecido 6sseo, levando a uma boa osteointegragéo

(Oréfice et al., 2006) conforme esquema representado no Figura 1.

H,0
H,0 .

Biovidro

ca2i PO si(on),
Nav , ol Hidroxiapatita

Silica

Figura 1- Etapas da formacao de hidroxiapatita na superficie do biovidro:
1- enxerto do biovidro no defeito 6sseo, 2- migracdo da agua para o interior do
biomaterial, 3- troca de ions com 0 meio ambiente, 4- formacgao (precipitacao) de
hidroxiapatita na superficie do biovidro (modificado de

http://noraker.com/bioactive-glass/).

Os estudos realizados por Hench indicaram que a composicao do biovidro
tem influéncia direta na formagao de hidroxiapatita e foram registrados em um
diagrama ternario conforme representado na Figura 2, para auxiliar nas
formulagdes. Na regido A localizam-se composi¢des que formam ligagées com
os o0ssos. Na regido B, composi¢cdes com maior resisténcia mecanica. Na regido
C, encontram-se composi¢des com alta degradabilidade. Ja na regido D, estéo
as composigdes que ndo apresentam ligagdes com os tecidos, portanto n&o
foram estudados como implantes (HENCH, L. L., 2006).
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SiO,

A = ligagdo com o tecido 6sseo

B = nao ocorre ligagdao com os tecidos (baixa reatividade)
C = nao ocorre ligagao com os tecidos (alta reatividade)
D = nao ocorre ligagao com os tecidos (nao forma vidro)
E = composigédo do Bioglass® 45S5

S = ligagdo com o tecido conjuntivo

vitroceramica A/W
(% P,0; variavel)

Na20

6% P,0;

* vidros obtidos pelo processo de fusao e solidificacao

Figura 2. Diagrama ternario SiO2-Ca0O-Na20 mostrando a relagao existente
entre composigao e indice de bioatividade (adaptado de SIQUEIRA e ZANOTTO,
2011).

O biovidro descrito como 45S5 Bioglass® foi a composigdo mais estudada
para aplicacbes meédicas, porque sua composi¢cdo contendo baixo teor de SiO2
(comparando a outros biovidros a base de silica), e elevado teor de Na2O e de
CaO, é responsavel pela bioatividade deste biovidro (HENCH, L. L. et al., 1971).
Porém, apesar de sua boa bioatividade e interacdo 6ssea, suas propriedades
mecanicas e taxa de degradagao, ainda representam obstaculos ao aumento de
suas aplicacdes clinicas.

Por este motivo, a formulagdo 45S5 tem sido constantemente modificada
com o objetivo de melhorar as propriedades de seus derivados (HENCH, L. L. et
al., 1971). Dentre os diversos elementos quimicos que podem ser utilizados para
alterar as propriedades de biovidros, o boro representa um elemento
interessante, mas poucas informagdes podem ser encontradas na literatura com
relagdo ao seu uso em formulagdes a base de silicatos. O boro melhora a
qualidade dos vidros, especialmente os vidros fosfatos, € suscetivel a hidrélise
pela formacgao de ligagbes B-OH na agua, que catalisa a bioatividade de seus
derivados (SHANKHWAR, N. et al., 2016; SOUBELET, C. G. et al., 2018),
melhorando a qualidade dos vidros para usos biolégicos (KOKUBO, T. et al.,
2003; LUCACEL, C. R. et al.,, 2014; PAZARCEVIREN, A. E. et al.,2018;

pag. 12



VASSILAKOPOULOQOU, A. et al., 2016). Os vidros de borato livres de silica (vidros
de borossilicato) representam bom substrato para adesdo, proliferacédo e
diferenciacdo celular (FU, Q. et al., 2010). in vivo (BI, L. et al., 2013) e s&o
capazes de induzir a angiogénese (LIN, Y. et al., 2014), e a neovascularizagéo
(FU, Q. et al., 2010). Além destes exemplos, o biovidro 45S5 contendo boro a
2% em massa, aumenta a angiogénese em testes in vitro utilizando membrana
corioalantdide de codorna embrionaria (FU, Q. et al., 2010). Poucos relatos
podem ser encontrados na literatura para a preparacao de vidros bioativos a
base de silica associados ao boro (DELIORMANLI, A. M., 2013; LUCACEL, C.
R. et al.,, 2014; SHAH, F. A. et al., 2018). Assim, novas investigagbes sdo
necessarias para aumentar a gama de vidros bioativos a base de boro-silicato e
também as tecnologias para o seu desenvolvimento, visando melhorar o
processamento e a qualidade desses materiais para estimular a taxa de aumento

0sseo na regiao oral.

