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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Existem no mercado materiais semelhantes para o uso em regeneracéo tecidual guiada,
como o Geistlich Bio-Gide®, que sdo materiais de excelente qualidade, porém néo séo
produzidos no Brasil e apresentam um elevado custo.

O presente estudo visa desenvolver um novo biomaterial, para utilizagdo em regeneragao
tecidual guiada, produzido nacionalmente e que apresente alta qualidade e baixo custo
para que seja possivel a utilizacdo tanto em tratamentos na rede privada quanto em

tratamentos na rede publica.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

There are similar materials on the market for use in guided tissue regeneration, such as
Geistlich Bio-Gide®, which are excellent quality materials, but are not produced in Brazil
and are expensive.

The present study aims to develop a new biomaterial for use in guided tissue regeneration,
produced nationally and which is high quality and low cost so that it can be used in both
private and public health care.
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RESUMO

Kukulka EC. Influéncia dos meios de desidratacdo e dopagem com ions de Mg e Li
em vidros bioativos 45S5 e 58S na diferenciacdo osteogénica [tese]. Sdo José dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2025.

O objetivo do estudo foi sintetizar e caracterizar dois vidros bioativos (45S5 e 58S) por
trés métodos de desidratacdo e associa-los a fibras de policaprolactona (PCL) obtidas
pelo processo de eletrofiagdo. Os dois vidros bioativos foram sintetizados pela rota
sol-gel usando o acido silicico como precursor. Foram divididos em 3 subgrupos de
acordo com o método de desidratacao (C — calcinado; L - liofilizado e LC — liofilizado
e calcinado). A solugéo de PCL foi preparada na propor¢ao 2,4 g em 12 mL de acetona
(grupo controle) e posteriormente adicionado os 6 vidros na propor¢cao 1:1 em massa,
resultando em sete grupos experimentais. As fibras foram produzidas por eletrofiacdo
seguindo os parametros fixos (10 kV, 12 cm, 2 mLht e 300 rpm). As caracterizacdes
dos vidros foram feitas por microscopia eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia
de Raman, difracdo de raios X (DRX), espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) e ensaio de mineralizacdo de apatita em fluido
corporal simulado (SBF). As fibras foram caracterizadas por MEV, analise de diametro
médio, dispersdo de raios X, DRX, FTIR, termogravimetria e SBF. O vidro bioativo
45S5 LC foi escolhido por sua estabilidade de pH, rapida conversao em hidroxiapatita,
estrutura e porosidade otimizadas pelos processos de calcinagao e liofilizacdo. Esse
grupo foi dopado com ions magnésio e litio, e todas as caracterizacbes foram
repetidas, incluindo sua incorporacdo nas fibras de PCL. Testes celulares in vitro
(viabilidade celular MTT, fosfatase alcalina e proteina total) foram realizados para
avaliar o desempenho biolégico de todos os grupos. O método sol-gel, associado a
diferentes processos de desidratacdo, permitiu ajustar a composicdo estrutural e
bioatividade dos vidros bioativos clorados de silicato (45S5 e 58S). Ensaios de
mineralizacdo demonstraram a formacao precoce de hidroxiapatita e controle do pH
pela fase Ca-P-Cl no vidro 45S5 LC. Os vidros bioativos mostraram-se semelhantes
estruturalmente independentemente do método de desidratacdo e suas particulas
irregulares e rugosas. As fibras produzidas apresentaram didmetros variaveis e ao
associar o polimero aos biovidros tiveram seus diametros reduzidos. Todos 0s grupos
apresentaram viabilidade celular e a fosfatase alcalina dos grupos experimentais
superou a do grupo controle, exceto o grupo PCL 45S5 LC Li. O estudo comprovou
gue o método sol-gel, aliado a diferentes processos de desidratacdo, € eficaz na
producao de vidros bioativos clorados de silicato (45S5 e 58S) com potencial bioativo.
Além disso, os scaffolds desenvolvidos apresentaram viabilidade celular, atividade
osteogénica e interacdo célula-matriz, indicando seu potencial para engenharia de
tecidos 6sseos. Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar resposta em modelos
in vivo, a fim de validar sua aplicabilidade clinica.

Palavras-chave: engenharia tecidual; ions; materiais biocompativeis; nanofibras;
polimeros; suporte de tecidos.



ABSTRACT

Kukulka EC. Influence of dehydration media and doping with Mg and Li ions in 45S5
and 58S bioglasses on osteogenic differentiation [doctorate thesis]. Sdo José dos
Campos (SP): Sédo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2025.

The aim of this study was to synthesize and characterize two bioactive glasses (45S5
and 58S) using three dehydration methods and incorporate them into polycaprolactone
(PCL) fibers obtained through the electrospinning process. The two bioactive glasses
were synthesized via the sol-gel route using silicic acid as a precursor and divided into
three subgroups according to the dehydration method (C — calcined; L — lyophilized,;
LC — lyophilized and calcined). The PCL solution was prepared at a ratio of 2.4 g in 12
mL of acetone (control group), and then the six bioactive glasses were added at a 1:1
mass ratio, resulting in seven experimental groups. The fibers were produced by
electrospinning under fixed parameters (10 kV, 12 cm, 2 mLh™, and 300 rpm). The
bioactive glasses were characterized using scanning electron microscopy (SEM),
Raman spectroscopy, X-ray diffraction (XRD), Fourier-transform infrared spectroscopy
(FTIR), and apatite mineralization assays in simulated body fluid (SBF). The fibers
were characterized by SEM, average diameter analysis, X-ray dispersion, XRD, FTIR,
thermogravimetry, and SBF. The 45S5 LC bioactive glass was selected due to its pH
stability, rapid conversion to hydroxyapatite, and optimized structure and porosity
achieved through calcination and lyophilization. This group was doped with
magnesium and lithium ions, and all characterizations were repeated, including its
incorporation into PCL fibers. In vitro cell tests (MTT cell viability, alkaline phosphatase
activity, and total protein quantification) were conducted to evaluate the biological
performance of all groups. The sol-gel method, combined with different dehydration
processes, allowed for the adjustment of the structural composition and bioactivity of
the chloride-containing silicate bioactive glasses (45S5 and 58S). Mineralization
assays demonstrated early hydroxyapatite formation and pH control by the Ca-P-Cl
phase in the 45S5 LC glass. The bioactive glasses exhibited similar structural
characteristics regardless of the dehydration method, with irregular and rough
particles. The produced fibers showed variable diameters, which were reduced when
the polymer was combined with bioactive glasses. All groups exhibited cell viability,
and alkaline phosphatase activity in the experimental groups exceeded that of the
control group, except for the PCL 45S5 LC Li group. This study confirmed that the sol-
gel method, in combination with different dehydration processes, is effective in
producing chloride-containing silicate bioactive glasses (45S5 and 58S) with bioactive
potential. Furthermore, the developed scaffolds demonstrated cell viability, osteogenic
activity, and cell-matrix interaction, indicating their potential for bone tissue
engineering. Additional studies are necessary to evaluate the in vivo response and
validate their clinical applicability.

Keywords: Biocompatible materials; ions; nanofibers; polymers; tissue engineering;
tissue scaffolds.
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1 INTRODUCAO

Segundo Willians et al. (2009), a definicdo ideal de biomaterial seria aquela
que descreve uma substancia projetada para moldar-se de forma isolada ou como
parte de um sistema complexo, sendo utilizada para influenciar e direcionar, por meio
do controle das interacbes com componentes de sistemas vivos, o andamento de
procedimentos terapéuticos ou diagnosticos tanto na medicina humana quanto
veterinaria. Assim, tecnologias sao desenvolvidas e aplicadas para suprir a
necessidade de substituir ou complementar parte do organismo perdidas por doenca
ou trauma (Williams, 2009).

O potencial do vidro bioativo para estimular a adesdo e multiplicacdo de
diversas células abre perspectivas para sua aplicacio em contextos 0sseos e
dentarios (Rizwan et al., 2017a).

O vidro bioativo, embora tenha excelente integracdo com 0ssos e tecidos
moles, possui fragilidade que limita sua utilizagdo como material de suporte de carga.
Para melhorar suas propriedades mecéanicas, sdo desenvolvidos compdsitos que
combinam suas caracteristicas bioativas com a resisténcia estrutural de materiais
como os polimeros, visando criar materiais mais robustos e versateis para aplicacées
biomédicas diversas (Rizwan et al., 2017b).

Na busca por um scaffold otimizado para a regeneracao 6ssea, sao utilizados
compositos que combinam polimeros e vidros bioativos. Essa escolha néo € aleatoria;
os polimeros conferem resisténcia mecanica e flexibilidade ao scaffold, permitindo que
ele suporte a carga necessaria para o processo de regeneracdo 0ssea. Por outro lado,
0s vidros bioativos sdo capazes de interagir de forma benéfica com o ambiente
biolégico, promovendo a integracéo do tecido dsseo e estimulando sua regeneracao.
Além disso, a degradacdo equilibrada desses componentes ao longo do tempo é
crucial para garantir que o scaffold cumpra sua funcdo sem causar interferéncias
negativas no processo de regeneracdo. Dessa forma, essa combinacdo estratégica
de materiais proporciona ndo apenas suporte estrutural adequado, mas também
estimula ativamente a regeneracdo 0ssea, tornando o scaffold ideal para esse
propésito especifico (Jones, 2015).

A policaprolactona (PCL) é reconhecida como um polimero sintético de
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grande relevancia na engenharia de tecidos 0sseos, sendo notavel por suas
propriedades mecanicas favoraveis e pela capacidade de gerenciar sua degradacao
ao longo do tempo. Sua aplicacdo em scaffolds é especialmente destacada pela
técnica de eletrofiacdo, que se destaca na producdo de uma estrutura tridimensional
porosa composta por nanofiboras de PCL. Essa matriz porosa, resultante da
eletrofiacdo, apresenta caracteristicas que imitam de perto aspectos fundamentais da
matriz extracelular dos tecidos naturais, como uma area de superficie expandida e
uma porosidade adequada. Essa combinacdo de propriedades mecanicas e
arquitetonicas faz da PCL e dos scaffolds produzidos por eletrofiagdo uma escolha
atraente e eficaz para aplicaces na engenharia de tecidos 6sseos, facilitando a
interacdo celular e a regeneracao tecidual (Siddiqui et al., 2021).

A técnica de eletrofiacdo € capaz de produzir fibras com uma ampla gama de
tamanhos, que variam de micro a nanoescala. Esse aspecto € especialmente
relevante porque cria uma proporcao significativa entre a area de superficie e o volume
das fibras. Essa caracteristica tem importantes implicacdes na atividade celular,
abrangendo desde a adesdo e fixacdo das células até sua proliferacdo e
diferenciacdo. A grande area de superficie das fibras geradas pela eletrofiacéo
proporciona um aumento significativo no contato e na interacdo das células com o
substrato, resultando em beneficios notaveis em aplicacbes biomédicas e de
engenharia de tecidos. Nesses contextos, a interagéo celular com o material é crucial
para 0 sucesso do processo, influenciando diretamente o comportamento e a
funcionalidade das células em cultura ou no ambiente biolégico em que sao
implantadas. Assim, a capacidade das fibras eletrofiadas de proporcionar uma
interacdo celular eficiente e favoravel destaca-se como um aspecto valioso e
estratégico para alcancar resultados bem-sucedidos nessas areas de aplicacao
(Chronakis, 2005; Hong et al., 2019).

Em estudos recentes, foi constatado que a incorporacdo de elementos
bioativos em vidros bioativos desempenha um papel significativo na melhoria de suas
atividades e propriedades. Esses elementos adicionados, como ions terapéuticos ou
compostos bioativos, tém demonstrado impactos positivos em varias caracteristicas
dos vidros bioativos, como a capacidade de promover a integragdo com tecidos
biolégicos, a regulacdo de processos celulares como a proliferacéo e diferenciacéo, e

até mesmo a capacidade de liberar farmacos de forma controlada. Essas descobertas
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tém implicagcBes importantes ndo apenas na fabricacdo de biomateriais mais eficazes,
mas também na concepcdo de materiais que possam desempenhar papéis mais
ativos e direcionados em aplicacbes biomédicas diversas. (Douglas et al., 2018;
Hoppe et al., 2011; Zhu et al., 2019).

Por exemplo, a presenca de ions de magnésio (Mg) facilita a producdo de
hidrogénio em excesso, resultando em um aumento da alcalinidade local. Isso é
importante para varias reacfes bioquimicas, incluindo a atividade de enzimas e a
viabilidade celular, o que tem implicacdes significativas na regulagdo do pH
intracelular e na manutencéo das condic¢des ideais para o funcionamento das células
(Gao et al., 2020). J4 ions como Mg, Cu, Sr e Zn sdo considerados excelentes
promotores terapéuticos por estimularem a formacao 6ssea e reduzirem a reabsorcéo
O0ssea. Esses elementos sao valorizados em varias aplicacdes biomédicas devido as
suas propriedades benéficas na regeneracdo e manutencdo da saude 0ssea (Ranga
et al., 2019; Tian, Liu, 2015).

A incorporacdo de ions de magnésio (Mg) em vidros bioativos melhora as
propriedades mecanicas, biocompatibilidade e capacidade de biodegradacéo, além
de promover a formacao de hidroxiapatita, crucial para a regeneracédo 0ssea. Essa
associagao destaca a relevancia dos ions de magnésio na otimizacéo de biomateriais
para aplicacdes biomédicas (Karakuzu-lkizler et al., 2020).

fons litio (Li) estimulam a proliferacdo e diferenciagcdo de células-tronco-
mesenquimais 6sseas, através de uma via de sinalizacdo especifica, destacando seu
potencial na engenharia de tecidos e regeneracdo 0ssea (Cao et al., 2017). A
presenca de ions litio em vidros bioativos aumenta consideravelmente a proliferacéo
e diferenciacéo osteogénica das células-tronco, em comparagcao com vidros bioativos
sem essa adicdo (Moghanian et al., 2018a). ions litio, além de estimular células
Osseas, tém potencial para promover a formacdo de novos vasos sanguineos
(angiogénese).

Quando incorporados em vidros bioativos, esses ions se tornam promissores
para o desenvolvimento de biomateriais destinados a regeneracao de tecidos que
necessitam de uma boa vascularizagdo para sua fungdo e integragdo no organismo.
(Haro Durand et al., 2017).

Existe uma demanda crescente por novos scaffolds a base de

policaprolactona (PCL) que ndo apenas reproduzam a resisténcia mecéanica do 0sso
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cortical natural, mas também sua elasticidade. Nesse sentido, é crucial otimizar os
parametros da técnica de eletrofiacdo, a fim de alcancar as propriedades desejadas
gue mimetizam o tecido natural. Essa abordagem integrada tem o potencial de resultar
em scaffolds mais eficientes e funcionais para aplicacbes na engenharia de tecidos
0sseos, atendendo assim as necessidades cada vez mais complexas desse campo.
Sendo assim, a combinacao de policaprolactona (PCL), vidro bioativo e ions
bioativos em biomateriais oferece uma abordagem avancada para a engenharia de
tecidos 6sseos. A PCL proporciona resisténcia mecanica e uma matriz porosa ideal
para a regeneracdo tecidual, enquanto o vidro bioativo promove a adesao e
proliferacdo celular. A adicdo de ions bioativos, como magnésio e litio, melhora ainda
mais a bioatividade, biocompatibilidade e a formacéo de hidroxiapatita, crucial para a
regeneracao 0ssea. Esta integracdo resulta em compdésitos robustos e bioativos que
ndo apenas suportam a estrutura 6ssea, mas também estimulam ativamente sua
regeneracao, oferecendo uma solucdo promissora para aplicacbes biomédicas

avancadas.
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7 CONCLUSAO

O estudo demonstrou que o método de sintese sol-gel, combinado a diferentes
processos de desidratacao, foi eficaz na producéo de vidros bioativos clorados de
silicato (45S5 e 58S) com potencial bioativo. A analise Raman revelou que a
calcinacdo, isolada ou apos liofilizacdo, resultou em estruturas Q2, enquanto a
liofilizacdo isolada produziu combinacdes de Q*, Q2 e Q3. O vidro 58S apresentou
natureza amorfa, enquanto o 45S5 exibiu cristalinidade com cloreto de sédio. A
espectroscopia FTIR confirmou a presenca de grupos funcionais essenciais para a
bioatividade, como Si-O-Si e silanol. Ensaios de mineralizacdo indicaram alta
bioatividade, com formacé&o precoce de hidroxiapatita e controle do pH pela fase Ca-
P-CI no vidro 45S5 LC durante 21 dias.

De modo geral, os resultados evidenciam que o método sol-gel, aliado a
diferentes processos de desidratacdo, permite ajustar a composicdo e as
propriedades dos vidros bioativos clorados de silicato. Além disso, os scaffolds
desenvolvidos demonstraram potencial promissor para aplicagdes em engenharia de
tecidos dsseos, apresentando viabilidade celular adequada, atividade da fosfatase
alcalina e interacdo célula-matriz compativeis com um material biocompativel e
bioativo.

Portanto, a incorporacdo de vidros bioativos em scaffolds poliméricos pode
representar uma estratégia eficaz para o desenvolvimento de biomateriais mais
funcionais e eficientes para a regeneracao de tecidos duros. Estudos futuros podem
aprofundar a investigacao, explorando variacées na composi¢cao dos scaffolds e sua

resposta em modelos in vivo, a fim de validar sua aplicabilidade clinica.
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