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"Not only is the universe
stranger than we think, it’s

stranger than we can think."

Werner Heinserberg

"So oft in theologic wars,
The disputants, I ween,

Rail on in utter ignorance
Of what each other mean,
And prate about an Elephant

Not one of them has seen!”

John Godfrey Saxe, The Blind
Men and The Elephant.
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Resumo

O presente trabalho avaliou a bioatividade e o desempenho bioldgico in vitro do sistema
vitreo bioativo 60 BoO3-5 CaFy—-19 NayO— 14 CaO-2 P,O5 (60B5F2P) em pd, comparando-
o com vidros bioativos de silicato (4555) e borato (13.93-B3) disponiveis comercialmente.
Todos os vidros foram produzidos pelo método de fusao/resfriamento e tamisados em 280
pm. A difratometria de Raios X e a calorimetria exploratorio diferencial foram utilizadas
para a avaliagao da formacao vitrea dos vidros bioativos. Para o ensaio de bioatividade,
in vitro, os vidros foram submetidos a imersdo em fluido corporal simulado por dife-
rentes periodos, totalizando 336 horas. Apds cada periodo de imersao, os biomateriais
foram analisados utilizando as espectroscopias Raman e de absorcao no infravermelho
por transformada de Fourier, além da difratometria de Raios X. Os resultados mostra-
ram dissolugdo dos vidros e a formacgao de fosfato de céalcio, demonstrando que o vidro
60B5F2P apresentou formacao mais cristalina. Os estudos bioldgicos, também in wvitro,
que incluiram testes de viabilidade celular por MTT e ensaio de migragao e proliferacao
celular (scratch assay), utilizando fibroblastos da linhagem 1.-929, mostraram que os vi-
dros borato nao apresentaram diferencas de citotoxicidade, proliferacao e migragao entre
si. Os resultados sugerem que o vidro 60B5F2P possui caracteristicas promissoras como
biomaterial para aplicacoes em regeneracao tecidual, demonstrando boa bioatividade e

compatibilidade celular.

Palavras chaves: Fluido Corporal Simulado, Vidro Bioativo de Borato,

Fibroblastos, Cicatrizacao de ferida



Abstract

The present study evaluated in wvitro bioactivity and biological performance of the
powdered bioactive glass system 60 BoO3-5 CaFy—19 NayO— 14 CaO-2P5,05 (60B5F2P),
comparing it with commercially available silicate (45S5) and borate (13-93B3) bioactive
glasses. All glasses were produced using the melt-quenching method sieved into 280 pm.
X-ray diffraction and differential scanning calorimetry were used to assess the glass forma-
tion of the bioactive glasses. For the in vitro bioactivity test, the glasses were immersed
in simulated body fluid for different periods, totaling 336 hours. After each immersion
period, the biomaterial were analyzed using Raman spectroscopy, Fourier-transform infra-
red spectroscopy, and X-ray diffraction. The results showed glass dissolution and calcium
phosphate formation, indicating that the 60B5F2P glass exhibited more crystalline for-
mation. The in vitro biological studies, including cell viability assays using MTT and cell
migration and proliferation assays (scratch assay) with 1-929 fibroblast cells, showed that
the borate materials did not present significant differences in cytotoxicity, proliferation
or migration. The results suggest that the 60B5F2P glass has promising characteristics
as a biomaterial for tissue regeneration applications, demonstrating good bioactivity and

cellular compatibility.

Keywords: Simulated Body Fluid, Bioactive Borate Glass, Fibroblast,
Wound Healing.
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Introducao

Desde os periodos da antiguidade, o ser humano sempre procurou meios de se ade-
quar aos efeitos da natureza, melhorando as probabilidade de sobrevivéncia da espécie
e aumentando a longevidade da vida humano. Para isto, a humanidade procurou utili-
zar de materiais disponiveis na natureza para realizar as melhorias. Como exemplo, hé
evidéncias de uso de implantes dentarios na antiguidade [13].

Rupturas ou lesoes na integridade da pele ou de outros tecidos sao feridas que podem
comprometer a fungao dos tecidos [14,15]. As feridas sdo um problema de saide signifi-
cativo em todo o mundo. Muitas feridas podem nao se recuperar mesmo um ano apés o
ferimento [16], e feridas cronicas, causadas por problemas fisiopatolégicos, podem ser um
desafio para os profissionais de medicina e pacientes [17].

O desenvolvimento de materiais que apresentem baixa rejeicao pelo organismo e que
possam auxiliar no processo de cicatrizagdo é uma dificuldade enfrentada em todo o
mundo. O vidro bioativo foi o primeiro exemplo de material, feito por humanos, com a
capacidade de se ligar em tecidos vivos [18]. Originalmente, foram desenvolvidos com um
sistema a base de silicato para auxiliar na corregao de defeitos dsseos [19] e, posteriormente,
outras bases de vidros bioativos foram desenvolvidos para diferentes finalidades [20].

A grande vantagem dos vidros em relagao aos outros biomateriais estd na bioatividade,
permitindo que esses materiais formem fortes ligagdoes com os tecidos vivos, resultado a
partir da formacgao de camada de fosfato de célcio cristalino. Ainda, estes vidros possuem
alta biocompatibilidade, oferecendo pouca ou nenhuma reacao adversa significativa no
individuo [21].

Os vidros bioativos de borato possuem, essencialmente, uma menor estabilidade qui-



mica, oferecendo maior taxa de degradacao quando comparados ao de silicato. Isto pode
ser vantajoso quando ¢é desejavel que ocorra uma rapida liberagdo dos ions bioativos e
uma substituigdo mais rapida dos tecidos [22]. Esses biomateriais também apresentam
propriedades antimicrobianas e anti-inflamatoérias, o que os torna promissores para di-
versas aplicagoes na area da medicina regenerativa [20]. Além disso, a morfologia do
vidro bioativo influencia na finalidade da aplicacao biomédica desejada, podendo serem
utilizados como parte de uma solucao para a formagao de cimento 6sseo, em nanofibras
para curativos, e na forma de arcabougos porosos, os scaffolds, para aplicacdo direta em
defeitos ésseos [21,23].

H4 investigagoes cientificas acerca dos efeitos de pH na reatividade do vidro silicato
45585, comercialmente disponivel, mostrando que algumas etapas de dissolucao levam a
formacao de camadas de fosfato de calcio na superficie do vidro bioativo, especialmente,
quando pequenas particulas (< 2 mm) sdo dissolvidas [24]. Em estudos subsequentes,
indicaram que a precipitacao rapida de uma camada de fosfato de célcio esta associada a
maior energia de superficie das particulas menores, podendo retardar o processo de difusao
[25]. Outros estudos avaliaram a influéncia do tamanho da particula mostraram que
particulas grandes tendem a provocar maior resposta inflamatoéria e particulas menores
ocasiona em maior taxa de absor¢do do biomaterial pelo organismo [26,27].

Tendo em vista da influéncia morfol6gica do biomaterial, este trabalho propoe o estudo
do vidro bioativo 60B5F2P, do sistema vitreo 60 BoO3 — 5 CaFy — 19 NayO — 15 CaO —
2P5,05, em forma de pd, para avaliar a resposta bioativa e as respostas bioldgicas em
células de fibroblastos e compara-lo com dois vidros bioativos ja utilizados comercialmente:
o vidro 45S5 desenvolvido por Larry Hench [19] e o 13.93-B3 desenvolvido por Steven
Jung e Delbert Day [23], a base de borato, obtido por meio da técnica de fusdo, e mais
comumente estudado para aplicagoes biomédicas [21]. Para avaliar a resposta bioativa
do 60B5F2P foram empregadas diferentes técnicas, desde de caracterizacao da estrutura
molecular & dindmica de bioatividade, além de ensaios in vitro, em células de fibroblastos
avaliando o desempenho biolégico, comparando os resultados aos vidros 4555 e 13.93-B3.

Este trabalho se inicia no Capitulo 1 com o desenvolvimento teérico, no qual hd uma



revisao bibliogréafica sobre o tema, seguido do Capitulo 2 que apresenta as técnicas e os
parametros experimentais utilizados. No Capitulo 3 encontram-se os resultados obtidos

neste estudo, devidamente discutido. E por fim, a Conclusao do trabalho.



CaApiTULO 1

Desenvolvimento teorico

Neste capitulo ha uma breve fundamentagao tedrica com tépicos importantes para o

desenvolvimento deste trabalho.

1.1 Vidros

Historicamente, a presenca de vidros no ambiente humano data desde a antiguidade.
A exemplo disso, tem-se que os primeiros humanos se utilizavam de vidro de formagao
natural, a obsidiana, para fazer ferramentas rudimentares, e os egipcios da antiguidade
(7000 a.C.) consideravam vidros como materiais preciosos [1]. Com o avango da humani-
dade, o vidro passou a ser um dos materiais mais pertencentes ao dia a dia, com iniimeras
aplicacoes praticas e até puramente estéticas, principalmente por terem a capacidade de
permitirem a passagem de luz.

Frequentemente, os vidros utilizados ao longo da histéria da humanidade e em nosso
cotidiano sdo majoritariamente compostos de silica e produzidos pelo método de fusao/res-
friamento, sendo esse o tipo mais comum. No entanto, também existem vidros fabricados
a partir de boratos e até mesmo de compostos metalicos. Além disso, ha vidros obtidos
por outras técnicas de producao, como o processo de sol-gel [1].

Uma vez que os materiais e as técnicas utilizadas para a producgao de vidros podem
ser diferentes, faz-se necessario necessario entender quais sdo as caracteristicas comuns a
todos os tipos de vidros.

Todos os vidros sao amorfos. Isto é, possuem arranjos atomicos curtos e sem periodici-

dade. Desta forma, eles sao comumente denominados de sélidos amorfos se assemelhando



a liquidos, em contraste com os sélidos cristalinos que possuem cadeias com arranjos ato-
micos longos e periddicos [1,28]. A Figura 1.1 mostra representacoes de arranjos atémicos

de sélidos cristalinos e amorfos.

Figura 1.1: Esquematizagao dos diferentes tipos de arranjos atomicos em sélidos. Em a)
Arranjo atomico de sélidos cristalinos com periodicidade em curta distancia. b)
Exemplo de um sélido amorfo (vidro), sem periodicidade e simetria.

Todos os vidros exibem um comportamento de transformacao vitrea dependente do
tempo, ocorrendo em uma regiao de temperatura denominada temperatura de transicao
vitrea, ou Tg. Para uma melhor visualizacao, a Figura 1.2 apresenta um diagrama da
entalpia em func¢ao da temperatura, no qual, podemos observar as transformacgoes de um

vidro, do estado liquido para sélido [1,28].
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Figura 1.2: Efeito da temperatura na entalpia no processo de formagao vitrea.
Adaptado da referéncia [1].

Pode-se observar que ao passar pela temperatura de fusao do material (73/), pode ocor-

rer uma queda brusca na entalpia, podendo entao resultar em um rearranjo atémico com



formagoes de cadeias longas e periddicas, tornando-se um sélido cristalino. Entretanto,
ao resfriar o material e passar pela temperatura Tj;, com uma diminui¢do gradual da en-
talpia, entdo este material é chamado de liquido super-resfriado, que apresenta aumento
na viscosidade com a diminuicao da temperatura. A viscosidade se torna tao grande, que
por sua vez impede novos rearranjos atomicos e a formacao de cadeias longas e periddicas,
formando um material sélido amorfo [1].

Quando no ponto de fusao, o material contém uma quantidade infinitesimal de cristais
no fundente, que fica em equilibrio termodinamico com o liquido. Portanto, ambas as fases
possuem a mesma energia livre de Gibbs. Desta maneira, a determinagao da fase final do
material, dependerd do processo de resfriamento [1].

Uma das primeiras teorias de formacao, e também uma das mais simples, partiu do
fisico suigo Victor Moritz Goldschmidt que empiricamente dizia que os vidros possuiam
como formadores, a formula genérica de R,0,,, sendo geralmente, na forma de tetraedro
com cations cercados por quatro oxigénios [1,29]. Em 1932, o fisico noruegués William
Houlder Zachariasen, que previamente havia trabalhado e sido co-autor de Goldschmidt,
publicou o artigo intitulado The Atomic Arrangement in Glass (O Arranjo Atomico em
Vidros - Em tradugao livre), proclamando que as interpretagoes anteriores estavam incon-
sistentes [30] e se tornando uma das bases mais utilizadas para as teorias subsequentes. O
trabalho publicado por Zachariasen é possivelmente um dos artigos mais frequentemente
citados na literatura a respeito de vidro, atualmente com 4716 citacoes no Google Scholar.

Inicialmente Zachariasen notou que os vidros possuiam redes, constituidas de polie-
dros conectadas pelos quatro vértices, ainda, tais redes se estendiam em trés dimensoes
de forma que o comportamento em qualquer direcao ¢ igual, portanto, isotrépico. Poste-
riormente, postulou quatro condigoes topoldgicas, para ocorrer a formacgao vitrea, sendo
trés regras essenciais para que a diferenca de energia entre cristal e vidro seja minima, e
uma quarta regra que permite uma extensao tridimensional [1,30].

As regras de Zachariasen sao: 1) cada anion pode ser ligado a apenas dois cétions;
2) o ntimero de anions vizinhos deve ser pequeno, em torno de 3 ou 4; 3) os poliedros s

podem ser conectados pelos vértices; 4) e, por fim, cada poliedro precisa ter ao menos



trés vértices compartilhados com outros poliedros [30,31]. Tais regras, sao vélidas para
6xido do tipo A5O3, formando-se tridngulos ao redor do atomo A, para AOy e A;O5, com
formagao de tetraedros e para os éxidos AO3 e A;O7, com forma de octaedros [1].

Agentes fundentes, utilizados para facilitar a fusdo dos materiais, podem ser adiciona-
dos na composicao da rede vitrea, isto permite que algumas das ligagdes do tipo A—O—A
sejam quebradas e substituidas pelo agente fundente, como é o caso dos vidros de silicato
de soda-cal, que geram ligacoes do tipo Si—O—Ca e Si—O—Na [32]. Os dtomos de oxigé-
nios quando estao ligados a dois 4tomos iguais, sdo chamados de oxigénios ligados (BO
do inglés Bridging oxygen), enquanto os oxigénios que nao possuem mais de uma ligagao,
sdo denominados de oxigénios nao ligados (NBO do inglés Non-bridging oxygen), que di-
minuem a coesao e a estabilidade da rede, e consequentemente diminuem as temperaturas
de transigdo vitrea e a temperatura de fusdo [32].

Qualquer material pode ser um formador de vidro, caso seja resfriado rapido o su-
ficiente, de tal forma, que nao haja tempo o suficiente para o rearranjo periddico das
estruturas [1].

Os vidros possuem como constituinte principal o tetraedro [SiO4]*” bloco fundamental
para a conexao da rede vitrea [32]. Cada silicio é ligado com 4 atomos de oxigénio, e cada
oxigénio tem ligagdo com dois atomos de silicio [1].

Um dos tipos de vidros mais utilizados, sao os vidros chamados de vidro soda-cal
(soda-lime). Estes vidros possuem em sua composi¢do NayO (soda) e o CaO (cal) [1].

Em contraste aos grupos de tetraedro tridimensionais dos vidros de silicato, os vidros
a base de borato possuem grupos trigonais planares de BOj3 [1]. Devido a estrutura bidi-
mensional, uma rede "tridimensional'surge pela aproximacao dos planos, que interagem
por meio da forga de van der Waals [1].

Ainda, quando adicionado modificadores na rede, a quebra das ligagoes de de B-O—B
para a formagao de NBOs nao ocorrem com a mesma frequéncia que nos silicatos. En-
tretanto, uma formacgao de novos grupos de poliedro ocasionam no surgimento de grupos
de BOy4. Essa mudancga dos grupos, podem rearranjar-se em estruturas tridimensionais,

como anéis de BO, , estruturas de diboratos e até mesmo de outras espécies como piro-



boratos [33].
Alguns vidros possuem a capacidade de interagir com sistemas biol6gicos podendo in-
duzir diversos efeitos positivos. Vidros que possuem esta caracteristica, sao denominados

de vidros bioativos, uma classe especial de materiais: os biomateriais [28].

1.2 Biomateriais

Desde os primérdios, a humanidade tem buscado formas de melhorar as chances de
sobrevivéncia da espécie, utilizando os recursos disponiveis na natureza de maneira ino-
vadora. Exemplo disso, é o uso de ferramentas feitas a partir de pedras, galhos e outros
materiais de facil acesso na natureza, além de técnicas mais avangadas, como o uso de su-
turas [13] e cirurgias [34]. Esta procura incessante do ser humano gerou intimeros avangos
sociais, tecnoldgicos e cientificos [35].

A ideia de biomateriais foi introduzido na comunidade cientifica nos anos de 1960, e sua
definicao provém da Sociedade Americana de Biomateriais em conjunto com a Sociedade
Europeia de Biomateriais. Quaisquer materiais que possuam propésito de interagir com
sistemas biologicos objetivamente, seja para avaliar, tratar, aumentar ou repor qualquer
tecido, 6rgao ou fungao fisioldgica do corpo é considerado um biomaterial. Desta maneira,
é essencial possuam algumas caracteristicas inerentes para efetuarem suas devidas fungoes
sem maiores danos subsequentes ao sistema que for inserido [36,37].

A biocompatibilidade é uma das caracteristicas essenciais para um biomaterial, que
por sua definicao é um material que deve apresentar resisténcia aos ataques biolégicos do
corpo, sem reagoes inflamatorias, efeitos carcinogénicos e alergénicos, e que simultanea-
mente nao perca seu propoésito [38].

Mas ha outras caracteristicas que também sao de interesse para a aplicabilidade destes
materiais, tais como, a biofuncionalidade, sendo as caracteristicas fisicas e quimicas que
permitem a efetuagao do proposito do biomaterial e a esterilizabilidade, necessaria para
que o material possa ser esterilizado sem que haja alteragoes nas propriedades, portanto
o biomaterial deve possuir resisténcia as técnicas de esterilizacao, que podem incluir o

uso de radiacdo gama, auto-clavamento, gds oxi-etileno e altas temperaturas. Ainda, o



material deve possuir durabilidade estdvel durante o perfodo de intencdo de uso. E de
extremo interesse ainda, que a producao do biomaterial seja efetiva em acessibilidade e
custo [38].

Os primeiros biomateriais desenvolvidos, tinham como propdésito apenas reparar e
restaurar poucas fungoes corporais, sem que causasse toxicidade ao hospedeiro, e muitos
destes eram de origem metdlicas, como as ligas de titanio e cobalto-cromo [13,39,40].

Com o tempo, devido aos avangos cientificos e tecnolégicos, novos biomateriais surgi-
ram com a capacidade de interagir no sistema inserido, podendo melhorar as respostas
biolégicas. Como exemplo, tem-se os xenoenxertos realizados com pele de tilapias (Ore-
ochromis niloticus) em pacientes com queimaduras, melhorando a resposta de cura da
pele [41].

Na atualidade, existem diversos tipos de biomateriais, que podem ser de natureza
metalica, polimérica, ceramica, vitrea ou um compésito, fornecendo diversidade em pro-
priedades mecénicas, térmicas e quimicas, a depender da necessidade de uso. Muitos
biomateriais continuam sendo estudados e desenvolvidos para diversas aplicagoes, como
o uso em dispositivos médicos, proteses e na regeneracao de tecidos. A cada ano, ocorre
um aumento significativo no nimero de pesquisas sendo publicadas com o foco em bio-

materiais [42,43].

1.2.1 Vidros Bioativos

Entre os diversos tipos biomateriais, os vidros bioativos possuem uma rica historia e
importancia na modernidade. Sendo inclusive, o primeiro tipo de biomaterial feito pelo
homem a obter sucesso na ligagdo do material com tecidos vivos [18].

Os vidros bioativos sao biomateriais a base de ¢xidos. Foram originalmente desenvol-
vidos por Larry Hench, visando a restauracdo e reparacao de defeitos e anormalidades
6sseas. Possui grande aplicabilidade clinica, incluindo para tecidos moles, devido a fa-
cilidade de modificar as matrizes vitreas, utilizando diferentes elementos quimicos para
aperfeicoar as propriedades desejadas.

Usualmente, uma das avaliacoes mais utilizadas para a avaliacdo da bioatividade in
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vitro destes materiais, ocorre por meio da interacao do material com fluidos biologicos
simulados, onde é avaliado o crescimento superficial de camadas de apatitas. Sendo o
principal mecanismo atuante na formagao destas camadas, a dissolu¢ao dos ions da rede
vitrea [18,20].

Hench propds que o processo de nucleagao e precipitacao da fase de hidroxiapatitas
(HAp) em vidros silicatos, quando imersos em fluido corporal simulado (SBF, do inglés

Simulated body fluid), ocorreria por meio de cinco etapas [18],

Camada de
HAp

Camada rica em S5i0q

Figura 1.3: Processo de degradacao do vidro bioativo de silicato e formacao de camadas
de hidroxicarbonato de apatita (HCA) apés imersdao em SBF. Adaptado de [2].

1. Uma troca de cations do vidro, como Ca®" e Na™, com fons de H do fluido que

ocasiona na formagao de ligagoes de silanol (Si—OH) e no aumento do pH da solugao;

2. Continuamente, a solugao tende a se tornar alcalina, o que ocasiona na quebra das
ligacoes de Si—O—Si, aumentando o contetido de silanol na interface entre o fluido

e o vidro;

3. Grupos de hidroxila acabam reagindo e condensando, ocasionado na polimerizacao

dos grupos de silanol, formando uma camada amorfa rica em silica: a silica gel;

4. A silica gel é um camada propicia para a precipitacao da HAp, assim, a difusao de
célcio do vidro (Ca®") e de fosfato (PO4*") formam uma camada amorfa de fosfato
de célcio, o hidroxicarbonato de apatita (HCA), que eventualmente inicia o processo

de cristalizacao;
5. Por fim, o ultimo estagio leva a cristalizacao da HCA e a formacao da camada de
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HAp.

Em geral, estes vidros, quando imersos em SBF, observa-se uma dissolucdo de Na™ e
Ca’", posteriormente, fons PO,*" do meio reagem com os fons de Ca®" levando a nuclea-
¢ao e crescimento da camada de HCA. Alguns elementos que podem serem incorporados
nas matrizes, possuem a capacidade de alterar os resultados. Como exemplo, quando o
flior esta presente na matriz vitrea, a liberagdo de fons de F~ pode ocasionar formagao
de fluorapatita (FAp) [18,44].

O mesmo mecanismo descrito acima, ocorre para a formacao da camada de HCA e de
HAp em vidros a base de borato, com exce¢ao da formacao das camadas de silanol. Os
vidros de borato tem taxa de dissolugao mais rapida que os silicatos, devido a sua baixa
durabilidade quimica formam-se camadas de apatitas mais rapido [44,45].

O processo para os vidros de borato pode ser resumido em quatro etapas:

1. Inicialmente, a hidratacao das ligagoes dos boros tetraédricos promove trocas i6-
nicas, com liberagao de ions alcalinos e alcalino-terrosos. Também induz a uma
instabilidade estrutural, rearranjando as unidades de borato em estrutura triangu-
lar;

= B—-0—-BNa+ H,O — =B—0OH + BO; + Na* + OH"

Quando o boro esta presente em unidades tricoordenadas, a hidratacao gera grupos
de hidroxila:

= B—ONa + H,O — =B—OH + Na® + OH"

2. A hidroxila ataca a estrutura do vidro promovendo a sua dissociacao, resultando na

formagao de dcido bérico (H3BO3) e contribuindo para a variacao do pH da solugao;

=B-0-B+ H,0 — =B-OH+ OH-B

O processo de hidratacao e hidrélise ocorrem simultaneamente e continuamente,

degradando o vidro com maior velocidade que os vidros silicato;
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3. A migracio dos grupos de Ca?" e PO,* , provenientes das regides internas do ma-
terial, resultam em precipitacao dos ions e de fosfato de calcio na superficie do

vidro;

4. A camada de fosfato de calcio precipitada torna-se mais cristalina, podendo formar

camadas de apatita, tal como a HAp, HCA ou a FAp.

Esse processo esta esquematizado na Figura 1.4. Em geral, vidros bioativos de borato
apresentam taxas de dissolu¢ao mais rapida e maior aumento de pH na solucao em curto
tempo, sendo considerados mais reativos que os vidros bioativos de silicato ou de borosi-
licato [2].

Camadas de
HAp

Conversdo completa
em camadas de HAp

Figura 1.4: Processo de degradacao do vidro bioativo de borato e formagao de camadas
de apatita apds imersao em SBF. Adaptado de [2].

Ainda, existem diversos outros elementos quimicos que podem ser utilizados para
desenvolverem outros efeitos terapéuticos, a exemplo os fons de cobre podem auxiliar na

aceleracao da angiogénese e prata em propriedades anti-microbianas e anti-inflamatoérias

[18,46].

O primeiro vidro bioativo: Bioglass ® - 45S5

Em 1967, Larry Hench, em conversa com o Coronel Klinker do exército estado-
unidense, que acabava de retornar de uma campanha no Vietna, foi desafiado com a

. ] R . . -
seguinte pergunta: "Se vocé conseque fazer um material que sobrevive a exposi¢io da alta
energia da radiagdo, vocé conseque fazer um material que sobrevive a exposicao ao corpo

humano?". Tal indagacao é o que levaria ao desenvolvimento do primeiro material vitreo
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bioativo, o chamado Bioglass ® (também denominado como 45S5 pela Universidade da
Flérida), com o intuito de fazer uma ligacdo com o tecido dsseo sem ser rejeitado pelo
corpo do paciente [19,28].

Em 1968, Hench, submeteu uma proposta ao Comando de Desenvolvimento e Pesquisa
da Companhia Médica do Exército Americano, o qual era baseado na seguinte hipotese:
"O corpo humano rejeita materiais metdlicos e poliméricos sintéticos, ao formar tecido
cicatricial, pois os tecidos vivos ndao sao compostos de tais materiais. O o0sso contém
um componente de fosfato de cdlcio hidratado, a hidroziapatita (HAp), e portanto, se um
material consequir formar uma camada de HAp in vivo pode ser que este nao seja rejeitado
pelo corpo" [19].

Portanto, Hench desenvolveu uma matriz que possuia como base o silicio, além do
sédio, calcio e fosforo (455109 — 24,5 NayO — 24,5 CaO — 6 P2O5), o vidro bioativo 4555
[19,28].

O 4555, ao ser implantado, possui uma degradacao lenta e os produtos provenientes
da dissolu¢ao do material, estimulam a producao das células osteoblasticas por meio da
estimulacao dos genes associados a diferenciacao dos osteoblastos, isto é, o processo de
osteoindugao. Ainda, ao ser implantado o vidro consegue se integrar ao osso existente,
melhorando a resposta do sistema para o crescimento de osso novo na superficie. Tais
fendmenos sdo denominados de osteointegracao e osteocondugao [28].

A principal e mais prolifica aplicacao dos vidros 4555 é em usos ortopédicos e odon-
tolégicos [28]. Entretanto, hd também estudos para aplicagdo deste vidro em tecidos
moles, auxiliando no tratamento de feridas intestinais [47] e para regeneracao de tecidos

pulmonares [48,49].

"Algodao doce que cura?": 13.93-B3

Apesar do sucesso do Bioglass®, os vidros bioativos a base de silicato possuem uma
dissolucao lenta, e acabam sendo ideais para partes do corpo onde o processo de restau-
racao ¢ a longo prazo. Por sua vez, os vidros bioativos a base de boro, tem dissolugao

mais rapida, pois possuem uma baixa resisténcia quimica, o que os torna mais propensos
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a serem utilizados em regides que precisam restaurar de maneira mais rapida [28].

Em 2010, a enfermeira Peggy Taylor tratou de um de seus pacientes diabéticos que
possuia uma ferida na perna utilizando um pedaco de algodao. Poucos dias depois, a
enfermeira viu que o processo de restauracao da ferida estava em uma velocidade muito
maior do que o esperado. Sem ela saber, mas o algoddo em questao eram fibras de vidro
bioativos processado com aparéncia muito similar ao algodao [23].

O vidro bioativo 13.93-B3, do sistema 56,6 BoO3 — 4,6 MgO — 18,5 Ca0O — 11,2 K50 —
5,5 NagO — 3,7 P05, comumente chamado de Cotton Candy (em tradugao do inglés, al-
godao doce), é um vidro de base borato, desenvolvido por Steve Jung em conjunto com
Delbert Day e Ted Day em torno de 2010, para ser um vidro bioreabsorvivel, podendo ser
utilizado em forma de fibras, replicando a microestrutura de codgulos de fibrina [23]. O
13.93-B3 foi observado como um agente de alta indugao para a restauracao de ferimentos,
indicado para diabéticos, e estd disponivel para uso veterinario desde 2017 [20].

Na matriz do vidro 13.93-B3 ha, intencionalmente, alta quantidade de calcio, devido
a sua importancia para o processo de cura de ferimentos. De acordo com Jung, na
época havia a hipétese de que a liberacdo local de fons Ca®" atuava na migracao das
células da epiderme, além de participar de outros estagios mais avangados do processo de

cicatrizagao [20,23].

Vidro bioativo de borato 60B5F2P

O vidro bioativo do sistema vitreo calcio-boro-sédio 60B5O3; — 5 CaFy — 19 NasO —
15 Ca0O — 2P5,0s5, chamado de 60B5F2P, foi desenvolvido em uma colaboracao cientifica
entre a Universidade Estadual de Maringa e a Universidade Federal do Maranhao, campus
de Imperatriz com os professores Franciana Pedrochi e Alysson Steimacher, que gerou uma
sequéncia de trabalhos de pés-graduagao em nosso grupo de pesquisa [4,50,51].

Em 2018, houve a primeira tese de doutorado defendida com tema neste biomate-
rial, intitulada "Caracterizacao e Avaliacdo da Bioatividade in vitro do sistema vitreo:
60 BoO3 — 5 CaFs — (20-x)Nay,O — (15-x)Ca0 — 2xP505 (x= 0,1,2)"de autoria de Pablo Na-

buco Portes, do Programa de Pés Graduagdao em Fisica da Universidade Estadual de
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Maringd [4]. Em sua tese, Nabuco estudou o sistema, em bulk, com adigdo de P20Os3,
chamando as amostras BV0, BV2 e BV4, sendo sem adigao, com 2(%) e 4(%), em massa,
com de P50j5, respectivamente, com o propésito de avaliar a bioatividade, in vitro, por
meio de imersao em fluido corporal simulado. Os resultados mostraram que o vidro BV2,
de composicao idéntica ao 60B5F2P, apresentou os melhores resultados em bioatividade,
em alguns ensaios equiparados ao 45S5.

Posteriormente, em 2021, Gibin em sua dissertagao de mestrado, estudou a influéncia
do tratamento térmico no 60B5F2P, avaliando a dinamica de bioatividade também em
SBF. Os resultados demonstraram que as fases cristalinas formadas nas vitroceramicas
obtidas eram bioativas e ndo citotéxicas [51].

Em 2023, dos Santos estudou a vitroceramica obtida a partir do tratamento térmico do
60B5F2P a 7152 em diferentes granulometrias para a producao de scaffolds mostrando que
as fases cristalinas continuavam exibindo comportamento de bioatividade independente
da granulometria [50].

Apesar de exibir perfil ndo citotéxico nos ensaios celulares com osteoblastos, a sua
propriedade de alta dissolu¢ao nao permitiu a aplicacao como biomaterial osteointegrador,
o que deu como motivo inicial o presente trabalho de estudo do vidro bioativo na forma
de p6 e em ensaios com células de fibroblastos, com o intuito de investigar a bioatividade
e desempenho biolégico para aplicagoes topicas em pele.

Os fibroblastos modulam a matriz extracelular sintetizando e mantendo seus compo-
nentes, secretando citocinas e fatores de crescimento e respondendo a mudancas biome-
canicas, que influenciam coletivamente os processos de regeneracao, remodelacao e reparo
de tecidos conjuntivos [52].

A bioatividade dos vidros boratos, incluindo a formacao de camada apatitica e a
liberagao controlada de ions, pode modular vias celulares que influenciam a atividade dos
fibroblastos [53].

Estudos com fibroblastos funcionam como um modelo inicial para avaliacdo de bio-
compatibilidade e bioatividade. Embora os fibroblastos nao formem diretamente a matriz

6ssea, eles estdao envolvidos na formacao do tecido conjuntivo do peridsteo e enddsteo,
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contribuindo para um apoio a regeneracao inicial, a secrecao de colageno e fatores de
crescimento, que modulam o microambiente e recrutam osteoblastos e influenciam o pro-
cesso inflamatério e de cicatrizagdo, essencial para regeneragao dssea [52,54].

Ja a pele, é altamente dependente de fibroblastos dérmicos para a producao da matriz
extracelular (como o coldgeno e a elastina), na reparacao de feridas e reepitelizagdao e na
modulacao de citocinas e fatores angiogénicos [52,55].

Os vidros bioativos de boro possuem uma degradagdo mais rapida que os silicatos,
liberando ions que podem estimular a proliferacao, migragdo e secrecao da matriz por
fibroblastos, e ja foram anteriormente testados com sucesso em curativos bioativos para
queimaduras e feridas cronicas, para o estimulo de fibroblastos, com um aumento de
migragao e proliferacao, acelerando o fechamento da ferida e na promocao da angiogénese

via liberagao de boro e outros fons [20,21,23].

1.3 O papel dos elementos quimicos no processo de
cicatrizacao

Existem diversos elementos quimicos que sdo essenciais para a manutencao da vida
humana no dia a dia. A grande parte dos elementos, tais como, o sédio, fésforo, calcio,
potéssio, magnésio e entre outros, ¢ absorvido pelo corpo por meio de ingestao de liquidos
e alimentos [55,56].

Os trés vidros bioativos estudados neste trabalho: 60B5F2P, 4555 e 13.93-B3, possuem
diferentes elementos quimicos em sua composicao que atuam de diferente maneiras e
processos. Alguns destes elementos sdo: o Si, B e Ca provenientes dos reagentes 6xidos
utilizados na producao dos vidros. A liberacao de ions durante o processo de dissolugao
dos vidros em meio simulado ou no proprio corpo, podem atuar modulando sinalizadores,
vias e processos bioquimicos da fisiologia celular [21].

A quantidade de silicio presente no organismo humano varia entre, aproximadamente,
140 a 700 g, dependendo das condigoes fisiologicas e anatdmicas do individuo [56]. Para

a manutencao de um estado adequado de satde, estima-se que a ingestao diaria recomen-
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dada esta entre 9 e 14 mg de silicio [57].

Fibroblastos expostos a materiais a base de silicio apresentam uma regulacao positiva
na expressao do fator de crescimento de fibroblastos (8-FGF), sugerindo um possivel
mecanismo de agao na promogao do reparo tecidual [58], e ainda, podendo atuar na
proliferacao celular [20]. Todavia, ainda ndo h& um consenso de qual a importancia da
atuagao silicio nos mecanismos celulares [57].

O boro também tem papel vital para a vida, comumente encontrado na forma de acido
bérico no corpo humano [59], porém os compostos a base de boro possuem citotoxicidade
com dose-depéndencia [59,60]. Alguns estudos indicam que o boro pode provocar infer-
tilidade, problemas fetais e causar problemas de toxicidade. O boro aumentou a sintese
de fator de necrose tumoral alfa (TNF«), e tem potencial de aumentar o fator de cres-
cimento endotelial vascular (VEGF) em células fibroblasticas. O TNFa é uma citocina
que regula processos de proliferagao de fibroblastos, podendo atuar na angiogénese, assim
como no processo inflamatério [15,55]. O VEGF é uma proteina que estimula a formagao
de vasos sanguineos, angiogénese, sendo uma das etapas essenciais para o fechamento de
feridas [15]. Estudos mostraram avalia¢oes realizadas com ions dissolvido de vidros de
borato atuando diretamente na proliferagao celular [20,21]. Desta forma, quando bem
dosado (0,5 g/ml e 10 g/ml), o boro pode ter um papel importante nos processos de cura,
de uma ferida [55].

O célcio é outro elemento quimico fundamental, atuando na regulagdo e controle de
diversos processos bioquimicos e celulares [55]. Ele participa ativamente da producao de
trombina, e niveis elevados de calcio podem acelerar a formagao de coagulos, promovendo
a polimerizagao dos mondmeros de fibrina [61].

Além disso, o calcio modula importantes processos celulares, como a proliferacao e
diferenciacao celular, sendo essencial na maturacao dos queratindcitos e na formacgao da
barreira lipidica da epiderme [55]. Os ions de cdlcio também aumentam a atividade
metabdlica dos fibroblastos, favorecem a agao das metaloproteinases (MMPs), estimulam

a deposicao de colageno, influenciam a expressao de citocinas e otimizam a contracao da

ferida [55,62,63].
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CAPITULO 2

Materiais e Métodos

Este capitulo compreende a descricao dos protocolos experimentais para a prepara-
¢ao das amostras de vidros bioativos e das técnicas utilizadas para as caracterizacoes e

avaliagOes realizadas com os materiais em po6 neste trabalho.

2.1 Preparacao dos vidros bioativos

Para este estudo trés sistemas vitreos foram selecionados e manufaturados: 60B5F2P,
13.93-B3 e 4555, as composic¢oes estao mostradas nas expressoes I, II e III, respectiva-

mente, em percentual de massa total.

60 B203 —5CaF — 19 Na2O —15Ca0 — 2 PQO5 (I)
56,6 BoOg — 4,6 MgO — 18,5 Ca0O — 11,2 K50 — 5,5 NasO — 3,7P,05 (I1)
45810, — 24,5 CaO — 24,5Na0 — 6 P, 05 (111)

O vidro 60B5F2P ja foi estudado anteriormente em colaboragdo com a Universidade
Federal do Maranhao, campus de Imperatriz, sendo tema de dissertacoes de mestrado e
de teses de doutorado em nosso grupo de pesquisa [4,50]. Os vidros 4555 e 13.93-B3 sao
extensamente estudados na literatura cientifica, disponiveis para uso comercial médico e
veterinario [19,20].

Os trés vidros escolhidos foram preparados por meio do método de fusao e resfriamento

em duas etapas em um forno (Forno LF0091604, Fornos Jung Ltda, Blumenau BRA).
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Os reagentes, da marca Sigma-Aldrich®, com grau de pureza entre 98% e 99,99%,

utilizados para a preparacao das amostras, estao descritos na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Descricao dos reagentes em porcentagem de massa e mol utilizados para a
preparacao das amostras.

4555 13.93-B3 60B5F2P
Reagente Massa (%) mol (%) Reagente Massa (%) mol (%) Reagente Massa (%) mol (%)

Si0, 45 46,1 B,0; 56,6 54,6 B,O; 60 61,78

CaO 24,5 26,9 CaO 46 22,1 CaO 15 14,44

Na,O 24,5 24,4 NasO 18,5 6 NayO 20 18,18

P,0; 6 2.6 MgO 11,2 7.7 CaF, 5 4,59
- - - K,0 55 7.9 P,0s 2 1,01
- - - P,0s 3,7 1,7 - - -

Os reagentes tiveram as suas massas aferidas em uma balanga analitica (UW220D,
Shimadzu, Quioto JPN), com precisao de 0,1 mg, seguindo o percentual de massa total
descritos nas equacoes I, IT e III.

Com excecao do P,Os5 adicionou-se os reagentes a um cadinho de platina e foram
submetidos ao processo de fusao, seguindo a rampa de aquecimento demonstrada na
Figura 2.1. Com isso gerou a desgaseificacao de COs, dos reagentes CaCOj3 e NayCO3
afim de obter os 6xidos CaO e NayO, que devem serem aquecidos e mantidos por uma hora
em 900 e 450°C, respectivamente. Apds isso, os reagentes atingiram a temperatura de
fusdo, e foram mantidos por 120 minutos para obter uma mistura homogénea e totalmente
liquida. E feito o verte em um molde de aco inoxidével, previamente aquecido a 470°C
em forno mufla (Forno Mufla 3000 10P Inox 220V, EDG Equipamentos e controles Ltds,

Sao Carlos BRA), permitindo que o material sofresse um choque térmico.
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Figura 2.1: Rampas de aquecimento dos materiais para o processo de manufatura dos
vidros bioativos.

O material fundido foi entao transformado em pé e, em conjunto com o P,Os5, adicio-
nado novamente ao cadinho de platina para ser aquecido até a temperatura de fusao (1100
°C para os vidros boratos e 1300 °C para o vidro silicato), por 20 minutos, até atingir o
estado liquido. Posteriormente, o liquido foi vertido em um molde de ago, previamente
aquecido a 470 °C, para o choque térmico. Os trés vidros foram submetidos ao processo de
trituracao, sendo pulverizados manualmente em almofariz de agata. A tamisacao obtida
para cada vidro foi realizada utilizando peneiras de nylon com tamanho de particula entre

180 e 250 pm.
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2.2 Parametros experimentais

2.2.1 Andlise térmica

A andlise térmica foi realizada utilizando um calorimetro (SDT Q600 v20.9, TA Ins-
truments, New Castle USA), acoplado com o médulo de DSC-TGA, apoio técnico do
Laboratoério do Grupo de Vidros e Ceramicas, em colaboragao com o Professor Joao Car-
los Silos Moraes da Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho", campus de
Ilha Solteira. As medidas foram realizadas em cadinho de platina com taxa de aqueci-

mento de 10°C/min até uma temperatura de 1100°C em atmosfera de nitrogénio.

2.2.2 Analise de tamanho de particula

Para a obtencao da distribuicao de tamanho de particula utilizou-se um analisador
de tamanho particulas por difragao de laser (Bettersizer S2-WD, Bettersize Instruments,
Dandong CHN) com apoio técnico do Grupo de Estudos Multidisciplinares do Ambiente
(GEMA) da Universidade Estadual de Maringd (UEM), equipado com uma fonte de
excitagdo em 635 nm, e configurado com o método de espalhamento Mie. Os vidros em
p6 foram depositados em um porta amostra em suspensao com dgua destilada por dois

minutos antes da andlise. O resultado da medida é uma média de trés varreduras.

2.2.3 Difratometria de raios X (DRX)

Difratogramas de raios X das trés amostras, antes e pds imersao em SBF, foram obtidas
por meio de um difratémetro de raios X (XDR-7000, Shimadzu, Quioto JPN), com o
apoio técnico do Grupo de Desenvolvimento e Inovacao em Dispositivos Multifuncionais
(GDDM) da UEM, utilizando radiacao Ka-Cu, sobre tensao de 40,0 kV e 30,0 mA de
corrente. As amostras em pd, foram dispostas em um porta amostra de vidro, e cada

medida foi realizada em temperatura ambiente com passo de 0,7 ©/min de 7° a 65°.
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2.2.4 Espectroscopia Raman

Espectros Raman foram adquiridos por meio de um microscépio Raman Confocal
(Senterra, Bruker Optik GmbH, Ettlingen DEU), denominado pu-Raman, disponivel no
Complexo de Centrais de Apoio & Pesquisa (COMCAP) da UEM. As amostras foram
submetidas a uma excitacao de 532 nm com poténcia nominal de 20 mW, em grade de
1200 grooves/mm e lente de magnificagdo de 20x. Cada espectro é uma média de 30
varreduras obtidos com um tempo de integracao de 20 segundos, resolucao espectral de 3

1

a 5 cm ™! na regidao de 1800 a 300 cm~!. Todos os espectros foram normalizados por meio

do método do vetor normalizacao e submetidos a correcao de linha de base.

2.2.5 Espectroscopia FTIR-ATR

Utilizou-se um espectrometro no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
(Bruker Vertex 70v FTIR, Bruker Optik GmbH, Ettlingen DEU), acoplado a um acessé-
rio de Reflectancia Total Atenuada (ATR)(modelo Platinum Diamond ATR Unit A225,
Bruker Optik GmbH, Ettlingen DEU) disponivel no COMCAP da UEM para obter cada,
espectro das amostras em po, antes e pés imersao em fluido corporal simulado, foi utili-

! intervalo espectral 4000 a

zado a seguinte configuracao: resolugao espectral de 4 cm™
400 cm ™! e 128 varreduras, em temperatura ambiente. Todos os espectros foram norma-
lizados utilizando o método do vetor normalizacao e submetidos a correcao de linha de

base.

2.3 Teste de bioatividade in vitro

Fluido Corporal Simulado (SBF) foi preparado seguindo o protocolo descrito por Ko-
kubo e Takadama [3]. A Tabela 2.2 apresenta todos os reagentes utilizados, e as respecti-
vas quantidades para a producao do SBF, que é preparado em 700 ml de agua ultra pura

(Direct-Q®3 UV, Merck Millipore, Burlington USA).
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Tabela 2.2: Reagentes utilizados para a producao de Fluido Corporal Simulado [3].

Ordem Reagente Quantidade

1 NaCl 8,035 g
2 NaHCOs4 0,355 g
3 KCl 0,225 ¢

KyHPO,43H,0 0,231 g

5 MgCl, 6 H,O 0,311 g
6 1,0M-HCl 39 ml
7 CaCly; 2H,0 0,387 g
8 Na,SOy, 0,072 g
9 Tris 6,118 g
10 1,0M-HCl 0-5 ml

Inicialmente, os 700 ml de agua ultra pura foram depositados em um béquer de plas-
tico, na presenca de um agitador magnético e banho térmico (Banho maria TE-054 mag,
Tecnal Equipamentos Cientificos, Piracicaba BRA) configurado a 36,5 °C e com preci-
sao de 0,1 °C. Com o auxilio de um pHmetro (mPA210, MS Tecnopon Equipamentos
Especiais, Piracicaba BRA) com precisao de + 0,001, devidamente calibrado, e de um
termometro comum, com precisdao de + 0,1, os reagentes foram adicionados, na ordem
descrita na Tabela 2.2. Na diluicdo dos reagentes tomou-se o cuidado para adiciona-los,
somente apos a diluicao do ultimo reagente adicionado e sempre mantendo a temperatura
36,5 °C. Por fim, completou-se com agua ultra pura para se obter 1000 ml de solucao e
averiguou-se o pH em 7,42 a 36,5 °C.

Em seguida, apos o resfriamento do fluido a temperatura ambiente, com um filtro
(Merck Millipore) de 0,22 pm realizou-se a filtragem e armazenamento da solu¢do em
frasco plastico a uma temperatura entre 6 a 10 °C.

Para a realizagdo do teste de bioatividade foram utilizados tubos de 15 ml de fundo
conico (tipo falcon), sendo cada tubo preenchido com 11 ml de solugdo SBF para 11 mg

de amostra em pé (n=3). Apos adicionar as amostras em p6 ao fluido, manteve-se o
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frasco em imersao em banho térmico a 36,5 °C. Para cada vidro foi utilizado 9 periodos
de imersao: 1, 3, 6, 12, 24, 48, 96, 168 e 336 horas. Inicialmente, a cada 12 horas, cada
frasco em imersao foi agitado gentilmente de forma manual a fim de aumentar o contato
do p6 com o fluido. Apds o periodo de 48 horas a agitacao ocorreu a cada 24 horas.

Apés cada periodo, os tubos foram retirados do banho térmico e transferidos para
uma centrifuga para a sedimentacao do material restante, utilizando 3000 rotagoes por
minuto, por um periodo de 5 minutos. Retirou-se o liquido sobrenadante e a amostra
precipitada foi lavada com agua ultra pura. Novamente, os frascos foram centrifugados a
3000 rotagoes por minuto, por 5 minutos, retirou-se o sobrenadante de agua ultra pura e
adicionou-se alcool isopropilico ao material precipitado. Por meio de uma pipeta aspirou
o material que foi entdo secado em um estufa por 24 horas. O pH do SBF foi aferido
antes e apos a imersao dos vidros.

Por fim, apds a secagem do material, aferiu-se a massa utilizando uma balanca analitica

(UW220D, Shimadzu, Quioto JPN) de precisao +0,1 mg.

2.4 Ensaios biol6gicos in vitro

Os ensaios bioldgicos foram desenvolvidos em conjunto com o laboratério da profes-
sora Maria Ida Bonini Ravanelli Speziali e a doutoranda Amanda Gratao Silvestrin, do

Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias Fisiolégicas da UEM.

2.4.1 Cultivo celular

A linhagem L-929 de fibroblastos foram cedidas pelo professor Joao Carlos Palazzo de
Mello, do Departamento de Farmacia da UEM. As células foram cultivadas em frascos
de cultivo (25 cm?) contendo High Glucose-Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,
Gibco™- Thermo Fischer Scientific, USA), suplementado com penicilina-estreptomicina
1% (Pen-Strep, Sigma-Aldrich™, St. Louis USA) e soro fetal bovino a 20% (FBS,
Gibco™- Thermo Fischer Scientific, USA). As garrafas foram mantidas em estufa para

cultura de células em atmosfera com 5% de CO, a 37°C e os experimentos foram execu-
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tados apds a verificacao de confluéncia celular! de aproximadamente 80%.

Figura 2.2: Monocamada de células L.-929 aderidas em frasco de cultivo em confluéncia.

2.4.2 Avaliacao da viabilidade Celular pelo método MTT

Os experimentos para estimativa da viabilidade celular foram realizados com quatro
grupos, sendo trés grupos de amostras de vidro bioativo (60B5F2P, 13.93-B3 e 4555) e um
grupo controle de células sem tratamento, utilizando o método MTT-Formazan (1-(4,5-
Dimethylthiazol-2-y1)-3,5-diphenyl formazan, Thiazolyl blue formazan, Sigma-Aldrich™
St. Louis USA). As células [-929 foram cultivadas em monocamada, em placas 96 pogos,
com concentragao inicial de 2,4 x 10% células/poco e em meio completo suplementado
com antibidticos. As placas foram incubadas em estufa de cultivo por 24 horas antes da
realizacao do experimento.

Posteriormente, foram preparadas solugoes dos vidros bioativos em suspensao no meio
de cultura, com a concentracao de 1000, 700, 400 e 100 pug/ml, que manteve-se em sus-
pensao pelo periodo de uma hora, sob efeito de ultrassom a 37°C. Seguiu-se retirando o
meio de cultura dos pocgos e substituindo com o novo meio, dividindo os pogos em grupos:

Controle, 4555, 13.93-B3 e 60B5F2P, em concentragoes crescentes de 100 a 1000 pg/ml.

!Confluéncia celular é a porcentagem de area coberta pela aderéncia das células.
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As placas foram novamente incubadas em estufa de cultivo por 1, 12 e 24 horas, seguindo

de acordo com a esquematizacao apresentada na Figura 2.3.

C 4585 13.93-B3 60B5F2P

112 3 4 6 7 8 10 11 12

400 pg|
700 ug
1000 g
100 pg|
400 pg|
700 pg
1000 g

Garrafa 1

T mmmiONnw>

Garrafa 2

Figura 2.3: Esquema da placa de 96 pogos para o teste de MTT. As regides destacadas
(colunas) em verde, cinza, vermelho e azul mostram as posigoes dos grupos controle,
4555, 13.93-B3 e 60B5F2P, respectivamente, em concentragoes de 100, 400, 700 e 1000
pg/ml (linhas). As colunas em preto sdo pogos nao utilizados.

Apoés o tratamento, as células foram incubadas por 2 horas, a 37°C em CO5-5%, com
MTT (5mg/ml, em tampao DPBS do inglés Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) para
a incorporacao do mesmo e consequente formacgao dos cristais de formazan pelas células
metabolicamente ativas. Em sequéncia, a solucdo de MTT foi retirada e substituida
por DMSO (Dimetil Sulféxido-100%, Sigma-Aldrich™, St. Louis USA), 100 ul/pogo e
incubada novamente por 15 minutos em estufa para a solubilizacao completa dos cristais
de formazan.

Leituras de absorbancia foram realizadas utilizando uma leitora de microplaca FlexS-
tation 3 (FlexStation 3, Molecular Devices, LLC, San José USA), com comprimento de
onda em 542 nm, disponivel no COMCAP da UEM. O ntmero de células viaveis foi

estimado e expresso em porcentagem relativa ao controle.
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2.4.3 Teste de ferida (Scratch assay)

O teste de ferida foi realizado para avaliagdo do efeito dos vidros bioativos 60B5F2P,
13.93-B3 e 45S5 na capacidade de migragao e proliferacao das células 1.-929, semeadas em
placas de 96 pogos, com concentragao de 2,4 x 10* células/poco. Atingindo a confluéncia
no poc¢o, uma ferida foi realizada na monocamada aderida, utilizando a ponteira de uma
pipeta de 10 ul em cada pogo. A Figura 2.4 ilustra o procedimento experimental para o

teste de ferida.

a)
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203 AWl 5 60 819 10 il 2
A CONTROLE
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Figura 2.4: Em a) Esquema da placa de 96 pogos para o teste de ferida. As regices
destacadas (linhas) em verde, cinza, vermelho e azul mostram as posi¢des dos grupos
controle, 4555, 13.93-B3 e 60B5F2P, respectivamente, em concentragoes de 100 ug. Os
pogos de A até D sdo pogos suplementados com meio pobre em FBS (5%) e os pogos de
E até H suplementados com meio rico em FBS (10%). b) Exemplo de pogo com células
aderidas e ponteira de 10 p utilizada para realizacao da ferida. c¢) Pogo com células
aderidas e com a ranhura delimitada em vermelho para melhor visualizagao.

Apés a realizacao das feridas nos pogos, metade das células foram mantidas com o 10%

de soro fetal bovino (FBS) no meio, e metade permaneceu em meio pobre de FBS (5%)
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para reduzir a interferéncia da proliferacao celular e afim de avaliar os efeitos proliferacao
e migragao separados [64,65]. Cada vidro bioativo foi adicionado nos meios de cultura
padrao e pobre em FBS, obtendo a concentragao de 100 pg/ml por poco de cada amostra.
Um grupo de células sem tratamento foi utilizado como controle para comparacao da taxa
de fechamento da ferida. As placas foram mantidas em incubadora, a 37°C em CO,-5%.
As imagens foram coletadas a cada 24 horas utilizando um microscopio invertido (Primo,
Carl Zeiss, Oberkochen DEU) até o periodo de 72 horas, posteriormente as imagens de 0
horas e 76 horas foram avaliadas utilizando o software Image J para a determinacao da
drea em branco (sem células), para calcular a drea percentual usando a variagdo da éarea
determinada em relacdo ao tempo [64,65]. A Figura 2.5 é um exemplo de uma &rea de

ferida delimitada para determinagao de area sem células.

Figura 2.5: Exemplo de determinacao de drea de uma ferida em uma monocamada de
células aderidas. No canto inferior direito, em vermelho, a barra de escala de 100 pm.
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2.4.4 Testes estatisticos

Os resultados obtidos nos ensaios biologicos in vitro de MTT foram analisados esta-
tisticamente, utilizando teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para as amostras com
distribuicao normal, utilizou o teste para amostras paramétricas, ANOVA de um fator e
utilizou-se o post hoc de Bonferroni. Em caso de distribui¢ao nao normal, foi empregado
o teste nao paramétrico, Teste de Kruskal-Wallis. O nivel de significincia adotado para
ambos os testes foi de 95% (p < 0,05).

Para o teste da ferida, foi utilizado o teste estatistico ANOVA de dois fatores, utilizando-

se o post hoc de Bonferroni e adotou-se o nivel de significincia de 95% (p < 0,05).
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CAPITULO 3

Resultados e Discussao

3.1 Caracterizacao dos Materiais

A caracterizacao dos biomateriais foram efetuadas nos vidros em pé, afim de avaliar
as caracteristicas fisicas e os grupos funcionais quimicos de interesse (borato, silicato e

fosfato) e serdo apresentadas as andlises nas se¢oes a seguir.

3.1.1 Tamanho de Particula

Os trés vidros foram tamisados conforme descritos em Materiais e Métodos (capitulo
2, secao 2.1), e submetidos as andlises para verificar e padronizar o tamanho de particula
a ser utilizado nos experimentos, a fim de se diminuir fenémenos que poderiam estar
relacionados as diferengas de tamanho. A distribuicdo do tamanho de particulas para

cada vidro estd na Figura 3.1.
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Figura 3.1: Distribuicao de tamanho de particula para as amostras de vidro bioativos:
60B5F2P, 13.93-B3 e 4555, apds o peneiramento em peneira de faixas de mesh de 180 a
250 pm.

Os resultados obtidos demonstraram uma distribuicao de tamanho para as trés amos-
tras em po, se concentrando na faixa de 85 um a 710 ym. O D50, também chamado de
tamanho médio das particulas, foi de 282,8, 284,13 e 306,53 um para os pds dos vidros
bioativos de 4555, 13.93-B3 e 60B5F2P respectivamente.

O processo de pulverizagao dos vidros, realizado manualmente com choques mecanicos,
ocasionou em particulas com diferencas morfologicas, desta forma particulas com tamanho
maiores a granulometria das peneiras utilizadas as atravessaram resultando na distribuicao
da Figura 3.1. Além disso, a presenca de particulas de tamanhos menores, pode ser

atribuido devido as forcas de interacoes eletrostaticas.

3.1.2 Difratometria de raios X

Os difratogramas obtidos por meio da técnica de DRX realizada nos vidros 60B5F2P,

13.93-B3 e 45S5 estdo expostos na Figura 3.2. E possivel observar halos, formas caracte-
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risticas de materiais amorfos, o que determina a natureza desordenada da estrutura dos
vidros, podendo se averiguar que durante o processo de manufatura dos materiais nao

foram formadas fases cristalinas.
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Figura 3.2: Difratogramas de raios X dos vidros 4555, 13.93-B3 e 60B5F2P.

3.1.3 Andlise Térmica

A caracterizacdo térmica dos materiais permite a avaliagao de diferentes regides de
temperatura no qual podem ocorrer mudancas estruturais nos materiais. Foram determi-
nadas as temperaturas especificas: transicao vitrea (T¢), inicio de cristalizagao (T ), pico
de cristalizagao (T¢) e inicio de fusdo ou decomposigao de fases cristalinas (7). Quando
acima da temperatura de cristalizagao, os vidros se encontram em estado liquido com alta
viscosidade [1].

Na Figura 3.3 ¢ apresentado o comportamento térmico dos vidros estudados, 4555,

13.93-B3 e 60B5F2P, obtidos por meio da técnica de DSC. A Tabela 3.1 mostra as tem-
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peraturas caracteristicas para cada amostra.

*T6. T a b

T

X
X "'Tx
A IR o
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Figura 3.3: Termogramas obtidos para os vidros bioativos 4555, 13.93-B3 e 60B5F2P,
com taxa de aquecimento 10 °C/min, em atmosfera de nitrogénio. As regioes
pontilhadas destacam as temperaturas caracteristicas dos vidros. Os detalhes mostram
a) a regido de Ty, b) e ¢) as regides de Ty e os picos de T¢ e d) a regiao de Ty;. A
interseccao das retas determinam as temperaturas de inicio das mudancas estruturais.

Tabela 3.1: Caracterizacao térmica dos vidros bioativos estudados, em po, obtido a
partir do termograma das andlises de DSC.

Ta Tx Tc T Toan Thro AT
Amostra
(£5°C) (£5°C) (£5°C) (£5°C) (£5°C) (£5°C) (£ 10°C)
45S5 517 689 725 - - - 172
13.93-B3 493 665 701 903 919 973 172
60B5F2P 507 661 680 842 865 941 154

O vidro a base de silicato possui todas as temperaturas caracteristicas mais altas que

os de borato, ocasionado pela estabilidade da rede tetraédrica de SiO4 [66]. A temperatura
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de fusao do vidro 45S5 nao foi observada no termograma, devido a temperatura maxima
da medida ter sido realizada até 1100°C, sendo menor que a temperatura de fusdo. A
temperatura de fusao do 45S5 ocorre na regiao entre 1070 a 1278 °C, com dois picos
endotérmicos, Ty e The em 1192°C e 1255°C, respectivamente, sendo associadas as
decomposigoes de fases cristalinas [5,67].

A diferenca na temperatura entre os vidros boratos ocorre pela presenca dos oxidos
modificadores no vidro 13.93-B3, tal como o MgO e K5O, que podem aumentar a ener-
gia necessdria para as mudangas estruturais [68]. Também é observado, que ha duas
regides de picos endotérmicos para os vidros boratos, em temperatura superior ao Ty, as
temperaturas de pico Ty e Thra.

As temperaturas caracteristicas obtidas para os vidros bioativos 4555 e 13.93-B3 estao
de acordo com as avaliagdes disponiveis na literatura [5, 67-69] , assim como para o
60B5F2P que também demonstrou resultados compativeis com os trabalhos ja realizados
anteriormente [4,50].

A estabilidade térmica (AT), é correspondente a resisténcia que o material tem para a
formacao de fases cristalinas e para o processo de nucleacao foi calculada para os trés vidros
bioativos utilizando os valores obtidos por meio dos termogramas. Em geral, os vidros
que possuem uma estabilidade térmica acima de 100°C, podem ser tratados termicamente

antes do inicio das fases cristalinas [70].

3.1.4 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman foi empregada para obter informacoes dos modos vibracionais
dos grupos quimicos com o objetivo de caracterizar os vidros bioativos 60B5F2P, 13.93-B3
e 4555 pré-imersao em SBF.

Os espectros Raman obtidos para cada vidro estdo mostrados na Figura 3.4, e na
Tabela 3.2 sao apresentadas as principais atribui¢oes quimicas.

Observa-se que vidro 45S5 possui uma banda centrada em 625 cm ™!, designada para os
grupos de Si—O-Si, que comumente ocorre em sistemas vitreos NayO — CaO — SiO, [6].

1

A bem definida banda, centrada em 946 cm™, ocorre por vibragoes de estiramentos
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Figura 3.4: Espectros Raman normalizados das amostras vitreas: 4555, 13.93-B3 e
60B5F2P.

simétrica dos grupo fosfato (POy), sendo o mais intenso pico do espectro [5]. Em 861, 980
e 1033 em ™!, h4 contribuicido de bandas associadas a ligacdes com pontes de oxigénios ndo
ligantes (NBOs) sendo, SiO4*, SipO6*™ e Siy052~ com 4, 2 e 1 NBOs, respectivamente [5].
As duas ultimas bandas com NBO mencionadas estao sobrepostas, e por isso nao sao bem
definidas no espectro.

Nota-se que os espectros dos dois vidros de borato sdo semelhantes. Estudos sobre a
organizacao estrutural destes vidros demonstram que ha a possibilidade de coexisténcia
de grupos de BO3 e BO,, unidades trigonais e tetragonais, respectivamente, na formacao
de superestruturas [71].

Nos vidros borato, em 510, 515, 765 e 948 cm™' ocorrem bandas de pentaboratos.
Estas bandas estao associadas a quantidade de éxidos de fésforo modificadores presentes
nos vidros [7]. O ombro em 998 cm™! pode ser atribuido as unidades de PO, tetraédrico

ligados por compartilhamento de dtomos de oxigénios [8]. Em 1111 cm™! observa-se uma
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regido relacionada aos grupos de diborato e por fim, em 1484 e 1462 cm ™! ocorre a banda

do grupo das cadeias e anéis de metaboratos [7].

Tabela 3.2: Atribuicao quimica das principais bandas de espectroscopia Raman
presentes nos espectros dos vidros 60B5F2P, 13.93-B3 e 45S5 [4-8].

4555 13.93-B3 60B5F2P
Centro das Centro das Centro das
bandas Atribuigdo quimica bandas Atribuigdo quimica bandas Atribuicao quimica
(em™) (em™) (em™)
1484 Metaborato 1462 Metaborato
1111 Diborato 1111 Diborato
1033 Sip052~
998 Polifosfato 998 Polifosfato
980 Siy Ot~

948 Pentaborato, B-O—P 946 Pentaborato, B-O-P

946 PO,
861 Si0,1-

765 Pentaborato 765 Pentaborato
625 Si-0-Si

515 Pentaborato 510 Pentaborato

3.1.5 Espectroscopia FTIR-ATR

A espectroscopia FTIR-ATR, em conjunto com a espectroscopia Raman, se tornam
uma vantajosa combinagao para a caracterizacao de biomateriais. Por exemplo, a espec-
troscopia FTIR é mais sensivel a deteccao de moléculas polares, enquanto a Raman é
menos dependente da polaridade molecular.

A Figura 3.5 mostra os espectros de FTIR-ATR dos vidros 60B5F2P, 13.93-B3 e 45S5.

A amostra de vidro 45S5 apresentou em seu espectro cinco bandas ja reportadas
anteriormente na literatura. As bandas apresentadas em 497 e 1012 cm ™!, sdo provenientes
de ligagdes do silicato, sendo elas respectivamente, flexao e estiramento de Si—O—Si [5].
A banda em 918 cm~! é relacionada a ligacdes com pontes de oxigénios nao ligantes,
Si—O-NBO, na rede do vidro [5,10]. Em 592 cm™! observamos, uma banda de fosfato

amorfo, enquanto a banda de 738 cm™! ocorre por conta de ligagoes de P-O—P [5].
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Figura 3.5: Espectros FTIR-ATR normalizados dos vidros bioativos: 45S5, 13.93-B3 e
60B5F2P.

Os vidros boratos possuem espectros similares. A banda centrada em 557 cm™! é

caracterfstica de grupos fosfatos, POy [9]. Em 701 e 713 cm™! observa-se as bandas
provenientes de dobramentos de unidades de BOj3 [9,11,12]. Nas bandas centradas em
923 € 937 cm ™! tém-se os estiramentos de B-O de BOy4 [9,11,12] . Por fim, as bandas em
1332 e 1365 cm ™! de estiramentos das ligagoes de B-O, pertencentes aos grupos trigonais

de BOj se faz presente [9,11,12]. Estas bandas estdo sumarizadas na Tabela 3.3.

3.2 Pos-Imersao

Ap6s a realizagdo do processo de imersao em SBF, por periodos variando de 1 a 336

horas (14 dias), foram realizadas as analises do meio de imersdao e dos vidros bioativos.
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Tabela 3.3: Atribuicdo quimica das principais bandas de FTIR-ATR presentes nos
espectros dos vidros 60B5F2P, 13.93-B3 e 4555 [4,5,9-12]

4555 13.93-B3 60B5F2P
Centro das Centro das Centro das
bandas Atribuicdo quimica bandas Atribuicdo quimica bandas Atribui¢do quimica
(em™1) (em™1) (em™1)

497 Si-0-Si
592 PO, 957 POy 957 PO,
713 BO;3 701 BO;3
738 P-O-P
918 Si-O-NBO
937 BO4 923 BO,4
1012 Si—-0-Si
1365 BO;3 1332 BO;3

3.2.1 Analise de pH e perda de massa

O processo de bioatividade, originalmente proposto por Hench para vidros bioativos
de silicato [19], pode ser entendido como uma forma de corrosdo do vidro, que envolve
interagoes complexas entre o material e os fluidos de imersao. O aumento do pH estéd
associado a dissolucao de ions presentes na superficie do material.

Durante o processo de imersao das amostras é esperado que ocorram alteragoes nos
biomateriais devido a biodegradacao e a formacao de camadas apatitas. Portanto, apds
cada periodo o pH do meio de imersao foi avaliado, a 37,0°C, e a massa de todos vidros
bioativos foi aferida na balanca semi-analitica. A Figura 3.6 apresenta os valores de pH e
a perda de massa comparando a massa antes e apés, em percentual, em funcdo do tempo
de imersao.

Quando em imersao espera-se que o biomaterial comece a reagir com o meio, ocasio-
nando em trocas i6nicas entre eles. Quando ha bioatividade no material é esperada sua
degradacao, e sua substituicdo por uma camada superficial de fosfato de calcio. A libe-
racao de fons acaba ocasionando em alteragdes no pH e gerando uma variacdo na massa
das amostras durante o tempo de imersao.

Como é possivel observar na Figura 3.6 (A), as trés amostras em pd, apresentaram
comportamentos semelhantes de pH ao longo do tempo, aumentando para valores proé-
ximos a 8,0 no periodo final de imersao. Nos periodos menores que um dia de imersao

ocorre variagao de pH mais abrupta, como mostra o detalhe na Figura 3.6 (A), apés este
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periodo o pH segue aumentando, porém de forma mais gradativa, tendendo a saturacao
ao final das 336 horas (14 dias) de imersao.

Vidros boratos tem uma vasta quantidade de unidades trigonais BOj3 e tetraédricas
BO, ligadas durante a formagao da estrutura de rede vitrea, enquanto os cations modi-
ficadores, tais como Nat, K e Mg®", estabilizam a carga liquida por meio de pontes de
oxigénio. Nestes vidros, o processo de lixiviacio comeca com a dissolucdo de fons Na™
e Ca®t da superficie do vidro para a solucdo, enquanto a rede B-O do vidro é afetada
pela solucdo de fosfato, aumentando os niveis de cations e OH . O HT criado durante
a hidrolise da dgua rompe a estrutura da rede do vidro, produzindo B(OH); ou B(OH),
soliiveis em agua.

Apés a rede de borato na superficie do vidro ser rompida, os fons PO,*  no meio
de dissolucdo reagem com fons Ca*" na superficie do vidro, provocando a nucleacio de
fosfato de calcio. Posteriormente, o fosfato de calcio criado pode ser permeado por ions
PO,* adicionais através de seus canais, reagindo com os sitios Ca?" abaixo dele para
gerar uma camada adicional de fosfato de calcio. Este processo continuo de dissolugao-
precipitacao pode produzir iniimeras camadas de fosfato de calcio que reduzem a interagao
vidro-solucao até que o vidro de borato agregado seja transformado em fosfato de calcio,
em sua forma mais cristalina: a hidroxiapatita [2].

A Figura 3.6 (B) mostra a perda de massa das amostras, comparando pré com pos-
imersio em SBF. E possivel observar que todos os vidros bioativos perderam massa
durante as 336 horas de imersdo em SBF. Sendo o comportamento dos vidros boratos
semelhantes.

Para o vidro 60B5F2P, a perda de massa percentual chegou a atingir cerca de 90% entre
os periodos de 168 a 336 horas, e para o 13.93-B3 69% em 168 horas (7 dias) e 83% em 336
horas (14 dias). Isto indica que o vidro 60B5F2P possui uma dindmica mais acelerada,
com maiores alteragoes ocorrendo a partir de 96 horas e tendendo a se estabilizar ja em
168 horas de imersao, enquanto para o vidro 13.93-B3 a dindmica continuou evoluindo de
maneira progressiva durante as 336 horas de experimento.

As mudancas observadas nos vidros boratos, sugerem que a dissolu¢ao do boro e dos
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Figura 3.6: Comportamento dos vidros 4555, 13.93-B3 e 60B5F2P em fun¢ao do tempo
de imersao (n = 3): (A) variagao de pH da solucao de imersao e (B) perda de massa
percentual dos vidros. As linhas sdo guias visuais. No tempo igual a zero (pré-imersao)
o pH do SBF ¢ igual a 7.,4.

ions modificadores, tais como sodio, cdlcio, flilor, magnésio e potassio, e em conjunto
com os ions de fosfato no fluido acabam por se organizarem em camadas de fosfato de
célcio [22,72,73], fornecendo as mudangas descritas para o pH e a massa. Sendo que pos-
sivelmente, o vidro 60B5F2P possui menor durabilidade entre as trés amostras, portanto
tem a tendéncia de maior dissolu¢do em contato com o SBF [22].

Sabe-se que o processo de degradagao do vidro 45S5 inicia-se com uma liberagao
seletiva de fons que ocasiona em um aumento de pH. Existem evidéncias que nos tempos
iniciais, o Bioglass® possui uma maior liberacao de ions de calcio que vidros boratos
[9,74], o que poderia indicar uma alteracdo mais abrupta de pH no periodo de uma hora.
Da mesma maneira, nesse mesmo periodo, uma maior perda da massa, comparada aos
vidros borato, que pode ter sido ocasionado pela dissociagao de particulas de tamanhos
menores, ja discutidas anteriormente no tépico 3.1.1, indicando uma degradacdo inicial
do material. Posteriormente, o pH continua tendo um aumento progressivo, mas nao sao
visiveis alteragoes significativas na massa, um possivel indicativo da repolimerizacao da

rede de silicato [28].
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3.2.2 Espectroscopia Raman

Apoés o procedimento de imersdao das amostras em SBF, os trés vidros apresentaram
uma dinamica de alteragoes espectrais dentro das 336 horas de experimento, como é

possivel observar por meio da Figura 3.7.

a) b) c)
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Figura 3.7: Espectros Raman normalizados dos vidros bioativos em diferentes periodos
de imersao em SBF comparados com o espectro da hidroxiapatita (HAp). Em a)
60B5F2P, b) 13.93-B3 e ¢) 45S5. Os simbolos *, A, { e e indicam as alteracoes nas
bandas de fosfato (PO,?), borato (BO3 e BO,), silicato (SiO) e carbonato (CO3?),

respectivamente.

Nas primeiras 24 horas, os trés biomateriais nao apresentaram alteracoes espectrais
significativas quando em imersao em SBF. Todavia, no periodo de 48 horas, nas amostras
a base de borato, ¢ possivel observar que a banda centrada em 946 cm™!, situa-se agora
em 949 cm~! no vidro 60B5F2P e de 948 em 952 cm~! para o 13.93-B3. Nesta regiao
do espectro, ocorre sobreposicao bandas de B-O-P do borato e de PO, do fosfato, que
1

fica mais evidente com a dissolugao do boro. A banda de PO, desloca-se para 961 cm™

posteriormente, tornando-se a banda mais intensa do espectro, e pode-se relacionar esse
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deslocamento com a cristalizacao do fosfato de calcio formado, possivelmente tornando-se
uma apatita.

Também observa-se o surgimento de bandas em 1071, 586 e em 428 cm ™! para os trés
vidros bioativos, entretanto, para o 45S5 essas bandas sao menos definidas, podendo ser
um indicio que o fosfato de célcio formado estar menos cristalino.

As quatro bandas mencionadas estao presentes em espectros de apatitas, tal como a
hidroxiapatita, com atribuig¢oes para unidades de fosfato, sendo v9POy, v4POy, v1POy4 e
COs? para as bandas presentes em 428, 586, 961 e 1071 cm™!, respectivamente.

As alteracoes que ocorrem no espectro apresentam uma dindmica mais intensa para os
vidros de borato, com as bandas de borato desaparecendo em fun¢ao do tempo de imersao,
demonstrando que, praticamente, todo o vidro foi convertido em fosfato de calcio. Como
discutido na secao de Analise de pH e perda de massa, os vidros borato perdem muito mais
massa que o silicato, o que pode se correlacionar com uma maior eficiéncia na conversao
do vidro bioativo de borato em fosfato de célcio.

A dindmica de bioatividade observada para o vidro bioativo 60B5F2P em p¢ é diferente
do que ja foi observado em trabalhos anteriores quando imerso em peca, onde ja a partir
de 1 hora ja era possivel observar caracteristicas de apatita nos espectros Raman [4],
enquanto para este trabalho foi observado de forma mais evidente a partir de 96 horas.

Esta diferenca pode ser atribuida a fatores experimentais, como menor volume de
amostra e diferengas metodoldgicas nos experimentos, sendo necessario a utilizagdo de
diversos processos (centrifugagao, filtragem e secagem em estufa) para a avaliagdo das

amostras em po pds-imersao.

3.2.3 Espectroscopia FTIR-ATR

A Figura 3.8 apresenta os espectros de FTIR-ATR obtidos para as amostras em todos
os periodos de imersao, na qual é possivel observar uma dinamica de alteragoes estruturais
dos vidros.

Os vidros 13.93-B3 e 60B5F2P se comportam de maneira similar no tempo, quando

em contato com o SBF. J4 no periodo de uma hora, sao observadas bandas pouco proemi-
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nentes atribuidas & unidades de fosfato em 1026 e 602 cm ™!, que se tornam mais evidentes
com o tempo devido a atenuacao das contribui¢oes das bandas de borato.

As bandas de fosfato se intensificam em conjunto com o aumento da cristalinidade,
nos periodos de tempo maiores, atingindo as maiores variagbes em periodos acima de 24
horas, ainda, a contribuicao das bandas de borato, presentes nas regices de 700, 937 e 1350
cm ™!, diminuem indicando a dissolucao do boro na solucdo, concomitante ao aumento da,

cristalinidade do fosfato de célcio.
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Figura 3.8: Espectros de FTIR-ATR normalizados dos vidros bioativos: a) 60B5F2P,
b)13.93-B3 e ¢) 4555 em diferentes periodos de imersao em SBF. Os simbolos x, A, e
e indicam as alteracdes nas bandas de fosfato (PO4*), borato (BO3 e BOy), silicato
(SiO) e carbonato (CO3?), respectivamente

Em 168 horas de imersao as maiores alteracoes espectrais foram observadas. As bandas
de BO3 e BOy4 ja nao sao mais identificaveis no espectro e as bandas localizadas nas proxi-
midades de 565 e 602 cm ™!, atribuidas aos modos vibracionais v, triplamente degenerado

da deformagao angular de O-P-O presentes nos fons de fosfato (PO,*~) [75], podendo
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estar correlacionado a formagcao da hidroxiapatita carbonatada, e a definicdo destas ban-
das é comumente correlacionada ao grau de cristalinidade da hidroxiapatita carbonatada
formada [76]. A detecgao apenas como um ombro no espectro, pode indicar a presenga de
uma hidroxiapatita carbonatada com baixa cristalinidade, ou ainda a existéncia de uma
fase amorfa percursora de sua formagao, como o fosfato de calcio amorfo [75,76], como
observado para periodos de tempos menores que 168 horas.

A presenca da banda em 870 cm™!, evidente a partir de 96 horas, pode ser atribuida
ao carbonato, do modo de vibracao v, de dobramentos de ligacoes de C-O em ions de
CO3%~, fortalecendo a possibilidade da formacao da hidroxiapatita carbonatada.

Por fim, nas amostras de 45S5 observa-se no periodo de 24 horas que ha uma alteragao

1 1

na intensidade relativa da banda de 927 cm™ em comparacao a banda de 1020 cm™,

indicando trocas idnicas e hidrélise da rede de silica [9]. As demais bandas de silicato
também se atenuaram nos periodos de imersido. Em 48 horas, a banda em 1200 cm™!
torna-se visivel, indicando a polimerizagao de grupos de silanol [9]. No final das 336 horas
de imersao, ainda é possivel ver caracteristicas espectrais do 4555, além do fosfato de
calcio carbonatado formado, entretanto nao tao cristalino como nos boratos, indicando
que ha uma dindmica mais lenta.

A secao de Anélise de pH e perda de massa mostrou que os vidros boratos apresentaram
uma perda de massa muito superior ao vidro de silicato, para periodos acima de 24 horas,
onde as maiores variagoes espectrais para os vidros boratos foram observadas por meio da
técnica de espectroscopia FTIR-ATR, assim como na Espectroscopia Raman. A dindmica

observada nos espectros mostrou que a formacao de fosfato de calcio carbonatado ocorre

com maior velocidade para os vidros de borato.

3.2.4 Difratometria de raios X

A Figura 3.9 apresenta os difratogramas das amostras de vidro bioativo em todos os
periodos de imersao estudados.
Para as trés amostras as maiores alteragoes observadas nos difratogramas ocorrem a

partir de 48 horas de imersao, tempo no qual nota-se uma reducao nos halos dos vidros
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Figura 3.9: Difratogramas dos vidros bioativos: a) 60B5F2P, b) 13.93-B3 e ¢) 45S5 para
diferentes tempos de imersao em SBF.

bioativos de borato, principalmente em 20 = 46°. Em 168 horas (7 dias) para os trés
vidros, ha o aparecimento de picos, sendo os mais evidentes em aproximadamente 26 e
322 sendo no vidro 60B5F2P mais definidos, provenientes do fosfato de calcio formado.
Em 336 horas (14 dias) os picos de definem ainda mais nos boratos comparados ao silicato,
com destaque para o 60B5F2P. Picos mais largos e pouco intensos podem sugerir que o
fosfato de céalcio formado apresente baixa cristalinidade, cristais em escala nanométrica
ou ainda uma combinacao desses dois fatores [77].

A Figura 3.10 apresenta as trés amostras ao final das 336 horas (14 dias) em imersao em
SBF. Comparando com o difratograma da hidroxiapatita (JCPDS 09-0432), o 60B5F2P
apresenta os mesmos picos da Hap presentes no 4555, porém com caracteristicas mais

cristalinas, com destaque para o pico em 31,7¢ (211).
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Figura 3.10: Difratograma das amostras 60B5F2P, 13.93-B3 e 4555 em 336 horas de
imersdo em SBF, comparados a hidroxiapatita (HAp). Os simbolos representam os picos
mais intensos da HAp (JCPDS 09-0432).

O comportamento obtido para os difratogramas dos trés vidros em funcao do tempo
de imersao, estao em acordo com os resultados obtidos pelas espectroscopias Raman e
FTIR que também mostraram que ao final dos 336 horas ha a formacao do fosfato de

calcio, sendo para a amostra 60B5F2P com maior cristalizagao.

3.3 Avaliacoes biolbégicas in vitro

Os testes in vitro foram realizados para avaliar possiveis efeitos biolégicos dos vidros

bioativos em meio de células fibroblédsticas.
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3.3.1 Avaliagcao de Viabilidade Celular por MTT

A Figura 3.11 mostra os resultados obtidos da avaliacao de viabilidade celular para
os vidros bioativos 60B5F2P, 13.93-B3 e 45S5. Os testes foram realizados com quatro
concentragoes: 100, 400, 700 e 1000 pg/ml de vidro bioativo, incubados durante 1, 12 e
24 horas. Os valores representam a média de trés experimentos, realizados em triplicata,
utilizando duas garrafas, sendo cada garrafa considerado individuos independentes com
um total de n=6. O resultado é uma média expressa em porcentagem relativa ao grupos
controle (sem tratamento). Foram realizados testes estatisticos comparando os vidros

bioativos ao grupo controle, considerando p < 0,05 significativamente diferente.
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Figura 3.11: Viabilidade celular nas concentragoes de 100, 400, 700 e 1000 pg/ml dos
vidros bioativos: (A) 60B5F2P, (B) 13.93-B3 e (C) 4555 com incubagoes em 1, 12 e 24
horas. Os valores representam a média de um total de n=6 e estes dados estdo expressos
como a média + erro padrao da média (EPM) da porcentagem relativa, adotando-se o
controle como 100% da viabilidade. Os simbolos *, ** *¥** ¢ **** denota diferenca com
significancia de p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001 e p < 0,0001 respectivamente, do grupo
de amostra versus grupo controle, obtido por meio do teste estatistico de ANOVA 1
fator e teste de Krusal-Wallis.

O vidro bioativo 4555 demonstrou excelentes resultados no teste de viabilidade celular,
nao apresentando nenhuma diferenca significativa quando comparadas ao grupo controle,
o que demonstra que o 4555 pode ter sido incorporado a cultura celular de fibroblastos
sem ocasionar perda na viabilidade das células [21]. Na literatura ¢ discutido que o 4555
possui uma boa biocompatibilidade com as células fibroblasticas [.-929, e ainda, podem
estimular a liberagdo de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) [49, 78, 79].
Todavia, este resultado nao é uma implicacao de melhora da viabilidade celular, pois o
45S5 apresentou baixas taxas de dissolucao no periodo de 24 horas, sendo dificil de avaliar

os efeitos da cultura celular no curto periodo de 24 horas.
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O vidro 13.93-B3 na concentragao de 100 pug/ml nao apresentou diferenga significativa
em nenhum dos trés periodos de tempo avaliados. Mas para concentracoes maiores, efeitos
de diminuigao de viabilidade celular foram observados. Em 1000 pg/ml houve o menor
valor em 24 horas, com 70% de viabilidade. De acordo com o protocolo ISO 10993-5 de
2009, ¢é necessario que ocorra uma diminuicao de 30% da viabilidade celular para que
o material seja considerado citotéxico [80]. O comportamento observado pode ser um
indicio de que ha dose-dependéncia na amostra de 13.93-B3, no qual ha diminui¢ao da
atividade metabdlica das células em funcao da concentragao do vidro.

Similarmente, para o vidro 60B5F2P, com 100 ug, nao houve diferenca estatistica
significativa em relagao ao grupo controle, o que demonstra que em baixas concentracoes
o vidro nao afetou a viabilidade celular. Nas concentragoes de 400, 700 e 1000 pg/ml
é possivel observar que houve diminuicao da atividade metabdlica das células em 12 e
24 horas, também mostrando dependéncia a concentragao utilizada para o tratamento.
Com 700 e 1000 pg, no periodo de 24 horas, houve diminuicao da viabilidade celular para
68% e 62%, respectivamente, obtendo a menor viabilidade entre os trés vidros bioativos
estudados.

Ambos vidros de borato apresentaram uma diminui¢ao na viabilidade celular, entre-
tanto, este é um resultado esperado pois estudos indicam que a depender das concen-
tragbes de boro pode ocasionar em efeito negativo na densidade celular e viabilidade
celular. Modglin et al [60] demonstrou que em concentragdes de 0,05 M de H3BO4 (10
mg/ml de 13.93-B3) inibiu a proliferacao de células MC3T3-E1. Apesar de vidros de
borato possuirem esta taxa de citotoxicidade in wvitro, os Autores afirmam que cerca de
90% do boro presente no corpo humano é excretado por meio da urina, e em testes in
vivo o vidro borato 13.93-B3 demonstrou excelentes resultados, promovendo-o para uso
comercial [20,23,60].

Considerando que a amostra 60B5F2P apresentou uma leve citotoxicidade (38% de
perda de viabilidade celular) na concentracao de 1000 pg/ml em 24 horas de incubagdo,
os resultados obtidos para o vidro foram razoaveis.

Baseado nos resultados adquiridos pelo teste de viabilidade celular, a concentragao de
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100 pg/ml para todos os vidros bioativos foi escolhida para o teste de ferida.

3.3.2 Teste de Ferida

O teste de ferida é um ensaio padrao utilizado para avaliacao de proliferacao celular
e migragao celular [64,65]. A Figura 3.12 mostra as fotomicrografias obtidas do teste da
ferida in vitro para 100 ug/ml dos vidros 60B5F2P, 4555 e 13.93-B3 em meio de cultura

com 5% e 10% de FBS apds 72 horas, sendo o tempo zero o grupo controle.
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Figura 3.12: Imagens representativas dos experimentos realizados para analise do teste
de ferida in vitro em cultura celular de células 1.-929 cultivadas em monocamada com os
grupos controle, 4555, 13.93-B3 e 60B5F2P em meio com 5% e 10% de FBS.

A Figura 3.13 mostra a area de fechamento da ferida, em percentual, para os vidros
bioativos (100 pg) apds 72 horas de incubagao em 5% e 10% de FBS. O ensaio foi realizado
em triplicata, com um total de n=3. Os testes estatisticos foram realizados comparando

todos os grupos com o controle e entre si.

o1



| 5% de FBS [ 10% de FBS

*kkk
[

100

80

60

40 -

Area Fechada (%)

20 A

Controle 4585 13.93-B3 60B5F2P

Figura 3.13: Area percentual coberta pelas células apés o periodo de 72 horas. O
simbolo * denota diferenca estatistica entre amostra versus 4555 (**%, **** gendo
p < 0,001 e p < 0,0001 respectivamente), e e representa diferenga estatistica entre
amostra versus grupo controle (e, eee. eeee sendo p < 0,05, p < 0,001 e p < 0,0001
respectivamente).

Em 72 horas, para o meio pobre (5%) e meio rico (10%) em FBS, o vidro bioativo 4555
apresentou fechamento total da ferida, obtendo entre os trés grupos de vidros bioativos
as melhores taxas de fechamento, nao havendo diferenca estatistica com o grupo controle.
E possivel que o experimento na presenca do 45S5 nio tenha sofrido nenhuma influéncia
no fechamento de ferida, devido as baixas taxas de dissolucao do vidro observadas em
testes com o SBF. Entretanto, ha algumas evidéncias que indicam que sob a exposicao de
materiais a base de silicio, células fibroblasticos apresentaram um aumento na expressao de
B-FGF [55,58]. Estatisticamente, nao fica claro se houve influéncia do vidro no fechamento
da ferida.

Entretanto, para os vidros borato, o fechamento da ferida foi substancialmente menor.
No meio de 5%, o 13.93-B3 demonstrou diferenga significativa com relagdo ao grupo con-
trole (p < 0,05) e 4555 (p < 0,0001). Ja para o vidro 60B5F2P, a diferenga significativa

foi menor em relagdo ao 4555 (p < 0,001), e ndo houve diferenga com o grupo controle.
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Estes resultados indicam que o vidro 60B5F2P apresentou resultados, ligeiramente, me-
lhores quando comparado ao grupo controle e 45S5. Ja para os vidro de borato em meio
de 10% de FBS, houve diferenga significativa (p < 0,0001) dos dois vidros em comparagao
ao grupo controle e ao grupo 45S5.

Quando os resultados das médias dos meios de 5% e 10% de FBS sao comparados ha
um indicativo de que ha maior fechamento da ferida no meio pobre de FBS, ou seja, no
meio menos nutritivo, sendo um resultado contra-intuitivo. Entretanto, existe a hipotese
que esteja ocorrendo uma diminuicao da proliferagao e amplificagdo da migragao celular
no meio pobre, mas nao foi observado diferenca estatistica entre os diferentes meios de
um mesmo grupo de amostra.

Sumarizando, as células tratadas com o 13.93-B3 obtiveram uma diminui¢do na taxa
de fechamento da ferida, todavia, o vidro 60B5F2P em meio de 5% nao demonstrou
diferenca significativa para o grupo controle. Destaca-se, entao, que 60B5F2P pode ser
um material viavel para a aplicacado em ferimentos in vivo, assim como ocorreu para o

vidro bioativo 13.93-B3, ja disponivel comercialmente.
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CAPITULO 4

Conclusao

O vidro bioativo 60B5F2P, transformado em po, foi estudado com a finalidade de
avaliar sua bioatividade e a resposta bioldgica em células de fibroblastos, os resultados
foram comparados os vidros, ja produzidos em escala comercial, 4555 e 13.93-B3.

Os resultados mostraram que os vidros de borato (13.93-B3 e 60B5F2P) apresentaram
uma dissolu¢ao maior que o vidro de silicato. Em 336 horas de imersao, a perda de massa
atingiu 83% e 87% para os vidros 13.93-B3 e 60B5F2P, respectivamente. O vidro 45S5
perdeu somente 14% da sua massa original. Nesse mesmo periodo, detectou-se a formacao
de fosfato de calcio nos trés materiais estudados, porém ao final do periodo avaliado, os
vidros borato demonstraram uma maior cristalinidade quando comparado com o vidro
de silicato. A bioatividade avaliada dos vidros boratos mostrou-se mais rapida, devido a
maior taxa de dissolucao destes vidros.

Uma leve citotoxicidade foi observada para os vidros de borato, quando testado em
células de fibroblastos de linhagem [.-929, com indicios de dose-dependéncia. Todavia, os
resultados do vidro 60B5F2P sao resultados satisfatérios, pois apresentaram alta seme-
lhanca em relagao ao vidro 13.93-B3, sendo o padrao borato escolhido para este estudo,
ja liberado para uso veterinario.

Por fim, na avaliacao do fechamento da ferida nao foi possivel observar se houve intera-
¢ao do vidro 4555 com a célula de fibroblastos por meio da metodologia adotada, enquanto
o vidro 13.93-B3 demonstrou fechar com menor velocidade em relacao ao controle, em am-
bos os experimentos com diferentes porcentagens de FBS no meio. Entretanto, resultados
mistos foram observados para o vidro 60B5F2P, sendo que para o meio pobre de FBS nao

houve diferenca estatistica.
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Considerando que o vidro bioativo 60B5F2P apresentou resultados comparaveis ao
vidro 13-93B3 em termos de bioatividade, viabilidade celular e fechamento de feridas,
destaca-se seu potencial para aplicacdo em tecidos epiteliais in vivo, especialmente em

processos de cicatrizagao, assim como ja demonstrado para o vidro 13-93B3.

95



Perspectivas futuras de estudo

O desenvolvimento deste trabalho representa um passo na direcao de uma compreensao
mais ampla para possiveis aplica¢des do vidro bioativo 60B5F2P. No entanto, como em
qualquer pesquisa, ha ainda diversas possibilidade para refinamentos dos resultados.

Tendo em vista a 6tima bioatividade demonstrada pelo vidro, sugere-se a realizacao
de mais testes biologicos, tanto in vitro, quanto in vivo, a fim de elucidar melhor os efeitos
que este biomaterial pode exercer sobre um organismo vivo.

Entre os testes in vitro, ainda estao sendo realizados ensaios de formadores de colonia
para avaliar potenciais de proliferacao do vidro. Espera-se poder realizar estudos de
secregao de coldgeno tipo I (ELISA) e citocinas anti-inflamatérias (TGF-3, VEGF, 11-6),
avaliando a resposta inflamatéria, uma vez que é de conhecimento que o boro incorporado
a vidros bioativos tem potencial anti-inflamatoério.

Outra perspectiva promissora é alteracdo da composicao do vidro para complementar
os efeitos terapéuticos desejados. Como exemplo de que poderia ser incorporado é o
éxido de cobre (CuO) que possui, na literatura, altas taxas de melhora na resposta da
angiogénese [46].

E fundamental considerar a aplicabilidade prética dos resultados obtidos. Investiga-
¢oes futuras podem focar no desenvolvimento de solugoes topicas do biomaterial para
testes in vivo, validando-as em ambientes reais e avaliando seus impactos.

Por fim, ainda que este trabalho tenha atingindo seus objetivos propostos, espera-
se que este, abra possibilidades de continuidade, destacando principalmente o carater

interdisciplinar da pesquisa.
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Apéndice A - Fisiopatologia de

feridas

Este capitulo tem como objetivo de fundamentar os processos de uma ferida em ci-
catrizacdo. Entender como alguns dos processos de sinalizacdo funcionam, sdo pontos
chaves essenciais para a manufatura de materiais e farmacos com o intuito de se aplicar

para este proposito.

Estagios da cicatrizacao

A pele é o maior orgao do corpo humano, cuja sua principal fungao é de agir como uma
barreira [14], e existem uma série de eventos e processos bioquimicos que sao necessarios
ocorrerem em uma ferida, para que possa ser restaurado a barreira protetora do corpo: a
pele. Estes eventos, ou estagios da cicatrizagao, podem serem distinguidos em 4 etapas

diferentes, mas que sao simultaneas [15].

Hemostase

-

E o primeiro passo para o processo de cicatrizacao e cura de um ferimento. Apds o
ferimento acontecer na pele, consequentemente ocorrem as rupturas de vasos sanguineos,
que por sua vez ocasionam no contato entre as plaquetas com proteinas que nao pertencem
ao limen' dos vasos sanguineos, como o coldgeno fibrilar e a fibronectina [14,15]. Este

contato, ocasiona nas plaquetas se aderirem e agregarem na parede rompida e liberarem

'Em Biologia, liimens sdo os espacos internos de estruturas tubulares, tal como as vasos sanguineos.
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o conteudo do interior da granulos «, que ocasiona na constricao do vaso rompido. Tais
contetdos, incluem os fatores de transformacao de crescimento o e f (TGF-ao e TGF-f3),
o fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), fator de crescimento do endoté-
lio vascular (VEGF), serotonina, a tromboxano A2 (TXA2) e o monofosfato ciclico de
adenosina (AMP ciclico) [15,55].

Simultaneamente, as vias bioquimicas da coagulacao sao ativadas. A proteina trom-
bina age na conversao do fibrinogénio em fibrinas, que formam uma matriz, também
chamado de codgulo, a base de fibrinas e plaquetas que previnem subsequentes perda de
volume sanguineo. O codgulo de fibrina também atua como um meio para a subsequente
migragao das células [15,55,81,82].

A hemostase é a primeira etapa do processo de cicatrizagao, pois é neste estagio, que

se d& inicio aos proximos processos, pois um ambiente propicio é criado [15].

Inflamacao

A resposta inflamatoria, é um processo necessario, que previne infec¢oes ao tentar curar
a ferida de maneira mais rdpida o possivel [15]. Cerca de 30 minutos do pés-ferimento,
devido a liberacao de PDGF e TGF-f pelas plaquetas, e também, com os mastécitos?
secretando histamina, fator de necrose tumoral (TNF), leucotrieno e interleucina (IL), os

3 ocasionam em um fluxo de neutréfilos® [14,15,83], que por sua vez

fatores quimiotaticos
acaba ativando vias de sinalizacao e recepcao relacionadas ao TGF-f. Isto permite que as
células detectem um gradiente de concentracao de TGF-f e iniciem uma migragdo para
a fonte, as plaquetas no local do ferimento [15,84].

Os neutroéfilos possuem como funcao primaria, a eliminacao de patogenos na ferida,
e sua presenca pode durar até 5 dias, e, apds terem completado sua fungao, entram em
apoptose [15,85].

Os processos efetuados pelas plaquetas, neutroéfilos e mastocitos, liberam sinais que

permitem atrair mondcitos para o local do ferimento, que ao transitar em direcao ao local

2(Células secretoras multifuncionais pertencentes ao sistema imunolégico
3Substancias que possuem a capacidade de atrair ou de repelir células.
4Células sanguineas leucocitdrias que fazem parte do sistema imunoldgico inato.
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do ferimento, efetua uma diferenciagdo para macréfagos M1 [15].

Sendo componentes essenciais para regular o processo inflamatorio, os macrofagos M1
atuam no local por meio dos receptores do tipo Toll®> (TLRs). Os TLRs atuam entao no
local reconhecendo os padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs), permitindo
assim que seja efetuado uma nova limpeza de patodgenos, e também reconhecendo os
padroes moleculares associados a danos (DAMPs), eliminando detritos da matriz celular
[86].

Os macréfagos M1 possuem funcdo bimodal, e sua funcao depende do estado do feri-
mento. Quando realizada sua principal fun¢ao, os macréfagos M1 entao passam por um
processo de mudanca de fendtipo, se tornando macrofagos M2, que possui natureza anti-
inflamatoria. Neste processo, ocorre um aumento de PDGF, VEGF, TGF-a e TGF-3, e

se incia a fase de proliferagao [15].

Proliferacao

Nesta fase, uma migracao e proliferacao de fibroblastos permite que comece a recons-
trucao da ferida e um colageno recém formado substitui a matriz de fibrina criada durante
o processo de hemostase. Todo este complexo processo envolve diversos mecanismos que
podem ser separados em etapas de reepitelizacdo, deposicao matricial, angiogénese e de

contratura da ferida [55].

Reepitelizagao

Para se evitar perdas subsequentes de dgua, prevenir infecgoes e regular a temperatura,
é necessario que ocorra a reestruturacao da barreira epidermal, para isto, metaloproteinase
matriciais® (MMP) e plasmina’ realizam a degradacdo da matriz de fibrina e fornecem
um espago para que células epiteliais possam migrar e proliferar no espago da ferida [15].
A MMP-9 (colagenase tipo IV), altamente expressada por células epiteliais, atua no

colageno tipo IV da lamina basal e ancora o coldgeno tipo VII da fibrila, permitindo uma

5Receptores do tipo Toll, sdo proteinas transmembranicas, receptores de reconhecimento de varias vias
de padroes e estao presente na superficie de varios tipos de células.

5Endo peptideos dependentes de zinco.

"Enzimas presentes no sangue com potencial de protedlise.
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separagao dos queratindcitos da lamina basal, e consequentemente a migragdo, que por
sua vez acaba expressando o MMP-1, atuante no coldgeno tipo I e III [15].
Posteriormente, os queratindcitos basais comecam a proliferar em resposta aos fatores
de crescimento e acaba por por fechar a ferida. Os fatores de crescimento fibroblastico
7 (FGF-7) e o fator de crescimento epidérmico (EGF), além do TGF-a, estdo presentes

nesta etapa [15].

Deposicao Matricial

A matriz extracelular (ECM) é uma larga rede de biomoléculas que permitem o suporte
e a estrutura necessaria para células e tecidos. O desenvolvimento desta matriz, tem como
participagao principal as células de fibroblastos, que por meio de respostas aos fatores de
crescimento e da fibrina e fibronectina, migra para o local da ferida e comecam a se
proliferar na borda do ferimento [15,87,88].

A matriz que é entao depositado pelos fibroblastos, possui alta vascularidade e possui

em sua composicao a fibrina, fibronectina, acido hialurénico e o coldgeno tipo III [15].

Angiogénese

O oxigénio, assim como os nutrientes, sdo componentes essenciais para que as células
possam realizar suas devidas fungdes metabodlicas [15]. Para que o transporte destes
componentes ocorra, € necessario que possua a vascularizacao necessaria para levar os
nutrientes para as células, desta forma, a angiogénese ¢é vital para a cicatrizacao, sendo
a angiogénese, o processo de criagdo de vasos sanguineos a partir de vasos ja existentes,

vascularizando a regido da ferida [15].

Contracao de Ferida

Até 40% da drea da lesao pode ser reduzida pelo processo de contracdo, que tem como
objetivo aproximar os tecidos epiteliais nao danificados e reduzir a distancia necessaria a
ser reepitelizada [15,82].

Uma porcentagem dos fibroblastos se convertem em miofibroblastos e liberam a actina-
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alfa do musculo liso, que por sua vez gera forcas de contracdo em resposta ao fator TGF-
£1 [89].
Quando o processo de contra¢ao nao é mais necessario, um influxo de calcio se segue

até as células, dessensibilizando os receptores delas para PDGF e EGF [90].

Remodelacao

O altimo estagio, que dependendo do tipo de ferimento, pode levar até mais de 1
ano para finalizar, ¢ marcado por um balango altamente sensivel de 1:1 de MMPs para
os inibidores tecidual de metaloproteinase (TIMPs) [15,55]. Ocorre uma sucessao de
substituicoes, o acido hialurdnico por sulfato de heparan, sulfato de dermatan e por
acido condroitinossulfurico, e o colageno III para coldgeno I. Isto resulta na formacao,

degradacao e remodelacao do coldgeno, para a formagao de cicatrizes [15].
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