2.4 Processo sol-gel

O processo sol-gel representa uma alternativa para a preparagéo de
biovidro em que a estrutura (incluindo a cristalinidade) e a morfologia podem ser
controladas quando comparadas ao processo de témpera por fusdo, devido a
baixa temperatura de tratamento térmico. Em geral, o processo sol-gel gera
materiais com alta homogeneidade e pureza, é rapido e permite a utilizagao de
componentes diferentes daqueles utilizados nas preparagcbes efetuadas
somente pelo tratamento térmico. (LI, R. et al., 1991; LUCACEL, C. R. et al.,
2014). O tratamento térmico a baixas temperaturas (~700 °C), quando
comparado ao processo de fusdo, reduz os custos da sintese, mas o mais
importante é a possibilidade de gerar materiais com propriedades diferenciadas
devido a morfologia do material.

O sol-gel € um processo caracterizado pela transicdo de um sol em um gel.
O sol pode ser definido como uma suspenséao coloidal de particulas solidas em
um liquido e o gel pode ser definido como uma rede solida ocupada por um
solvente em seu interior, formando uma rede tridimensional. O sol é composto

por componentes que sofrem reagdes quimicas para formar os
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macrocomponentes constituintes do gel. Desta forma, o processo sol-gel pode
ser entendido como aquele caracterizado pela transformacdo de um material
inicialmente no estado sol em um gel (PIERE, 1998). A remocgéo do solvente leva
a formagdo de um material solido, no estado particulado, ou em blocos, de
acordo com o processo de secagem.

Encorajados pelo uso do processo sol-gel para melhorar as propriedades
dos vidros a base de 45S5, aqui relatamos a preparacao e caracterizagcao de um
vidro de silicato bioativo a base de boro, através do processo sol-gel para estudo
de sua bioatividade, visando entender as propriedades deste biomaterial quando
comparada ao biovidro 45S5 sintetizado da mesma maneira. A estrutura dos
biovidros foi caracterizada por FTIR e DRX, e a morfologia foi observada por
MEV. A bioatividade e a biodegradacdo em condigdes fisiologicas in vitro foram

estudadas, bem como sua citotoxicidade in vitro.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Sais cloreto de calcio (CaCl2.2H20), fosfato de sédio (NaPO4.12 H20), acido
borico (H3BOs3) cloreto de sédio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de
magneésio (MgCl..6H20), hidrogenocarbonato de sodio (NaHCOs3), hidrogénio
dipotassico fosfato tri-hidratado (K2HPO4.3H20), etanol, acido cloridrico (HCI),
hidroxido de amoénio (NH4OH), dimetilsulfoxido, adquiridos da Synth (Brasil),
tetraetilortossilicato (TEOS), sulfato de sédio anidro (Na2SOa) e tris (hidroximetil)
aminometano (NH2C (CH2OH) 3), brometo de 3- (4,5 dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolio (MTT) adquiridos da Sigma Aldrich USA. Meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) e soro bovino fetal foram adquiridos da Cultilab
(Brasil), o sal de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT) foi adquirido
da Merck (EUA), alcool isopropilico e solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS) foram adquiridos da Synth (Brasil) e a tripsina foi fornecida pela Gibco
(EUA). Todos os solventes e reagentes (grau analitico) foram usados como
comprados. As células Osteo1 (células de calvaria de rato) foram fornecidas pela

Prof. Selistre de Araujo, laboratério LBBM, UFscar, Sdo Carlos, Brasil.
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3.2 COMPOSIGAO E PREPARAGAO DA AMOSTRA

Os vidros bioativos foram preparados pelo método sol-gel. Para o preparo
do biovidro 45S5, dissolveu-se o NaCl (3,9 g) em 5 mL de agua deionizada e
adicionou-se a uma solu¢cdo TEOS: etanol (16,8 mL: 16,5 mL) sob agitagéo
magneética a temperatura ambiente, seguido por adi¢do da solugao de HCI (0,6
M, 900 uL). O baldo foi agitado durante 15 min apods hidrdlise de TEOS.
Dissolveu-se o CaCl2.2H.O e NaPO04.12H.O (1,6 g) em 7,5 mL de agua
deionizada e adicionou-se a solugéo de TEOS. O pH foi ajustado para 5 (x 0,5)
com NH4OH (3 mL) e colocado em repouso para condensacgao (cerca de 30 min).
O gel foi mantido selado durante uma semana e depois seco a temperatura
ambiente. O tratamento térmico foi realizado utilizando-se forno automatizado
(EDG 3000-10 P, Tecnal, Brasil), sendo a temperatura aumentada a 10 °C / min
e mantida a 700 °C por 3 horas. O p6 seco foi moido usando um almofariz.
Procedimento semelhante foi usado para a preparacdo do biovidro 45S5B,
porém o volume de agua foi aumentado devido a baixa solubilidade do acido
borico (0,2 g), que foi dissolvido em 10 mL de agua deionizada e entao,

adicionado a suspensao antes da adicao de NH4OH.

3.3 CARACTERIZAGAO

3.3.1 AVALIAGAO DO COMPORTAMENTO DO BIOVIDRO EM SBF
(FORMAGAO DE HIDROXIAPATITA - BIOATIVIDADE IN VITRO)

A avaliacéo da bioatividade in vitro dos materiais foi realizada pela imerséo
de 100 mg de cada amostra em 25 mL de solugdes de fluido corporal simulado
(SBF) por 60 dias a 37 ° C. A solu¢cdo de SBF foi preparada de acordo com a
férmula descrita por Kokubo (KOKUCO et al., 2003). Brevemente, os sais NaCl
(8 g), NaHCO3 (0,35 g), KCI (0,22 g), KeHPO4 ~ 3H20 (0,23 g), MgCl2 ~ 6H20
(0,3 g), CaClz (0,28 g) e Na2SO4 (0,07 g), tris (hidroximetil) aminometano (6,04

g) foram dissolvidos em agua deionizada a 37 °C e acido cloridrico 1 M foi
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adicionado até atingir pH 7,4. As amostras foram retiradas em intervalos de 0,3,
1, 2,5,7,15, 30, 45 e 60 dias. Duas amostras foram usadas para cada tempo
de imersdo. Apos a remocdo da solucdo de SBF, as amostras foram
centrifugadas com agua deionizada e secas a 60 °C até o peso constante. Para
avaliacdo da bioatividade, a formagdo do fosfato de hidréxido de calcio
carbonatado na superficie das amostras foi avaliada por Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV) e Infravermelho de Transformada Fourrier (FTIR) e Difracao
de Raio X (DRX).

3.3.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As imagens MEV foram avaliadas usando um microscopio FEG 50 Philips

e as amostras foram recobertas com carbono evaporado.

3.3.3 FTIR

A transmitédncia do FTIR foi registrada a temperatura ambiente, com
numero onda variando de 4000 a 600 cm™' e a média de 16 varreduras usando
um espectrometro Perkin Elmer Spectrum 100 equipado com um acessorio de

reflexdo total atenuada (ATR) para analise estrutural.

3.3.4 DRX

A difrac&o de raios X (DRX; PANalytical EMPYREAN, Holanda) foi utilizada
para estudar a cristalinidade e a composi¢ao de fases das amostras. Padrdes de
DRX foram registrados em um tamanho de passo de 0,026° na faixa de 2 a 10
de 10 a 80° usando uma radiagado Cu Ka a uma voltagem de operacéo e corrente

de 40 kV e 40 mA, respectivamente.
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3.3.5. TESTES DE CITOTOXIDADE

3.3.5.1 EXTRATO DA AMOSTRA

Duzentos miligramas de 45S5 ou 45S5B foram extraidos em 1 mL de
DMEM por 24h, em temperatura ambiente, seguindo a norma ISO 10993-5. O
extrato liquido para os testes de citotoxicidade foi preparado usando 200 mg.mL-
1 de 45S5 ou 45S5B em meio de cultura DMEM a temperatura ambiente, por
24h. O extrato foi separado do biovidro por centrifugacdo a 1 x g por 2 min e

usado como tal. Todas as etapas foram realizadas em condi¢des estéreis.

3.3.5.2 CULTURA DE CELULAS

As células osteogénicas da linhagem OSTEO-1 (calvarias de rato) foram
cultivadas em DMEM suplementado com soro fetal de bovino (10% v) e
antibioticos (penicilina 100U/mL; estreptomicina 0,1 mg.mL™"). As culturas foram
mantidas a 37 £ 2 ° C em atmosfera com 5% de CO: e, quando em 80-90% de
confluéncia, foram tripsinizadas para se soltarem do fundo da garrafa. A tripsina
foi neutralizada pela adigdo de DMEM com soro fetal de bovino. As células foram

utilizadas para o teste de citotoxicidade.

3.3.5.3. TESTE DE CITOTOXICIDADE

O efeito citotéxico das amostras foi avaliado pelo ensaio MTT (ISO 10993-
5). Como tal, a suspensdo de células foi centrifugada por 3 min a 1200xg e
transferida para uma placa de 96 pocos em uma densidade celular de 1 x
10*células / pogo. As placas de 96 pogos foram incubadas por 24h para adeséo
celular completa. Posteriormente, as células foram tratadas com 100 pyL de
controle positivo (100 % vol, DMSO), 100 uL de controle negativo (DMEM) e 100
ML dos extratos de 45S5 ou 45S5B a 100, 50, 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,63 € 0,32
% em DMEM. Apds 48 h, a suspenséao foi removida e as placas foram lavadas
com PBS. Cem microlitros de MTT (1mg.mL""em PBS) foram adicionados a cada
pocgo. As microplacas foram incubadas a 37 + 2 ° C por 4h, protegidas da luz.

Essas etapas foram realizadas em condi¢des estéreis. Os cristais de formazan
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foram solubilizados pela adigdo de 50 uyL de DMSO por poco. A absorbancia foi
lida a 570 nm num espectrofotdbmetro Bio-Rad Modelo 550. Os ensaios de
citotoxicidade foram realizados em triplicata. A porcentagem de células viaveis
foi calculada em relagdo ao controle negativo e representa a citotoxicidade de
cada tratamento, como segue:% de viabilidade celular = [(ABS de controle

negativo - ABS de amostras tratadas) / (ABS de controle negativo)] x 100].

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PREPARO DO BIOVIDRO

A reacgédo de policondensagéo do processo sol-gel utilizada para obtencéo

do gel de siloxano, que corresponde a matriz do biovidro é representada na

Figura 3.
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Figura 3. Esquema simplificado da reag&o quimica de formagéo do gel a

partir do sol, com hidrélise das moléculas de TEOS, permitindo a polimerizagao
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por condensacdo das moléculas em macromoléculas que formam a rede
tridimensional do polisiloxano.

As etapas do processo sol-gel sdo representadas na Figura 4 através de
fotografias digitais obtidas durante o processo. A Fig. 4 A e D mostram o os
componentes de 45S5 e 45S5B em seu estado gel, Fig. 4 B e mostram 45S5 e
45S5B, respectivamente, gelificados. E ambos, a adigdo do Na2POs levou a um
rapido aumento da viscosidade, que pode ser atribuida a formacéao de uma rede
de cadeia de polifosfato, favorecendo a estabilidade do sistema (sem separagao
de fases) até a geleificagdo. O aumento da viscosidade contribui para aumentar
a homogeneidade do material, uma vez que eles evitam a separagao de fases
até secar. Fig. 4 C e F mostram o aspecto visual dos respectivos pds apods

tratamento térmico.

Figura 4. Fotografias digitais apds o processo de preparagao sol-gel de

4585, mostrando a mistura liquida (A), a mistura gelificada (B) e o p6 de biovidro

pag. 19



tratado termicamente (C), e para 45S5B mostrando a mistura de sol gel liquido

(D), a mistura gelificada (E) e o p6 de biovidro tratado termicamente (F).

4.2 AVALIAGAO DO COMPORTAMENTO DO BIOVIDRO EM SBF
(FORMAGAO DE HIDROXIAPATITA - BIOATIVIDADE IN VITRO)

A bioatividade dos materiais foi investigada até 60 dias em SBF. As
alteracbes na massa inicial, espectroscopia FTIR, MEV e DRX indicaram a
formacgao de hidroxiapatita.

A variagcdo de massa das amostras foi medida nos tempos 0 e 8 h, 1, 3, 5,
7, 15, 30, 45 e 60 dias e os resultados sdo mostrados na Figura 5 (A). Os
biovidros mostraram uma rapida perda de massa até 8 horas, aproximadamente
25 e 40% em peso para 45S5 e 45S5B, respectivamente. Entdo, a massa
manteve-se constante para ambas as amostras até 15 dias. A perda de massa
pode ser atribuida a dissolugcdo dos sais soluveis em SBF e a manutencao da
massa pode ser possivelmente causada pelo equilibrio entre a dissolugcao de
sais e a formacéao / deposicdo de hidroxiapatita na superficie das particulas de
biovidro. Apds 15 dias, a massa aumenta drasticamente até 60 dias, atingindo
cerca de 50% do ganho de massa. Este resultado pode ser atribuido a forte
caracteristica de bioatividade dos biovidro em SBF, na qual os sais do meio
liquido (SBF) claramente alteraram o equilibrio preferencialmente para a
formacéao de hidroxiapatita, favorecida pela troca de ions do SBF, a fonte de sais.
A bioatividade do 45S5 foi ligeiramente superior a 45S5B apos 30 dias de tempo.

A variacdo do pH do SBF apés 7, 15, 30, 45 e 60 dias em contato com os
biovidros é mostrada na Figura 5 (B). O pH da SBF foi de 7,4 no inicio e seu
comportamento geral para ambos 45S5 e 45S5B aumenta ligeiramente até 30
dias, seguido por uma diminuigao dos valores de pH até 60 dias, mas a variagéo
manteve-se dentro do intervalo de pH de 6,5 e 8,0. A variacédo do pH € atribuida
a hidrodlise dos componentes das amostras, ou seja, 0s sais em seu estado puro
e seus correspondentes Oxidos, gerados por tratamento térmico. O aumento nos
valores de pH é devido a dissociag¢ao de sais como sédio e calcio em meio liquido
aquoso. 45S5 trocam Ca?* e Na* pelos protons de SBF. A substituicdo de H* da

SBF por Ca?* ou Na* leva ao aumento nos valores de pH, leva a diminui¢cdo dos
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protons dissociados em SBF. O pH do 45S5B foi menor que 0 45S5 em todos os
momentos, possivelmente devido a hidrolise do oxido de boro levando a
formacgao do acido nativo e a diminuicdo do pH. A variagao do pH foi baixa porque
a SBF foi utilizada em grande excesso quando comparada a pequena quantidade
de biovidro na tentativa de simular a dindmica dos fluidos corporais. Os sais
foram capazes de manter a faixa de pH propicia ao crescimento e
desenvolvimento das células.

A analise conjunta dos resultados de variagdo de pH e perda de massa
seguida de ganho de massa é coerente com os resultados esperados, pois para
a troca de ions do biovidro com o meio SBF resulta em variagdo de pH, em uma
perda de massa inicial devido a dissolu¢do de sais, seguida de precipitagado dos
sais componentes de ambos os sistemas em forma de hidroxiapatita na
superficie dos biovidros. Porém, os resultados de aumento de massa e variagcao

de pH sao apenas sugestivos da formagao de hidroxiapatita.
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Figura 5. Variacdo de massa (%) dos biovidros 45S5 e 45S5B apos
imersdo em solucédo de SBF (A), e as alteragbes no pH da solugdo SBF apos
contato com 45S5 ou 45S5B (B).

43 FTIR

O FTIR do 45S5 antes da imersdo em SBF mostra o espectro tipico de
bioquimicos a base de silicato com os principais picos em 1100 e 3375 cm™'
relacionados ao alongamento de Si-O e a sobreposi¢gado da vibragdo OH do
silanol e da agua adsorvida. O pico fraco a 800 cm™! esta relacionado a flexao de
Si-O, e o pico a 900 cm' corresponde ao Si-O com um oxigénio ndo-ponte. O
pico de cerca de 1635 cm' corresponde a agua molecular. Apds a imersdo em
SBF, os picos dos espectros 45S5 mudaram drasticamente, revelando
mudancas em sua estrutura. O espectro de 45S5 imerso por 8 h em SBF mostrou
o aparecimento do pico em torno de 650 cm', indicando a formacgéo de
hidroxiapatita, de acordo com dados da literatura (EGGLI et al., 1987). O

desaparecimento do pico a 900 cm™' relacionado ao Si-O com um oxigénio n&o-
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ponte e o aparecimento do pico a 3180 cm™' pode estar relacionado a mudangas
na estrutura dos grupos OH do Si-OH, possivelmente relacionados com a
formacéo de Si-O-Na*. O desaparecimento dos picos a 3400 e 1635 cm™ indica
a perda de agua e a ligagado do OH do Si-OH aos sais do SBF, como o sddio,
formando estruturas como Si-O-Na. Apods 60 dias de imersao, apenas 0s picos
em 1034 e 1090 cm™' foram encontrados, indicando mudancas profundas na
estrutura baseada em siloxano, evidenciada pelo aumento do pico de vibragdes
de Si-O. As contribuicdes de fosfato, em cerca de 1000 - 1100 cm™ sio
sobrepostas pelos picos de silicato e ndo sdo separadas como vibragoes
individuais de infravermelhos, no entanto as altera¢des nesta regido do espectro
podem ser atribuidas as vibragdes P = O do grupo fosfato da hidroxiapatita
(EGGLI et al., 1987).

O espectro FTIR 45S5B (Fig. 3) mostra picos de vibragdo semelhantes dos
grupos quimicos de 45S5, como esperado, uma vez que a maioria dos
componentes ndo muda, exceto a inclusdo de boro na formulagdo 45S5B. No
entanto, picos de vibragdo de boro sdo claramente mostrados no espectro
45S5B. Os picos tipicos de vibracdes de borato estdo relacionados a estruturas
triangulares de boro (BO3) ou tetraédricas (BO4) de diboratos, tetraboratos e
triborados (SOUBELET et al., 2018; DELIORMANLI, 2013). O borato tetraédrico
mostra vibragdes de estiramento assimétricas na faixa de 800-1200 cm* (LIN et
al., 2014) que aparece na Figura 3B a cerca de 1032 cm™', sobrepostas ao pico
de vibragdo Si-O. A absorgédo de frequéncia da estrutura de borato triangular
(BO3 e BO20) aparece em cerca de 1200-1550 cm™ e é evidenciada na Fig. 3B
pelas bandas de absorgéo a 1350-1400 cm™' e as vibragoes de flexdo ou modos
de deformagdo do borato apareceram 700 cm™ (PIRAYESH and NYCHKA,
2013). A imersdo em SBF por 8 h revelou profundas alteragdes no espectro
claramente relacionadas a formacdo de hidroxiapatita evidenciada pelo
aparecimento dos picos duplos em 643 e 660 cm-!, conforme descrito para 45S5.
Além disso, as ressonancias atribuidas a rede de vidro de siloxano (Si-O)
enfraqueceram e as vibragdes de absor¢ao relacionadas ao grupo fosfato (P =
0), em torno de 1032 cm™, levaram a mudangas profundas nessa regido
dominante do espectro (EGGLI et al., 1987). As vibragdes em 1390 cm™' podem

ser atribuidas ao B-O.
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A analise de FTIR indicou a presenca de hidroxiapatita na superficie dos

biovidros 45S5 e 45S5B apds imersdao em SBF, de acordo e confirmando os

resultados de ganho de massa observados nos ensaios de biotatividade in vitro.
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Figura 6. Resultados FTIR de 45S5 e 45S5B antes da imersdo em SBF,

Oh e apéds 8h e 60 dias imersos em SBF.
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4.4 MEV

As Figuras 7 e 8 mostram as imagens de MEV do 45S5 e 45S5B,
respectivamente, em funcdo do tempo de imersao das amostras de biovidro em
SBF. O processamento de sol-gel gerou particulas com superficies lisas, como
representado na Fig. 7 (A e B) e 8 (A e B) com altas ampliagdes. A estrutura dos
biovidros mudou drasticamente em SBF em ambas as amostras, comegando
pela corrosao das particulas causada pela dissolugdo de sais no meio liquido,
seguida pela precipitacdo de cristais de hidroxiapatita na superficie dos
biovidros. A imersdo de 45S5 em SBF por 8 horas deu origem a poros na
superficie, indicando a dissolugao parcial de componentes do biovidro devido a
troca de ions com o ambiente no qual foi imerso (SBF). Quando observado em
maior magnificagdo mostram uma grande quantidade de pequenos cristais
precipitados. O crescimento de cristais aumentou com o tempo, conforme
representado na Fig. 7 E, F, G e H, bem como o tamanho e numero de poros,
evidenciados na Fig. 7 G e H. A formacao de cristais na superficie dos biovidros
aumenta sua massa, indicando que as imagens de MEV confirmam os resultados
de mudancga de massa mostrados na Fig. 5, com perda no inicio do experimento
e ganho apods 2 dias até o fim do experimento. O comportamento de 45S5B foi
bastante semelhante ao 45S5, porém a morfologia de 45S5B foi sutiimente
diferente, mostrando maiores poros e maiores cristais quando comparado ao
45S5. Curiosamente, as estruturas dos cristais mostraram morfologia
semelhante para ambos os biovidros, bem como o padrdao de deposi¢cao na
superficie dos biovidros, mostrando tamanhos e formas semelhantes.

Os resultados de MEV estao de acordo com os resultados de perda de
massa por dissolugédo de sais componentes dos biovidros, no inicio do ensaio e
também com o ganho de massa, em fungdo do tempo de imersdo. Os cristais
precipitados na superficie dos biovidros sdo possivelmente hidroxiapatita, porém
através destas imagens n&o € possivel levantar dados a respeito da composigao

dos cristais.
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Figura 7. Imagens de MEV de 45S5 antes da imersdo em SBF (A, B) e
apos 2 dias (C, D), 5 dias (E, F) e 60 dias (G, H) em SBF. Barras de escala - 1
um-A,C,EGe500nm-B,D, FeH.
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Figura 8. Imagens MEV de 45S5B antes da imersao em SBF (A, B) e apds
2 dias (C, D), 5 dias (E, F) e 60 dias (G, H) em SBF. Barras de escala - 1 um - A,
C,EGe500nm-B,D,FeH.

pag. 27



4.5 DRX

A Figura 9 mostra os difratogramas de DRX de 45S5 e 45S5B antes e
depois da imersdo em SBF por 60 dias. Em geral, os resultados revelaram a
deposicdo de hidroxiapatita na superficie de ambos os biovidros, em total
concordancia com os resultados de FTIR, confirmando os resultados de MEV e
de perda / ganho de massa. O difratograma de DRX de 45S5 e 45S5B (Figura
9), antes da imersdo em SBF revelou a presenga do pico amorfo a 22°
correspondente a Si-OH e os picos cristalinos atribuidos a NaCl formados no
processo de precipitacdo. Os picos a 31,74°, 45,40°, 56,50° e 75,18°
corresponderam a 200, 220, 222 e 420 planos cristalinos de NaCl,
respectivamente. Estes resultados podem explicar a rapida perda de massa no

inicio dos testes de bioatividade, que podem estar estritamente relacionados a

dissolugédo do NaCl no meio liquido.
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Figura 9. Difratogramas de DRX de 45S5 e 45S5B antes e depois da

imersdao em SBF por 60 dias, mostrando os picos tipicos de hidroxiapatita (“©”)

e NaCl (“17”).
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Os padrdes de 26 DRX da hidroxiapatita pura sdo mostrados na Tabela 1
(EGGLI et al., 1987), bem como os dados experimentais de 45S5 e 45S5B apos
60 dias de imersdo em SBF. Os picos em 26 = 31,29° e 31,19° exibidos nos
difratogramas 45S5 e 45S5B, respectivamente, correspondem a 26 = 31,74° da
hidroxiapatita padréo, e os picos a 32,24°, correspondentes ao plano cristalino
(002), sdo os picos tipicos da hidroxiapatita (SHAH et al., 2018). Os picos
caracteristicos da hidroxiapatita identificada em 45S5 e 45S5B s&o exibidos na
tabela 1 (SHAH et al., 2018).

(hkl) (002) (211) (112)  (300) (202) (310) (222) (213)  (004)
pattern[31]  25.80 31.74 32.13 32.85 3408 3981 4671 4941  53.1
4585 2596 3129 3174 3224 3414 3990 4621 49.61 5392
45S5B 2630 31.19 3174 3224 3402 3994 46.19 4952 5415

Tabela 1. Os paréametros de 2 teta (hkl) para o padrao de hidroxiapatita e

os valores experimentais para 45S5 e 45S5B apds 60 dias de imersao em SBF.

4.6 ESTUDOS DE CITOTOXICIDADE

Utilizou-se o teste de viabilidade MTT para acompanhar o comportamento
das células na presenca de biovidros 45S5 ou 45S5B, a fim de determinar a
concentragdo capaz de inibir 50 % do metabolismo das células (inhibitory
concentration, 1Cs0). Os resultados para as amostras extraidas de 200 mg de
biovidro por mililitro de DMEM evidenciaram a caracteristica tipica desses
materiais, ou seja, sua capacidade de dissociagdo em meio aquoso, aumentando
a forca osmdtica, levando as células a morrer apds 24h. A alta concentracao de
ions fora das células resultou na difusdo da agua na tentativa de alcangar o
equilibrio osmotico, levando-os a plasmolise (KULTZ e CHAKRAVARTY, 2001).
A inibicdo do metabolismo total foi detectada para ambos os biovidros em meio

sem diluicdo. Estudos com concentragdes mais baixas de biovidros, variando de
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100 a 0,3 %, levaram ao perfil de inibigdo de crescimento apresentado na Figura
10, para o qual os valores ICso foram encontrados para as diluigcbes a 8,15 e
7,56% para 45S5 e 45S5B (Fig. 7a), respectivamente. A Figura 10 B mostra os
resultados do MTT em que a baixa concentracdo do biovidro deu origem a
intensa cor purpura, indicando a atividade das enzimas das células vivas na
conversdo do MTT (amarelo, mostrado no controle positivo, CP) para o seu
derivado de formazan (roxo, mostrado no controle negativo, CP).

A Fig. 10 A mostra viabilidade celular (%) apds tratamento com 45S5 ou
45S5B. Resultados MTT, mostrando a fotografia digital da placa e dois exemplos
de imagens de microscopia optica das células a 0,3 e 50 % de 45S5 e 45S5B,
respectivamente (dimenséao celular cerca de 30 um). NP = controle negativo, PC
= controle positivo, diminuicdo gradual da cor associada ao aumento gradual da
concentragao de biovidro indica a morte celular de acordo com a concentracéo.
Estes resultados mostraram a necessidade de altas concentragdes de biovidro
para inibir 50 % do metabolismo celular, indicando seu baixo efeito citotdxico, de

acordo com o carater n&o toxico dos biovidros em geral.
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Figura 10. A - Viabilidade celular (%) apés tratamento com 45S5 ou 45S5B.
B - resultados de MTT, mostrando a micrografia digital da placa e dois exemplos
de microscopia Optica imagens das células em 0,3 e 50 % de 45S5 e 5S5B,
respectivamente. NP = controle negativo, PC = positivo na superficie.
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Em geral, os resultados indicaram o sucesso do método sol-gel para a
preparagao dos biovidros 45S5B e 45S5 a partir de sais soluveis em agua. As
caracterizagdes revelaram que o biovidro a base de boro 45S5B, preparado pela
tecnologia sol-gel, apresentou propriedades semelhantes ao biovidro 45S5,
especialmente sua capacidade de estimular a formagao de hidroxiapatita.

Essa propriedade € a mais importante para a osteointegragdo no processo
de cicatrizacdo 6ssea, uma vez que a hidroxiapatita € o material que compde o
0sso0. Assim, a sua deposicao na superficie do biovidro 45S5B melhora a sua
capacidade de integracdo com osso. Além disso, a tecnologia de sol-gel e os
sais soluveis em agua representam uma alternativa potencial ao método

convencional para a preparagao de biovidro.

5. CONCLUSOES

O processo sol-gel foi usado com sucesso para a preparagao do biovidro
45S5B a base de boro, bem como para a preparacdo do 45S5 classico. A
caracterizacao do biovidro mostrou a eficiéncia do processo sol-gel para gerar
este biovidro a base de boro, usualmente preparado tratamento térmico e
tratamento de 6xidos como material de partida. A estrutura quimica foi analisada
por espectroscopia FTIR antes e depois da imersdo em SBF para acompanhar
seu comportamento em relagdo a formacao de hidroxiapatita. Os resultados
indicaram a formagao de grandes quantidades de hidroxiapatita, demonstradas
pelo ganho de massa tanto para 45S5 quanto para 45S5B em SBF e também
por imagens de MEV, indicando sua alta bioatividade. O 45S5B mostrou um
efeito citotoxico similar ao 45S5 nas condicbes testadas contra células
eucariotas OSTEO1 in vitro, um resultado preliminar que sugere ser seguro para

o desenvolvimento de seus materiais baseados em aplica¢des biologicas.
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