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RESUMO 

 

Materiais mesoporosos têm sido largamente estudados devido ás suas 

características e potenciais aplicações. A sílica mesoporosa apresenta elevada área 

de superfície específica (~1000 m2.g-1) e tamanho de poros usualmente em torno de 

2-30 nm, atraindo atenção para aplicações em catálise, adsorção e troca iônica. O 

peptídeo de crescimento osteogênico (OGP) é um tetradecapeptídeo endógeno, cuja 

forma ativa gera ligações covalentes com as proteinases, mostrando ser um bom 

agente anabólico e estimulador hematopoiético. Neste contexto, o objetivo deste 

trabalho foi à preparação de materiais inorgânicos mesoporosos, a partir de sílica e 

de um surfactante não-iônico como agente direcionador de estrutura, incorporados 

com OGP, para atuarem como biomateriais na regeneração óssea. O peptídeo foi 

sintetizado pelo método em fase sólida (SPFS; estratégia Fmoc); foi purificado e 

caracterizado por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC), Espectrometria 

de Massas e Análise de Aminoácidos. Os materiais sólidos foram caracterizados por 

Espectroscopia na região do Infravermelho (FT-IR), Difração de Raios X (XRD), 

Espalhamento de Raios X à Baixo Ângulo (SAXS), Adsorção-dessorção de 

Nitrogênio a 77K (BET), Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM) e 

Microscopia Eletrônica de Varredura (SEM). A bioatividade in vitro desses materiais 

em Simulated Body Fluid (SBF) foi verificada por FTIR, SEM e XRD, e a adsorção e 

liberação do peptídeo marcado com 5,6-carboxifluoresceína da matriz mesoporosa 

foi monitorada por Espectroscopia de Fluorescência. Ficou evidente que a 

composição do material refletiu em diferentes características físicas, onde a área de 

superfície específica foi de 880, 484, 220 m2.g-1, para a LMSiO, LMSiCaP I e II, 

respectivamente, que por sua vez influenciou na porcentagem de incorporação do 

peptídeo (99% na LMSiO, 55% na LMSiCaP I e nenhuma adsorção na LMSiCaP II). 

O teste de liberação do peptídeo em SBF demonstrou ser dependente da 

composição das partículas, da quantidade de peptídeo incorporada e da degradação 

do material, onde a amostra LMSiCaP I liberou 50% do seu conteúdo peptídico em 

aproximadamente 4 horas enquanto a LMSiO precisou de mais que 30 horas. Os 

dados demonstraram que tanto o material de sílica pura (LMSiO) quanto de sílica 

com apatita (LMSiCaP I e II) apresentou bioatividade in vitro e degradação em 



 

 

função do tempo frente a fluídos biológicos, que é uma importante prospectiva para 

bio-aplicações. 

 

Palavras-chave: sílica mesoporosa; peptídeo de crescimento osteogênico (OGP); 

bioatividade; adsorção de moléculas; liberação controlada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Mesoporous materials have been widely studied due to their characteristics and 

potencial applications. The mesoporous silica has a high specific surface area (1000 

m2.g-1) and pore size is usually around 2-30nm, and it has attracted much attention 

for applications in catalysis, adsorption and ion exchange. The Osteogenic Growth 

Peptide (OGP) is an endogenous tetradecapeptídeo, which generates the active form 

covalent bonds with proteases, showing to be a good anabolic agent and 

hematopoietic stimulator. In this sense, this work presents the preparation of 

inorganic mesoporous materials from silica and a nonionic surfactant as a structure 

director agent incorporated with OGP to act as biomaterials in bone regeneration. 

The peptide was synthesized by solid-phase method (SPFS; Fmoc strategy), purified 

and characterized by High Performance Liquid Chromatography (HPLC), Mass 

Spectrometry and Aminoacid Analysis. The solids were characterized by Infrared 

Spectroscopy (FT-IR), X-ray Diffraction (XRD), Small Angle X-ray Scattering (SAXS), 

Adsorption-desorption of Nitrogen at 77K (BET), Transmission Electron Microscopy 

(TEM) and Scanning Electron Microscopy (SEM). The in vitro bioactivity of these 

materials in Simulated Body Fluid (SBF) was studied by Infrared Spectroscopy (FT-

IR), Scanning Electron Microscopy (SEM) and X-ray Diffraction (XRD), and loading 

and release of the peptide labeled with 5,6-carboxyfluorescein of mesoporous matrix 

was monitored by Fluorescence Spectroscopy. It was evident that the composition of 

the material reflects different physical characteristics, where the specific are was 880, 

484, 220 m2.g-1 for LMSiO, LMSiCaP I e II, respectively, which in turn influenced the 

percentage of incorporation of the peptide (99% in LMSiO, 55% in LMSiCaO I e no 

adsorption in LMSiCaP II). The results have showed that both the pure silica material 

(LMSiO) and silica with apatite (LMSiCaP I e II) have in vitro bioactivity and show 

degradation as a function of time in front of the biological fluids, which is an important 

prospective for bio-applications. 

Keywords: mesoporous silica; osteogenic growth peptide; bioactivity; loading 

molecules; controlled release.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Deficiências esqueléticas, especialmente decorrentes de traumas, tumores ou 

desenvolvimento anormal, são comuns, e são normalmente tratadas por intervenção 

cirúrgica e enxerto para restaurar a função mecânica e reconstruir a área afetada.  

Devido a problemas como disponibilidade limitada, dificuldade de armazenamento e 

um tempo cirúrgico maior, no caso dos enxertos autógenos e alógenos, 

pesquisadores buscam materiais sintéticos que facilitem a reparação óssea visando 

o restabelecimento rápido das funções fisiológicas (PINTO et al., 2007). 

Um grande número de trabalhos vem utilizando materiais mesoporosos 

ordenados em diversas aplicações (TAGUCHI; SCHÜTH, 2005; BECK; VARTULI, 

1996). As pesquisas com materiais mesoporosos têm resultado em biomateriais  

com duas aplicações principais na área médica: emprego como 

sistemas carreadores de fármacos e na regeneração de tecido ósseo.  

A sílica mesoporosa com estrutura hexagonal, SBA-15, apresenta elevada 

área superficial (na faixa de 690-1040m2.g-1) e tamanho de poros usualmente em 

torno de 4,6 a 30nm, sendo assim um material adequado para incorporar e liberar 

uma grande variedade de moléculas, inclusive aquelas que apresentam atividades 

terapêuticas. 

Vidros mesoporosos bioativos (MBGs) têm sido sintetizados com sucesso 

exibindo uma propriedade bioativa maior e uma relação estrutura/composição 

diferente em relação aos vidros convencionais. Além do mais, tanto o grande volume 

de poro quanto os mesoporos uniformes dos MBGs torna possível uma imobilização 

direta e altamente eficiente de proteínas e fármacos dentro dos MBGs, que são 

muito importantes nas aplicações médicas (ZHAO et al., 2008). 

Dentre as moléculas que podem ser carreadas pelos MBGs, os moduladores 

de fator de crescimento ósseo têm se destacados por atuarem em pequenas 

concentrações e por atuarem como mediadores locais sobre as células 

osteoprogenitoras. Neste contexto, o Osteogenic Growth Peptide (OGP), peptídeo 

de crescimento osteogênico, tem atraído interesse clínico como um agente anabólico 

e estimulador hematopoiético. 
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Nessas condições, o efeito simulatório extra da inclusão de um fator de 

crescimento e a capacidade osteogênica do material são interessantes propriedades 

para a regeneração óssea. De acordo com Woo et al. (2001) a eficácia de um fator 

de crescimento não é apenas dependente de sua atividade, mas também 

influenciada pelo método de liberação, ou seja, o material carreador. Carreadores 

aumentam a retenção do peptídeo no local do tratamento por um tempo suficiente 

para permitir a atividade e, posteriormente, pode fornecer uma base para o 

crescimento ósseo. 

Neste trabalho, os materiais mesoporosos de sílica foram obtidos por método 

envolvendo micelas de surfactantes e de precursores inorgânicos. Devido a natureza 

biocompatível das apatitas, foram realizadas sínteses com preparação simultânea de 

sílica e apatita mesoporosos com diferentes concentrações de sílica. A escolha 

deste sistema visa reunir as características texturais, de estabilidade e resistência da 

sílica mesoporosa com a biocompatibilidade das apatitas. As alterações dos 

parâmetros estruturais, superficiais, texturais e de distribuição de tamanho de poros 

foram avaliadas neste trabalho por meio de medidas de espectroscopia na região do 

infravermelho e adsorção e dessorção de nitrogênio (N2). As imagens de 

microscopia eletrônica de varredura forneceram informações morfológicas das 

amostras. Além disso, medidas de microscopia eletrônica de transmissão e de 

espalhamento de raios X a baixos ângulos foram utilizadas com o objetivo de se 

tentar elucidar a estrutura de poros do material puro e verificar a ocorrência de 

possíveis alterações causadas pela introdução da apatita na estrutura da sílica. 

Após a caracterização, os materiais foram imersos em soluções do peptídeo 

OGP para incorporação desta molécula e os ensaios preliminares de liberação do 

peptídeo a partir das amostras mesoporosas foram realizados em uma solução que 

simula o fluido corpóreo. Os resultados obtidos foram comparados com os ensaios 

de degradação dos materiais. 

Mesmo com os materiais disponíveis no mercado atualmente e dos avanços 

conquistados no desenvolvimento de novos biomateriais para engenharia tecidual, 

ainda busca-se materiais bioativos com características e propriedades mecânicas 

similares ao autoenxerto ósseo. Assim, o que motivou este trabalho foi preparar 

materiais mesoporosos com propriedades bioativas e capazes de carrear um 
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peptídeo osteoindutor, para futuramente promover a regeneração de fraturas no 

tecido ósseo em tempo menor. 

 

1.1. Fisiologia do tecido ósseo 

O tecido ósseo é o constituinte principal do esqueleto e serve de suporte para 

as partes moles e proteção dos órgãos vitais, como os contidos nas caixas craniana, 

torácica e no canal raquidiano. Atua alojando e protegendo a medula óssea, 

formadora das células do sangue. Possui propriedades mecânicas, como alta 

resistência a fratura e flexibilidade, proporcionando apoio aos músculos 

esqueléticos, transformando suas contrações em movimentos úteis, constituindo um 

sistema de alavancas que amplia as forças geradas na contração muscular 

(GARTNER; HIATT, 2003). 

O tecido ósseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo de sustentação, 

formado por células e por material extracelular calcificado, denominado matriz 

óssea, em constante processo de remodelamento. Sua macroestrutura é constituída 

pelo osso cortical (compacto), osso trabecular (esponjoso), medula óssea e vasos 

sanguíneos. O osso cortical é encontrado nas diáfises dos ossos longos e na 

superfície externa dos ossos planos, e possui a função de proteção dos tecidos e 

órgãos vitais, devido à resistência a incidência de cargas. Já o osso trabecular é 

encontrado nas extremidades e cavidades medulares de ossos longos, bem como 

nas vértebras e no centro de ossos planos, sendo menos resistente, atuando nas 

funções metabólicas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). 

O osso é composto de três tipos de células (osteoblastos, osteoclastos, 

osteócitos), uma matriz extracelular mineralizada (composta de 65% de 

hidroxiapatita e fosfato tricálcio) e uma matriz extracelular orgânica (composta de 

35% de colágeno e outras proteínas como glicoproteínas, proteoglicanas, 

osteocalcina, osteopontina e fatores de crescimento). Estas proteínas contribuem 

para a abundância de sinais no interior da matriz extracelular. As fibras de colágeno 

flexíveis e resistentes reforçadas com cristais de hidroxiapatita são importantes para 

o requisito de força compressiva e alta resistência do osso à fratura (STEVENS, 

2008).  
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As células ósseas estão envolvidas nos processos de osteogênese, 

manutenção e remodelação óssea. Os osteoblastos são as células que sintetizam a 

parte orgânica (colágeno tipo I e V, proteoglicanas e glicoproteínas) da matriz óssea, 

sendo, portanto, as células responsáveis pela expressão gênica dessas proteínas de 

forma a promover um equilíbrio de troca iônica, principalmente de íons Ca2+ e PO4
3-, 

iniciando a mineralização da matriz (GARTNER; HIATT, 2003). Uma vez aprisionado 

pela matriz recém-sintetizada, o osteoblasto passa a ser chamado de osteócito. A 

matriz se deposita ao redor do corpo da célula e de seus prolongamentos, formando 

assim as lacunas e os canalículos. Os osteócitos secretam fatores de crescimento 

que facilitam o recrutamento de pré-osteoblastos para a remodelação do esqueleto 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Já os osteoclastos são células móveis, gigantes, 

ramificadas, que se originam de precursores mononucleados provenientes da 

medula óssea, responsáveis pela reabsorção óssea. 

Apesar da sua resistência às pressões e da sua dureza, o tecido ósseo é 

muito plástico e possui alta capacidade de se remodelar mediante diversas situações 

a que é submetido, tais como lesões, fraturas e perdas ósseas. O processo de 

regeneração óssea se inicia a partir de importantes reações biológicas, 

desencadeadas pela própria lesão do tecido. 

O acometimento de uma lesão no tecido ósseo, traumática ou cirúrgica, é 

seguido por sequência histológica definida, destinada a reparar a lesão. Nos locais 

de fratura óssea, ocorre hemorragia, pela lesão dos vasos sanguíneos, destruição 

de matriz e morte de células ósseas (GERIS et al., 2008). A reparação se inicia após 

a remoção, pelos macrófagos, do coágulo sanguíneo e dos restos celulares e da 

matriz. A nível histológico, o periósteo e o endósteo próximos à área fraturada 

respondem com uma intensa proliferação, formando um tecido muito rico em células 

osteoprogenitoras que constitui um colar em torno da fratura que penetra entre as 

extremidades ósseas rompidas (Figuras 1.1a e 1.1b). Nesse anel ou colar conjuntivo 

e também no conjuntivo que se localiza entre as extremidades ósseas fraturadas, 

surge tecido ósseo imaturo, tanto pela ossificação endocondral de pequenos 

pedaços de cartilagem que aí se formam, bem como por ossificação 

intramembranosa. Desta forma, no local de reparação, podem ser encontradas ao 

mesmo tempo áreas de cartilagem, áreas de ossificação intramembranosa e áreas 

de ossificação endocondral (GARTNER; HIATT, 2003). Esse processo evolui de 
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modo a aparecer, após certo tempo, um calo ósseo que envolve as extremidades do 

osso fraturado (Figura 1.1c e 1.1d). 

A nível celular, o remodelamento ósseo depende da atividade integrada de 

dois tipos de células: os osteoblastos, para produção de tecido ósseo novo, e os 

osteoclastos, para reabsorção óssea, ambos os eventos cruciais ao processo no 

decorrer do crescimento ósseo normal, ou após lesão. Durante o processo de 

neoformação óssea, na ossificação intramembranosa, as células mesenquimais 

presentes na medula óssea se diferenciam em osteoblastos e iniciam a síntese de 

matriz osteóide, formando assim o osso primário ou imaturo. As fibras de colágeno 

são depositadas randomicamente formando uma estrutura entrelaçada não 

mineralizada. Conforme ocorrem as trocas iônicas entre os tecidos e o fluído 

sanguíneo, a matriz vai sendo mineralizada e este osso vai sendo reabsorvido e 

sendo substituído por osso secundário ou lamelar (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). 

Mesmo representando apenas 1% da matriz extracelular orgânica, os fatores 

de crescimento têm se tornado de grande interesse para entender os processos 

fisiopatológicos de regeneração óssea e osteointegração. 
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Figura 1.1. Processo de reparação da fratura, por formação de novo tecido ósseo a partir do 
endósteo e do periósteo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). 
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1.2. Fatores de crescimento na reparação óssea 

O processo de reparação óssea é um conjunto complexo de eventos 

biológicos regulados por células específicas, pela matriz extracelular e por diferentes 

fatores de crescimento. 

Os fatores de crescimento e citocinas são importantes reguladores do 

processo de cura e são produzidos por células presentes no local de regeneração e 

liberados nesta área por tecidos vizinhos (extremidades ósseas danificadas, 

músculos, medula, periósteo) (GERIS et al., 2008). Os fatores de crescimento, 

combinados às suas proteínas de ligação, agem como reguladores locais das 

funções celulares, estimulando a diferenciação, proliferação, migração, adesão 

celular e expressão gênica. Em casos de lesão óssea, fraturas, tratamentos de 

tumores ósseos, defeitos congênitos e outras patologias, o osso danificado não se 

regenera espontaneamente. É necessário um auto-enxerto ou osso alogênico para 

restaurar a integridade estrutural e funcional, no entanto, efeitos adversos estão 

associados a estas técnicas, como por exemplo, a necessidade de um segundo sítio 

cirúrgico para a obtenção do enxerto, o que pode, muitas vezes, contra-indicar o 

procedimento e o fato de não haver células para que ocorra a fase I da osteogênese, 

respectivamente (PINTO et al.,2007). Assim, a liberação de fatores de crescimento 

nos locais lesionados pode complementar a terapia convencional de reparação 

óssea (WOZNEY; SEEHERMAN, 2004). 

Os fatores de crescimento são secretados por uma grande variedade de 

células para regular o processo de cura de ferimentos. Vários fatores de crescimento 

têm sido usados para melhorar os resultados clínicos em cirurgias cardíacas, 

ortopédicas, plásticas, oral e periodontal, onde se pode citar: 

- Fator de crescimento transformador beta (TGF-β): estimula o recrutamento e 

proliferação de células mesenquimais, sua diferenciação em osteoblastos e/ou 

condrócitos, e atua na produção de matriz extracelular (TSIRIDIS et al., 2007). 

- Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF): regula a síntese de DNA e a 

proliferação celular; regula a reparação inicial da fratura e cura de ferimento, através 

da reabsorção óssea e degradação de colágeno; inibe a aposição de matriz 

(colágeno tipo I); estimula os osteoblastos a produzir interleucina (IL-6), que recruta 

osteoclastos (KOFRON; LAURENCIN, 2006). 
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- Fator de crescimento semelhante à insulina (IGF): mediando efeitos de hormônios, 

fatores de crescimento, citocinas e morfogênese durante a cura da fratura, 

estimulando a proliferação de osteoblastos e a produção de matriz óssea (SOO-

HONG; SHIN, 2007). 

- Fator de crescimento vascular endotelial (VEGF): secretado pelos osteoblastos, 

estimula a angiogênese, que é um fator essencial para a formação óssea, sendo 

importante na formação e manutenção dos vasos sanguíneos; regula a migração, 

proliferação, sobrevivência e atividade de células endoteliais, osteoclastos e 

osteoblastos (KOFRON; LAURENCIN, 2006).  

- Proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs): fatores de diferenciação celular que 

induzem a diferenciação de células mesenquimais em osteoprogenitoras. 

Estudos in vivo usando BMPs associadas a sistemas de liberação têm 

demonstrado a capacidade dessas proteínas em induzir o crescimento ósseo e 

estimular a reparação de fraturas. Como exemplo, a utilização de rhBMP (proteína 

morfogenética óssea recombinante humana) incorporada em implantes de PLGA 

(ácido poli láctico-co-glicólico) acelerou a cura de fraturas em fêmur de ratos (LEE et 

al., 1994) e promoveu a formação óssea em defeitos críticos em diáfises umeral 

(ZEGZULA et al., 1997) e a cicatrização de defeitos críticos em crânio de ratos 

quando em cimentos de fosfato de cálcio (BODDE et al., 2008). 

O conceito de osteoindução foi primeiro descrito por Urist (1965) quando 

observou a neoformação óssea no interior de matrizes ósseas desmineralizadas. 

Desde então, estas proteínas têm sido descritas como fatores responsáveis pela 

neoformação óssea (EPPLEY et al., 2005), pois por meio de quimiotaxia, as BMPs 

atraem células mesenquimais para o local da formação óssea e induz a conversão 

destas células em uma linhagem préosteoblástica. No entanto, há um certo 

questionamento sobre a relação custo-eficácia das BMPs, devido à grande 

quantidade necessária (1,5 mg.ml-1, dose terapêutica do INFUSE) para se obter uma 

regeneração óssea eficaz em comparação às técnicas cirúrgicas convencionais 

(EPSTEIN, 2011) que pode limitar seu uso em relação aos demais materiais. 

Desta forma, peptídeos, biomoléculas constituídas por dois a dezenas de 

resíduos de aminoácidos unidos entre si através de ligações peptídicas (MACHADO 

et al., 2004), são quimicamente versáteis e têm demonstrado interesse científico 
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quando o assunto é moléculas osteoindutoras ou modeladoras de fatores de 

crescimento. 

Recentemente, uma classe de sequências peptídicas tem sido sintetizada 

diretamente pela Síntese de Peptídeos em Fase Sólida (SPFS), incluindo motifs 

indutores da medula óssea. Dentre os de interesse na engenharia óssea, a 

sequência peptídica reguladora de fator de crescimento ósseo, no caso o OGP, foi 

escolhida devido à propriedade de osteoindução. 

O OGP é um peptídeo de ocorrência natural cuja estrutura primária é idêntica 

à sequência C-terminal 89-102 (Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-Phe-

Gly-Gly) da Histona H4 (Figura 1.2). É um tetradecapeptídeo endógeno presente 

fisiologicamente no soro humano, em concentração micromolar (BAB et al., 1992). 

Seu pequeno tamanho e linearidade, que o faz susceptível a proteólise, aliada à 

baixa concentração, sugere uma proteína de ligação para o OGP, OGPBP-OGP 

(OGPBP: OGP binding protein), que promove sua proteção contra proteólise e a 

manutenção da concentração deste peptídeo na circulação (BAB; CHOREV, 2002).  

 

Figura 1.2. Fórmula estrutural do peptídeo OGP. (NCBI, 2012) 

 

A maioria do OGP sérico encontra-se ligado não covalentemente a α2-

macroglobulina (α2-M) do soro, em ambas as formas, nativa e ativada. A forma 

ativada gera ligações covalentes com as proteinases, em um processo que envolve 

uma mudança conformacional, tornando a molécula mais compacta, diminuindo, 

dessa forma, a disponibilidade do OGP para o sistema. A forma nativa aumenta 
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imediatamente a disponibilidade do OGP para o sistema circulatório (GAVISH et al., 

1997), onde sua concentração é aumentada durante uma injúria local ao tecido 

ósseo, medula óssea ou a reações osteogênicas sistêmicas (BAB et al., 1992). 

Estudos indicaram que o OGP se liga as OGPBPs via motivos diferentes daqueles 

que são reconhecidos pelos anticorpos anti-OGP (Figura 1.3) (GREENBERG et al., 

1995). 

 

Figura 1.3. Domínios funcionais no peptídeo OGP. A porção C-terminal participa do reconhecimento 

e ligação ao receptor macromolecular e sinalização da via mitogênica. A porção N-terminal 

compreende o domínio que participa da ligação às OGPBPs (BAB; CHUREV, 2002). 

 

In vitro, o OGP e seus derivados possuem excelente potencial mitogênico 

para células de linhagem osteoblástica e fibroblástica (BAB et al., 1992; 

GREENBERG et al., 1993), favorecem o aumento da atividade da fosfatase alcalina 

(ALP) e da mineralização da matriz óssea (ROBINSON; BAB; NEVO, 1995; BAB; 

CHOREV, 2002) e ainda regulam diretamente a diferenciação de células 

mesenquimais de medula em osteoblastos, favorecendo assim a neoformação óssea 

(CHEN et al., 2007; VANELLA et al., 2010). 

In vivo, o OGP regula a expressão dos fatores de crescimento de 

transformação TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3, fator de crescimento fibroblástico FGF-2, 

fator de crescimento insulínico IGF-1 e do colágeno tipo I (BRAGER et al., 2000), 

favorece a reparação da medula óssea recém transplantada ou irradiada, com 

aumento considerável das células hematopoiéticas (GUREVITCH et al., 1996), e 

ainda com a vantagem de ser prontamente sintetizado, pode substituir ou 

suplementar a terapia convencional, a qual é muito cara. Defeitos ósseos tratados 
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com scaffolds de PLGA com OGP sintético adsorvido foram reparados em um menor 

tempo em relação aos animais que receberam o OGP por via sistêmica; este estudo 

apontou um importante resultado na via de administração destes peptídeos, 

revelando um efeito terapêutico mais eficaz quando aplicado localmente 

(SHUQIANG et al., 2008). Estudos com administração via sistêmica do OGP relata o 

estímulo da ossificação endocondral em locais de fratura tanto em ratos quanto em 

coelhos, reduzindo o tempo de reparação óssea (SUN; ASHHURST, 1998; BRAGER 

et al., 2000; GABET et al., 2004)  

Muitos materiais podem ser utilizados como carreadores para liberação de 

moléculas de interesse biológico, como os moduladores de fator de crescimento no 

tecido ósseo. Entre eles, pode ser citados os materiais bioativos mesoporosos, 

governado pela natureza química das paredes dos poros, área de superfície 

específica e a relação diâmetro dos poros-molécula hospedeira (VALLET-REGÍ et 

al., 2007). 

 

1.3. Materiais Mesoporosos 

Um grande número de processos e reações químicas tem lugar na interface 

entre um meio fluido e um sólido poroso, e o resultado final dessa interação depende 

das características do sistema poroso e do sólido. Este eixo tem conduzido ao 

desenvolvimento de metodologias específicas para as sínteses de materiais com 

porosidade mais adequada para a função que se deseja. 

O aumento do número de processos para obtenção de materiais porosos, que 

utilizam condições brandas, promoveu o desenvolvimento de matrizes (inorgânicas 

ou híbridas nanoestruturadas) a partir da utilização de conjuntos de surfactantes 

auto organizáveis como agentes direcionadores de estruturas, permitindo assim, a 

construção de uma nova classe de materiais nanoestruturados em escala 

mesoscópica (ROCHA, 2010). 

De acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), 

os materiais porosos são classificados em três classes: microporosos (diâmetro do 

poro entre 0,2-2,0 nm); mesoporosos (2,0-50,0 nm); macroporosos (acima de 50,0 

nm) (SING et al., 1985). O tamanho dos materiais mesoporosos permite não 
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somente o fácil acesso de moléculas com tamanho acima de certa extensão, mas 

também o controle de funções dependendo da geometria do poro. 

Materiais microporosos e macroporosos são grandemente usados como 

adsorventes, mas eles são incapazes de adsorver um grande espectro de moléculas 

orgânicas de interesse por causa da distribuição do tamanho de poro como, por 

exemplo as zeólitas, que apesar da sua importância industrial, absorvem somente 

aquelas moléculas suficientemente pequenas para penetrar em seu sistema de 

poros (VALLET-REGÍ; VILLAREJO, 2006). Os poros dos materiais mesoporosos 

permitem não somente o fácil acesso pelas moléculas com certo tamanho, como 

também, a possível contratibilidade em funções dependendo da geometria do poro. 

A síntese de materiais mesoporosos ordenados requer o emprego de 

moléculas de surfactantes em solução aquosa. Nessas condições, quando a 

concentração do surfactante em dissolução alcança um valor crítico, denominado 

concentração micelar crítica, as moléculas formam agregados denominados micelas, 

cuja forma e tamanho depende essencialmente da natureza e composição química 

da molécula de surfactante, de sua concentração e da temperatura, junto com 

fatores como o pH da solução e a concentração total salina (Figura 1.4). As micelas, 

por sua vez, agrupam formando estruturas supramicelares, e a natureza das 

distintas fases micelares variam em função da concentração e temperatura 

(VALLET- REGI; VILLAREJO, 2006). 

 

Figura 1.4. Mecanismo de formação da sílica mesoporosa (HOFFMANN et al., 2006). 

 

De maneira geral, os agentes surfactantes podem classificar-se em: 

catiônicos, aniônicos, neutros e não iônicos (HOFFMANN et al.,2006). Assim, os 

surfactantes catiônicos podem conter as cadeias hidrofóbicas unidas ao mesmo 

átomo de nitrogênio da cabeça polar, ou cada uma das cadeias unidas a um átomo 
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de nitrogênio distinto. Os surfactantes aniônicos contem um grupo sulfônico ou um 

fosfato como cabeça polar. O emprego de um tipo de surfactante tem grande 

importância na síntese de materiais mesoporosos, já que a natureza da fase que se 

obtém está condicionada em boa medida pela interação que se estabelece entre as 

espécies químicas em solução e o surfactante. No caso dos surfactantes não 

iônicos, por exemplo, aqueles em que a cabeça polar formam grupos polióxido de 

etileno, prevalece a interação entre átomos de oxigênio do grupo éter e átomos de 

hidrogênio pertencentes a grupos silano, Si-OH, dos oligômeros de silício, a um pH 

moderado. Em um pH fortemente ácido (abaixo do ponto isoelétrico do silício, pH = 

2) há que se considerar a possibilidade de protonação dos grupos Si-OH. Em todos 

os casos é necessário considerar que o pH da dissolução determina a carga das 

espécies químicas que vão formar o esqueleto inorgânico do material, e portanto 

condiciona o mecanismo de interação com o surfactante (VALLET- REGI; 

VILLAREJO, 2006). 

Foi assim que em 1990, Yanagisawa e colaboradores reportaram a 

preparação de sílica mesoporosa com distribuição de poro uniforme como resultado 

da intercalação de cátion cetiltrimetilamônio entre camadas de kanemita polissilicato, 

seguida pela calcinação para remoção do surfactante. Este novo material foi 

chamado de FSM-16 (Folded Sheet Materials). Este material tem grande 

estabilidade térmica e hidrotérmica devido ao alto grau de condensação nas paredes 

das sílicas desses materiais. