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Resumo

O uso de biomateriais capazes de gerar uma resposta bioldgica tem sido um dos maiores progressos em medicina regenerativa,
devido a sua habilidade de suportar o crescimento e estimular a regeneragdo do tecido danificado. Neste contexto, bioceramicas,
particularmente o vidro bioativo (VB), foram o objetivo de miiltiplos estudos. A técnica de adicdo de agentes porogénicos para a
sintese de scaffolds é uma técnica interessante, pois vdrios tipos de agentes porogénicos podem ser usados. Este estudo propos obter
scaffolds através de quatro agentes porogénicos e avaliar os efeitos que a mudanga na temperatura de tratamento poderiam ter em
sua cristalinidade. Scaffolds de vidro bioativo obtidos pela técnica sol-gel 100S (100% SiO,) mais agentes porogénicos (parafina
1, parafina 2, cera e CMC - carboximetilcelulose) foram preparados e caracterizados. Como os melhores resultados foram obtidos
com a parafina 1, scaffolds com composi¢do 58S (60%SiO,-36%Ca0-4%P,0,) e 100S usando parafina 1 como agente porogénico
foram preparados. Os scaffolds foram submetidos a diferentes temperaturas de tratamento para avaliar a cristalinidade do material.
A estrutura de poros foi analisada por microscopia eletrdnica de varredura e microtomografia computadorizada e apresentou
tamanho, distribuicio e porosidade satisfatdria, caracteristicas importantes pois permitem migragao celular, transporte de nutrientes,
vascularizag@o e crescimento tecidual. Por meio da difragdo de raios X constatou-se a natureza amorfa dos scaffolds. A 900 °C,
scaffolds de VB 58S e 100S tiveram um pequeno aumento na sua cristalinidade. As andlises de BET (adsor¢@o de N,) mostraram
estrutura mesoporosa no material. A drea de superficie especifica variou de 73,2 m*/g no scaffold 58S tratado a 800 °C até 331,2
m?g no scaffold 100S tratado a 800 °C. O material ndo é t6xico pelos ensaios MTT de citotoxicidade. Os resultados mostraram que
¢ possivel adicionar agentes porogénicos ao VB obtido via sol-gel e obter scaffolds favordveis a regeneracdo tecidual dssea.
Palavras-chave: vidro bioativo, agente porogénico, biomateriais, sol-gel, cristalinidade.

Abstract

The use of biomaterials capable of generating a biological response has been one of the biggest progresses in regenerative medicine,
due to their ability to support growth stimulation and damaged tissue regeneration. In this context, bioceramics, particularly
bioactive glass (BG), were the subject of many studies. The technique of porogen agent addition for the synthesis of scaffolds is an
interesting procedure, because several types of porogen agents can be used. The aim of the present work was to obtain scaffolds
using four porogen agents and to evaluate the effects that a change in treatment temperature can have on their crystallinity. Scaffolds
of sol-gel bioactive glass 100S (100% SiO,) using as porogen agents paraffin 1, paraffin 2, wax and CMC (carboxymethyl cellulose)
were synthesized and characterized. As the best results were obtained with paraffin 1, scaffolds 58S (60%Si0,-36%Ca0O-4%P,0)
and 1008 using paraffin 1 as porogen agent were prepared. The scaffolds were submitted to different treatment temperatures
to evaluate the effect on their crystallinity. Pore structure was analyzed by scanning electron microscopy and micro-computed
tomography. Scaffolds presented satisfactory pore size and pore size distribution, important characteristics for scaffolds because
they allow cell migration, nutrient transport, vascularization and tissue ingrowth. X-ray powder diffraction showed the amorphous
nature of the scaffolds. At 900 °C, scaffolds BG 58S and 100S showed a small increase in crystallinity. BET analysis (N,-adsorption)
indicated a mesoporous structure. The specific surface area varied from 73.2 m?/g for scaffold 58S treated at 800 °C to 331.2 m’/g
for scaffold 1008 treated at 800 °C. The materials obtained showed no toxic effects by MTT cytotoxicity assays. Results showed that
the development of scaffolds is possible using porogen agents, with 3D interconnected porous structure and might therefore be a
potential biomaterial for bone tissue regeneration.

Keywords: bioactive glass, porogen agent, biomaterials, sol-gel, crystallinity.

INTRODUCAO das estruturas teciduais, restabelecendo a fungdo tecidual
com previsibilidade, mais rapidamente e de forma menos
A engenharia de tecidos e a medicina regenerativa t€ém invasiva em relagdo as técnicas convencionais. Enxertos

como objetivo promover a cura e idealmente a regeneracio 6sseos autdgenos fornecem uma matriz osteocondutora, além



F. B. A. P. Guimaraes et al. / Ceramica 62 (2016) 328-337 329

de células e fatores de crescimento. Entretanto, a qualidade
do osso autdgeno € variada, dependendo da satide geral do
paciente. Muitos pacientes necessitam de um enxerto 6sseo
superior e em maior quantidade que seu organismo pode
oferecer, tais como pacientes com osteopenia, osteoporose,
diabetes e histéria de fumo [1].

Os vidros bioativos (VBs) sdo materiais que possuem
capacidade de induzir uma resposta bioldgica na interface
do material, levando a formacdo de camada de hidroxiapatita
carbonatada (HCA), responsdvel pela formacdo de forte
ligacdo entre o material e os tecidos moles e duros [2]. O
conceito de materiais bioativos formarem ligagdo com o
osso foi sugerido inicialmente por Hench e, desde entdo,
esses materiais vém sendo intensamente estudados em
variadas composi¢des para aplicacdes na drea biomédica [3].
Os componentes principais dos VBs sdo SiO,, CaO, P,0O, e
Na,O em proporgoes especificas. A composi¢do do sistema
¢ um fator determinante para a interacdo do biomaterial com
o tecido, sendo que a mais comum € formada por SiO,, CaO
e PO, [4]. O VB no fluido corpéreo estd relacionado com
as seguintes reacdes interfaciais: primeiro ocorre a troca
de ions de Na* com fons de hidrogénio do fluido corpdreo
e formagdo de ligacdo de SiOH e liberagao de Si(OH),; a
policondensacdo de SiOH + SiOH — Si-O-Si forma silica
gel hidratada. A adsor¢do de Ca** + PO,> + CO,> do VB pelo
organismo receptor ocasiona a cristaliza¢ao da hidroxiapatita
carbonatada com adsorc¢ao de grupos biolégicos nacamadade
hidroxiapatita e acao dos macréfagos. Nesse estdgio ocorre a
ligacdo de células indiferenciadas capazes de diferenciar em
osteoblastos, as quais irdo diferenciar e proliferar, gerando
uma matriz; com a cristalizacdo da matriz hd a proliferacio
e o crescimento Osseo [5]. A arquitetura 3D do osso
mineralizado € criada pelos osteoblastos, quando células
sdo expostas a determinadas concentragdes de constituintes
i6nicos soldveis liberados pelo VB. Aproximadamente 17 a
20 ppm de Si soltivel e 88 a 100 ppm de {ons de Ca soltveis
sd0 necessdrios. A principal fun¢do dos VBs ¢ liberar
concentragdes criticas de fons biologicamente ativos com
taxas necessdrias para proliferacdo e diferenciacio celular
[6-8]. O tratamento térmico e mudancas na composicio
dos VBs permitem controlar sua velocidade de reabsor¢do
no organismo. O aumento do teor de silicio diminui a taxa
de degradacdo, sendo este um efeito direto da composi¢ao
dos VBs. Tratamentos térmicos em elevadas temperaturas
tornam esse biomaterial mais cristalino, diminuindo a
resposta do organismo ao biomaterial [9, 10].

O scaffold ideal deve comandar a regeneracdo tecidual
e remodelagdo in vivo; para tanto, deve ter uma superficie
osteocondutora para que ocorra ligagdo e migragdo celular.
Tem que induzir quimiotaxia (processo de locomocgdo de
células em direcio a um gradiente quimico), estimular
proliferacdo celular e coordenar a sintese de matriz no
tecido hospedeiro. A complexidade da resposta celular
para sinalizacdo da matriz extracelular fez com que se
desenvolvessem scaffolds tridimensionais (3D) que imitam
as propriedades da matriz extracelular e ndo atuam apenas
como suporte celular e tecidual [11]. Uma das maiores
promessas de scaffolds para aplicacio em engenharia de
tecidos Osseos sdo os VBs, devido a bioatividade destes
materiais. Varias técnicas permitem obter scaffolds altamente
porosos, com estruturas em trés dimensdes, porosidade
adaptada e tamanho de poro e interconectividade adequados
[12]. Técnicas diversas existem para confeccionar scaffolds
de VB, como a técnica de replicacdo da esponja [13, 14],
técnica foaming (da espuma) de barbotinas ceramicas
[15], técnica conhecida como robocasting [16], também o
desenvolvimento de scaffolds de VB por electrospun [17]
e obtencdo de scaffolds via adi¢do de agentes porogé€nicos
[18, 19]. A técnica de adi¢do de agentes porogénicos € uma
técnica versdtil; uma infinidade de agentes porogénicos pode
ser utilizada e nenhum estudo foi encontrado na literatura
sobre sua adicdo ao VB obtido via sol-gel. Apoiado ao
grande potencial dos VBs, este estudo surge com os objetivos
de: (i) desenvolver uma nova rota de obtengdo de scaffolds
porosos de VB por adicdo de agentes porogé€nicos ao VB
obtido via sol-gel; e (ii) avaliar os efeitos provocados na sua
cristalinidade por modifica¢des na composicdo e mudangas
nas temperaturas de tratamento dos scaffolds de VB obtidos.

MATERIAIS E METODOS

Sintese dos scaffolds com 100% SiO, com adi¢do de
diferentes agentes porogénicos

Os scaffolds de VB foram confeccionados pela rota
sol-gel [20, 21], a principio com composi¢cao 100%
de silica (VBI100S). Os reagentes foram: alcoxido
tetraetilortossilicato (TEOS) - Aldrich, 98% de pureza,
Si(OCH,),, precursor de SiO,, dgua deionizada, dcido
nitrico 2N - Synth e solucdo 5% v/v écido fluoridrico
HF - Merck. A sintese seguiu o método sol-gel, rota de
alcoxido, com a seguinte metodologia para o vidro 100S:

TabelaI- Composicdes das misturas (% em massa) utilizadas para sintese de scaffold 100S, para selecdo do agente porogénico.
[Table I - Mixed composition (Wwt%) used for the synthesis of the scaffold 1008, for porogen agent selection.]

Amostra Agente porogénico % de sol % de agente porogénico % de HF (v/v do sol)
VBC Cera 40 60 5
VBP1 Parafina-1 45 55 5
VBP2 Parafina-2 30 70 5

VBCMC Parafina-1 + CMC 274 50,3 de parafina-1 5

22,3 de CMC
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2204 mL de dgua deionizada, 36,7 mL de solucdo 2 N de
dcido nitrico (HNO,) e 228,6 mL de tetraetilortossilicato
(TEOS) foram adicionados em um béquer e a agitacdo foi
mantida por 60 min. O sol resultante foi misturado com o
agente porogénico, conforme a Tabela I, juntamente com o
HF, sendo este 5% (v/v) do sol, e colocado em recipientes
de teflon fechados hermeticamente com tampa lisa e porcas
de teflon. A quantidade de agente porogénico adicionada foi
determinada pela mdxima porcentagem dispersa do agente
porogénico no biovidro sol-gel. Esses foram colocados
na estufa para gelificacdo e envelhecimento a 60 °C por
72 h. Em seguida iniciou-se a secagem. As tampas foram
trocadas por tampas com furos e fechadas com as porcas de
teflon. Os recipientes foram colocados na estufa a 60 °C e a
temperatura foi elevada em 10 °C a cada 24 h até atingir a
temperatura de 120 °C e mantida por mais 24 h. Os scaffolds
foram tratados termicamente nas temperaturas 700, 800 e
900 °C com taxa de aquecimento de 1 °C/min, por 1440 min,
para que degradasse toda a fase organica.

Sintese dos scaffolds de diferentes composicoes com
adicdo do agente porogénico parafina 1

As andlises dos resultados obtidos com diferentes
agentes porogénicos, considerando integridade das
amostras, tamanho e distribuicio de tamanho de poros,
permitiu selecionar o agente porogénico parafina 1 para
a continuidade desse estudo. Vidros bioativos de duas
composigdes foram entdo sintetizados: VB58S (58% SiO,-
33% Ca0-9% P,0, em porcentagem mdssica) e VB100S
(100% Si0,). Para 0o VB58S foram usados os seguintes
reagentes: 132,2 mL de 4gua deionizada, 22,04 mL de 4cido
nitrico 2 N - Synth, 13,75 mL de trietilfosfato (TEP) - Aldrich,
137,1 mL de tetraetilortossilicato (TEOS) - Aldrich e 85,01
g de nitrato de cilcio [Ca(NO,),4H,O] - Synth. Foram
adicionados em um béquer dgua deionizada e dcido nitrico.
Em seguida foram adicionados o TEOS e TEP e mantida a
agitacdo por 60 min. O nitrato de célcio foi adicionado aos
poucos a mistura; a agitacdo foi mantida por mais 30 min.
Para 0o VB100S usou-se: 2204 mL de dgua deionizada, 36,7
mL de écido nitrico 2 N (HNO,) - Synth, e 228,6 mL de
tetraetilortossilicato (TEOS) - Aldrich. Foram adicionados
em um béquer dgua deionizada e dcido nitrico. Em seguida
foi adicionado o TEOS e mantida a agitacdo por 60 min.
O sol resultante foi misturado com o agente porogé€nico
(50% de massa por volume para o 58S e 55% de massa por
volume para o 100S) e, entdo, foram adicionados 5% de
HF - Merck (v/v do sol, como catalisador de gelificagdo).
A mistura foi colocada em recipientes de teflon, que
foram fechados hermeticamente com a tampa lisa e porcas
de teflon e, entdo, colocados na estufa para gelificacdo e
envelhecimento a 60 °C por 72 h. Para a secagem as tampas
foram trocadas por tampas com furos e fechadas com as
porcas de teflon. Os recipientes foram colocados na estufa a
60 °C e a temperatura foi elevada em 10 °C a cada 24 h até
atingir a temperatura de 120 °C e mantida por mais 24 h. Os
scaffolds (VB58S e VB100S) obtidos apds secagem foram

colocados para tratamento térmico a 700, 800 e 900 °C com
taxa de aquecimento de 1 °C/min por 1440 min.

Caracterizacdo estrutural dos scaffolds

A morfologia e composicdo quimica dos scaffolds foram
analisadas por microscopia eletronica de varredura (MEV) e
por espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS),
respectivamente, utilizando o equipamento FEI-INSPECT
S50, operado a 20 kV e equipado com um espectrdmetro de
energia dispersiva (EDS) da EDAX Genesis. Foi realizada
a difracdo de raios X (DRX) no equipamento PW9710mpd,
Philips, usando radiagdo CuKa (A = 1,54056 A) a40kVe
30 mA. A andlise foi conduzida com 20 variando de 3,00°
a 90,00° com passo de 0,06° e tempo de coleta de 1 s. A
microtomografia computadorizada (WCT) permitiu avaliar
a morfologia, tamanho, distribui¢do e interconectividade
dos poros, e foi realizada com aparelho Skyscan 1174
(Aartselaar), equipado com cémera de 1,3 MP, utilizando-
se fonte de 50 kV e corrente de 800 WA com resolucio
de 14 uwm. Foi utilizado filtro de aluminio com 1 mm de
espessura. As amostras foram fixadas em um suporte e
rotacionadas 180°, com imagens adquiridas a cada 0,7°. Apés
0 escaneamento, cortes transversais foram reconstruidos em
estruturas tridimensionais utilizando-se software SkyScan. As
andlises por adsor¢do de nitrogénio, BET (por isotermas de
Brunauer, Emmett e Taller), foram realizadas utilizando um
equipamento Quantachrome NovaWin, v. 10.01, e permitiram
a determinacgdo da drea superficial total, o volume de poros e
a distribuicdo de meso e microporos.

Avaliacdo da citotoxidade dos scaffolds

A citotoxicidade do scaffold foi avaliada pelo ensaio
de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlio], que analisa quantitativamente a reducio do
sal de tetrazdlio (MTT) pelo complexo enzimdtico piruvato
desidrogenase presente nas mitocondrias. A formacdo
de um produto final de cristais de formazan € mensurada
em espectrofotdmetro a 595 nm. Esse ensaio é usado
especificamente para avaliar a funcionalidade mitocondrial
e proliferagdo celular.

Os ratos Wistar neonatos (1 a 5 dias), fémeas, utilizados
para este estudo foram obtidos a partir do Centro de
Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais
(CEBIO). O estudo foi em conformidade com o Manual sobre
Cuidados e Uso de Animais de Laboratdrio publicado pelo
National Institutes of Health dos EUA (NIH publicag@o n°
85-23, revista em 1996). Os osteoblastos foram extraidos de
calvdria de 5 ratos neonatos. Os animais foram sacrificados
e suas calvdrias foram retiradas e cortadas em fragmentos de
2 mm/2 mm; esses fragmentos foram colocados em um tubo
falcon contendo tripsina 1% e levados para estufa a 37 °C e
5% de CO, por 15 min. O sobrenadante foi descartado e foi
colocado 0,06 g de colagenase tipo 2 em 30 mL de DMEM
sem soro e colocado por 30 min a 37 °C. O sobrenadante
foi descartado e foi colocado mais DMEM e colagenase
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e retornado para estufa por mais 20 min. O tubo falcon
com o material foi centrifugado por 5 min a 1400 rpm. O
sobrenadante foi recolhido e colocado na garrafa de cultura
T25 com 5 mL de meio DMEM complementado com soro
fetal bovino (SFB). Foram feitas mais 2 digestdes de 20 min.
Os osteoblastos da segunda passagem foram tripsinizados e
plaqueados (3 x 10* células/poco) em placas de 24 pogos.
Ap6s 24 h, o meio foi aspirado, colocado um meio de
cultivo fresco e as populacdes celulares foram expostas a 1
mg/mL de biomaterial [22]. O método de esterilizacdo foi
radiacdo ultravioleta. Como controle positivo, foi utilizado
Triton X-100 a 1%. Como controle negativo, foi utilizado
meio de cultivo DMEM complementado com SFB. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata (n=3). Apés 24 h de
exposicdo, todo o meio foi aspirado, sendo colocados 240 pL.
de meio de cultura complementado com SFB em cada poco.
Foram acrescentados 170 uL de MTT (5§ mg/mL) em cada
pogo, seguido por uma incubagéo de 4 ha37 °C e 5% de CO,,.
Em seguida foram colocados 170 pL de solu¢do de SDS/10%
HCI. A placa foi incubada a 37 °C e 5% de CO, por 18 h.
Entdo, foram retirados 100 pL de cada pogo e transferidos
para uma placa plana de 96 pocos e a quantificacdo foi
feita em espectrofotdmetro (ADAP 1.6, Anthos Labtec
Instruments) com filtro de 595 nm (andlise estatistica - One-
way / Bonferroni / GraphPad Prism).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Scaffolds obtidos com diferentes agentes porogénicos

Os agentes porogénicos foram analisados por MEV para
avaliacdo de seus tamanhos e formatos. A cera apresentou
formato disforme e variacdo de tamanho de 9 a 204 um. O
CMC mostrou forma alongada, com distribuicao de tamanho
de 28 a 382 um. A parafina 1 apresentou formato mais
arredondado com distribui¢c@o de tamanho de 609 a 993 um.
A parafina 2 mostrou formato arredondado e mais uniforme,
com distribui¢do de tamanho de 1,9 a 2,3 mm. Os scaffolds
produzidos com adicdo de CMC e parafina desintegraram-
se durante o tratamento térmico. Assim, ndo foi possivel
obter amostras vidveis a partir dessa composi¢ao de agentes
porogénicos. O VBC 700 °C apresentou fragilidade ao
manuseio, formato disforme e com o aumento de temperatura
de tratamento térmico os scaffolds tornaram-se mais faceis
de manusear. O VBC 900 °C mostrou maior facilidade
de manuseio e, visualmente, formato mais uniforme que
os VBC 700 °C e VBC 800 °C. Os VBP1 700 °C, VBP1
800 °C e VBPI1 900 °C demonstraram comportamento ao
manuseio e formato mais uniforme que os demais scaffolds;
o VBP1 700 °C com formato menos uniforme e com maior
dificuldade de manusear, apresentou maior facilidade de
fratura que os VBP1 800 °C e VBPI 900 °C. Os VBP2
700 °C, VBP2 800 °C e VBP2 900 °C apresentaram baixa
resisténcia ao manuseio, com maior dificuldade de manusea-
los, em relacdo aos demais scaffolds. As andlises de MEV
dos VBC 700, 800 e 900 °C mostraram poucos poros
abertos, sendo o didmetro de 42 a 102 um, 55 um e 33 a

Figura 1: Micrografias obtidas por microscopia eletrnica de
varredura dos scaffolds produzidos com adi¢@o de cera, parafina 2
e parafina 1 tratados termicamente a: (a) VBC 900 °C, (b) VBP2
800 °C, (c) VBP1 700 °C.

[Figure 1: SEM micrographs of the scaffolds produced with
addition of wax, paraffin 2 and paraffin 1 heat treated at: (a) VBC
900 °C, (b) VBP2 800 °C, (c¢) VBP1 700 °C.]
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167 wm, respectivamente. As amostras deVBP1 700, 800,
900 °C mostraram-se, nas imagens de MEV, porosas com
didmetro de poros de 113 a 1174 um, 219 a 1041 ume 64 a
595 wm, respectivamente. As amostras de VBP2 700, 800 e
900 °C mostraram-se no MEV com poros muito grandes e
abertos, sendo que o tamanho de poro variou de 437 um, no
scaffold tratado a 900 °C, até 1045 um, no scaffold tratado
a 800 °C. A Fig. | ilustra as imagens de MEV dos scaffolds.
Os espectros de EDS de todas as amostras mostraram a
presenca de silicio e oxigénio.

Os scaffolds produzidos com adi¢do de cera, parafina
1 e parafina 2 foram submetidos a andlise por uCT, que
mostraram tamanhos médios de poros muito superiores
aos observados por MEV; para o VBC tratado a 700, 800
e 900 °C foram 419, 411 e 399 um, respectivamente. Isso
se explica devido a uCT avaliar o volume do scaffold
em 3D, além de outras razdes variadas, como contracao
da amostra no MEV, especificacdes de claro e escuro na
uCT, entre outros. A uCT para o VBPI tratado a 700, 800
e 900 °C resultou em didmetros de poros de 442, 400 e
371 um, respectivamente, ¢ a WCT do VBP2 tratado a 700,
800 e 900 °C mostrou didmetros de poros de 532, 599 e
594 wm, respectivamente, e, devido ao grande tamanho e
quantidade dos poros, os scaffolds apresentaram menor
resisténcia a0 manuseio em relag@o aos scaffolds produzidos
com parafina 1 e cera. Todas as amostras apresentaram
quantidade de poros abertos superior a 50%, exceto o

VBC 900 °C que apresentou 44% de porosidade. Ressalta-
se que foram calculados por uCT apenas os macroporos,
sendo a porosidade total provavelmente maior do que os
resultados obtidos nesta caracterizagdo, uma vez que 0s
materiais obtidos pela rota sol-gel apresentam também um
grande volume de mesoporos. Os scaffolds produzidos,
além de terem quantidade satisfatéria de poros abertos
(superior a 50%), tém uma distribui¢do de tamanho de poros
(superior a 150 wm) condizente para regeneragdo ossea [23].
As imagens de uCT mostram as diferencas estruturais em
3D dos VBC, VBPI e VBP2 (Fig. 2), e a Fig. 3 apresenta
o corte em 2D dos VBC, VBP1 e VBP2 tratados a 700 °C.
O VBC 700 °C apresentou 68% de poros abertos e 0s poros
foram interconectados, mas irregulares, o que condiz com o
formato do agente porogénico, com uma ampla distribui¢ao
de tamanho, sendo o didmetro médio de 419 um. O VBPI
700 °C apresentou 67 4% de poros abertos com formato mais
uniforme, condizente com o formato do agente porogé€nico; os
poros foram interconectados e com distribui¢do de tamanho
de poros satisfatéria, com didmetro médio de 442 um. O
VBP2 700 °C apresentou 66% de poros abertos, grandes,
arredondados, condizentes com o formato do agente
porogénico, os poros foram inteconectados e o diadmetro
médio foi de 532 um.

As distribuicdes de tamanho de poros obtidas para
os scaffolds VBC 700 °C, VBP1 700 °C e VBP2 700 °C
sdo mostradas na Fig. 4, que apresentaram médias de

Figura 2: Imagens 3D de uCT de amostras tratadas a 700 °C de (a-c) VBC, (d-f) VBP1 e (g-i) VBP2: (a.d.g) - scaffold; (b.e h) - estrutura
de poros; (c.f,i) - estrutura interna.
[Figure 2: 3D uCT images of samples treated at 700 °C of (a-c) VBC, (d-f) VBPI1, and (g-i) VBP2: (a,d,g) - scaffold; (b,e,h) - pores
structure; (c fi) - internal structure.]
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tamanho de poros de 419, 442 e 532 um, respectivamente.
A parafina 1 como agente porogénico permitiu a formagao
de scaffolds com melhor distribuicdo de tamanho de poros;
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scaffolds VBP1 os poros foram mais interconectados, pré-
requisitos para que aconteca a regeneracao 6ssea. A Tabela
II resume os dados obtidos através das caracterizagdes

as caracterizacdes também permitiram observar que nos

estruturais dos scaffolds VBC, VBP1 e VBP2.

Figura 3: Imagens de corte 2D de uCT de amostras tratadas a 700 °C de (a) VBC, (b) VBP1 e (c) VBP2.
[Figure 3: 2D section uCT images of samples treated at 700 °C of (a) VBC, (b) VBPI, and (c) VBP2.]
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Figura 4: Distribui¢des de tamanho de poros obtidas por uCT: (a) VBC 700 °C, (b) VBP1 700 °C e (c) VBP2 700 °C.
[Figure 4: Pore size distributions obtained by yCT: (a) VBC 700 °C, (b) VBP1 700 °C, and (c) VBP2 700 °C.]
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Tabela II - Diametro e fracdo de poros abertos (obtidos por WCT e MEV) dos scaffolds de VB100S com adi¢@o dos agentes

porogénicos: cera (C), parafina 1 (P1) e parafina 2 (P2), tratados a 700, 800 e 900 °C.

[Table II - Open pore diameter and fraction (obtained by uCT and SEM) for the scaffolds VB100S with addition of porogen

agents: wax (C), paraffin 1 (P1), and paraffin 2 (P2), treated at 700, 800 and 900 °C.]

% total de poros por % de poros abertos por Diametro dos poros por MEV Diametro dos poros por #CT

Seaffold uCT uCT (um) (um)
VBC 700 °C 72,0 68,0 422102 419
VBC 800 °C 740 720 55 411
VBC 900 °C 57,0 440 33a167 399
VBP1 700 °C 674 674 113 a 1174 442
VBPI 800 °C 67,6 67,6 219 a 1041 400
VBPI 900 °C 70,0 70,0 64 a 595 371
VBP2 700 °C 66,0 66,0 1000 532
VBP2 800 °C 79,0 79,0 756 a 1045 599
VBP2 900 °C 66,0 66,0 438 2 989 594

Scaffolds VB58S e VB100S obtidos com parafina 1

Todas as amostras produzidas com parafina 1
apresentaram resisténcia ao manuseio. O tamanho dos
poros, de acordo com o MEV, diminuiu com o aumento de
temperatura de tratamento térmico, em todos os scaffolds.
A Fig. 5 mostra imagens macroscépica e de MEV do
VBP158S-800 °C. A andlise de EDS, de todas as amostras,
confirmou a presenca de cdlcio e fésforo, além da silica nos
scaffolds, importantes para o aumento da bioatividade do
scaffold.

A uCT permitiu calcular porcentagem e tamanho dos
poros dos scaffolds através de andlises tridimensionais
realizadas em software. Deve ser considerado que o cdlculo
de porosidade considerou apenas os macroporos, sendo a
porosidade total provavelmente maior. A quantidade de poros
abertos e porosidade total diminuiram com o aumento de
temperatura de tratamento nos scaffolds de VB58S; nesses
scaffolds o aumento de temperatura de tratamento refletiu na
diminuicdo da quantidade de poros, tornando as particulas
mais densas e com nimero pouco menor de poros abertos;
nos scaffolds de VB100S o aumento de temperatura ndo
interferiu na porcentagem de poros abertos, mas o efeito do
tratamento térmico fez com que diminuisse o tamanho dos
poros. Pela andlise de uCT do VBP158S-700 °C obteve-se
um didmetro médio de poro de 269 um, para o VBP158S-
800 °C o diametro de poros foi de 290 um e do VBP158S-
900 °C de 278 um. Para o VBP1100S-700, 800 e 900 °C
os tamanhos médios de poros foram de 442, 400 e 371 um,
respectivamente. Pelas andlises de uCT, foi possivel avaliar
o volume, a distribuicdo, a porcentagem de poros abertos,
bem como a interconectividade dos poros. Os scaffolds
apresentaram quase totalidade de poros abertos, quando se
avalia volume total de poros/volume de poros abertos. A
Fig. 6 mostra imagens de uCT do VBP158S-700 °C em 3D
mostrando caracteristicas estruturais do scaffold e rede de
poros. Os scaffolds apresentaram tamanho médio de poros
satisfatérios, de 269 um. A porosidade superior a 50% e

Figura 5: Imagens macroscopica (a) e de MEV (b) do

VBPI58S-800 °C.

[Figure 5: Macroscopic (a) and SEM (b)

VBPI58S-800 °C.]

images

of
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poros maiores que 150 um e interconectados sdo fatores
importantes, pois permitem migracio celular, transporte de
nutrientes, vascularizacdo e crescimento tecidual [24-27].
O VB100S com adi¢do de parafina 1 apresentou porosidade
superior a 67%, com tamanho de poro suficiente para
regeneracdo Ossea. O aumento de temperatura ocasionou
uma diminui¢do no tamanho dos poros. A Tabela III resume
todos os dados obtidos nas andlises estruturais dos scaffolds
VB58S e VBI100S com adicdo do agente porogé€nico
parafina 1.

A Fig. 7 apresenta os resultados de DRX dos scaffolds
doVB58S e 100S com adi¢do de parafina 1 e tratamento
térmico a 700, 800 e 900 °C. Observam-se poucos picos
de cristalinidade, sendo que a definicdo dos picos indicaria
a cristalizacdo do material, obtendo possivelmente um
material mais denso, mais resistente € menos bioativo.
Os difratogramas de raios X de todas as amostras foram
caracteristicos de material amorfo, sem diferencas
significativas em relacdo a cristalinidade. O resultado
obtido € diferente do observado em outros trabalhos, como

Figura 6: Imagens de uCT do VBPI58S-700 °C de (a) superficie do scaffold, (b) estrutura de poros e (c) estrutura interna.
[Figure 6: uCT images of VBPI58S-700 °C of (a) scaffold surface, (b) pores structure, and (c) internal structure.]

Tabela III - Diametro e porcentagem de poros abertos obtidos por MEV e uCT dos scaffolds de VB58S e VB100S com adic¢ao

do agente porogénico parafina 1 (P1).

[Table III - Open pore diameter and fraction obtained by SEM and uCT for the scaffolds 58S and 100S with addition of

porogen agent paraffin 1 (P1).]

Scaffolds % de porosidade % de poros Diametro dos poros por Média de didmetro dos poros
total abertos MEV (um) por uCT (um)
VBP158S-700 °C 56.5 564 213 a 502 269
VBP158S-800 °C 52,0 52,0 192 a 430 290
VBP1585-900 °C 51,0 51,0 112 a 454 278
VBP1100S-700 °C 674 674 113a 1174 442
VBP1100S-800 °C 67,6 67,6 219 a 1041 400
VBP1100S-900 °C 70,0 70,0 64 a 595 371
a) b)
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Figura 7: Difratogramas de raios X das amostras de scaffolds de (a) VB58S e (b) VB100 tratadas em diferentes temperaturas.
[Figure 7: XRD patterns of the scaffold samples of (a) VB58S and (b) VB100 treated at different temperatures.]
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Tabela IV - Area superficial especifica (SSA) e volume e didmetro de poros, determinados por BET - adsor¢o de nitrogénio,
dos scaffolds de VB58S e VB100S com adicdo do agente porogénico parafina 1 (P1).

[Table 1V - Specific surface area (SSA), and pore volume and diameter, determined by BET - nitrogen adsorption, of the
scaffolds of VB58S and VB100S with addition of porogen agent paraffin 1 (P1).]

Amostra SSA (m%/g) Volume de poro (cm?/g) Diametro de poro (nm)
VBP158S-700 °C 3255 1,1 13,6
VBP158S-800 °C 73,2 04 21,7
VBP158S-900 °C 100,6 03 13,1
VBP1100S-700 °C 2614 1.5 223
VBP1100S-800 °C 3312 1.9 229
VBP1100S-900 °C 1923 0.5 94

scaffolds de VB obtidos pela técnica da espuma, em que < 200 +
o difratograma apresenta picos de cristalinidade com <
tratamento térmico a 700 °C [28]. 8

A drea superficial (SSA) dos scaffolds foi determinada o 150 1
com o modelo BET, adsorcdo fisica das moléculas de gds ﬁ
sobre superficie sélida em multicamadas. A distribuicdo de ko] 100 4
diametro de poro foi calculada pelo modelo BJH (Barrett, aE>
Joyner e Halenda) [29] aplicado para as curvas de dessor¢ao, T
que confirmou que os scaffods t€m estrutura mesoporosa § 50 4
com SSA variando de 73,2 m*g no VBP160S-800 °C até E
331,2 m*g no VBP1100S-800 °C. Os scaffolds foram < 0 -

classificados como mesoporosos (Tabela IV), como
esperado para os materiais bioativos obtidos pelo método
sol-gel, com poros na faixa de 2 a 50 nm, que sdo bem mais
favordveis do que aqueles completamente densos, porque
estes materiais possuem alta drea superficial o que resulta
em alta bioatividade e elevada tendéncia a biorreabsorcao.
As isotermas podem ser identificadas como tipo II, as
quais sdo caracteristicas de materiais mesoporosos.
Mesoporosidade ¢ indicada pela presenca de histerese de
adsor¢do/dessor¢do e pela inclinagdo da curva de adsorcio
[30].

Avaliagdo da citotoxidade dos scaffolds

A atividade metabdlica mitocondrial dos osteoblastos
primdrios foi avaliada pelo ensaio de MTT apds 24 h
de exposicdo dos osteoblastos ao material. Esta andlise
permite mensurar o metabolismo celular com a adigdo
do MTT. As células vidveis absorvem o tetrazdlio de
metiltiazol e o metabolizam na mitocondria utilizando
enzimas ativas, que se acumulam sob a forma de cristais de
tetrazo6lio ou formazan, sendo possivel diferenciar células
vidaveis das menos vidveis. Quanto maior a leitura no
espectrofotdmetro, maior € a taxa metabdlica [31]. A Fig.
8 apresenta a viabilidade relativa das células osteobldsticas
primdrias em contato com os materiais. A viabilidade das
células osteoblasticas variou de 96,5% no VBP1100S-900
°C até 145% no VBP158S-900 °C, utilizando como controle
negativo células cultivadas no meio sem o material, como
100% de viabilidade, e como controle positivo células
postas no meio de cultura com adi¢@o de Triton, substancia

Apos 24 horas

W VBP158S -900 °C

mm VBP1110S -700 °C
mm VBP1110S -800 °C
mm VBP1110S -900 °C

El Controle Negativo
Controle Positivo

Il VBP158S -700 °C

B VBP158S -800 °C

Figura 8: Atividade metabdlica dos osteoblastos primdrios quando
expostos aos scaffolds de VB58S e VB100S por 24 h.

[Figure 8: Metabolic activity of the primary osteoblasts when
exposed to the VB58S and VB100S scaffolds during 24 h.]

citotoxica. O aumento de temperatura de tratamento nos
scaffolds 58S nao diminuiu a proliferacdo celular e sim
demonstrou um pequeno aumento da atividade metabdlica
dos osteoblastos. Os scaffolds 100S apresentaram atividade
celular satisfatéria, embora menor que nos scaffolds 58S;
o aumento de temperatura de tratamento ocasionou apenas
pequena diminuicdo da atividade metabdlica celular. Com
base nesses resultados concluiu-se que os scaffolds 58S
e 100S sdo biocompativeis, uma vez que a viabilidade
minima aceitdvel como biocompativel é de 50% [31]. Os
resultados mostraram significado estatistico apenas dos
scaffolds e do controle negativo em relacdo ao controle
positivo; ndo houve diferenca estatistica significativa entre
o controle negativo e os scaffolds, e entre os scaffolds;
porém, observa-se que os scaffolds 58S e 100S, e com
maior porcentagem o 58S, induziram a proliferacdo celular
das células osteobldsticas primdrias, fator de relevancia
para o sucesso da regeneragdo dssea e sua utilizagdo na
engenharia de tecido dsseo.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados conclui-se que € possivel
adicionar agentes porogénicos ao VB obtido via sol-gel e
produzir scaffolds para engenharia de tecidos. Os scaffolds
obtidos via sol-gel do VB 58 e 100S com adi¢do de parafina
1 s@o vidveis para regeneragdo Ossea. Apresentaram poros
interconectados,com fracdo de poros abertos superior a 50%
e didmetro de poros superior a 150 um. Os VBP158S-700
°C, VBP158S-800 °C, VBP158S-900 °C, VBP1100S-700
°C, VBP1100S-800 °C e VBP1100S-900 °C apresentaram
didmetro médio de poros de 269, 290, 278, 442, 400 e
371 um, respectivamente, e fracdo de poros abertos de
56,4%,52%,51%,674%, 67,6% e 710%, respectivamente,
sendo que a relacdo porosidade total/poros abertos foi de
quase 100%. Os scaffolds apresentaram formato de poros
arredondados, abertos em seu interior, o que foi demonstrado
através da caracterizagdo tridimensional por MEV e uCT.
Os scaffolds tiveram estrutura mesoporosa € 0S mesoporos
variaram de 9,4 nm no VBP1100S-900 °C até 22,9 nm no
VBP1100S-800 °C. A drea superficial variou de 73,2 m*/g
no VBP158S-800 °C até 331,2 m*g no VBP1100S-800
°C. Os scaffolds de VB 58S e 100S continuaram amorfos
mesmo com o aumento de temperatura de tratamento
térmico. Os scaffolds nao apresentaram citotoxicidade
ao ensaio de MTT e induziram a proliferacdo das células
osteobldsticas primdrias, mesmo os scaffolds de VB100S,
fatores de relevancia para o sucesso da regeneraco dssea e
sua utiliza¢do na engenharia de tecido dsseo.
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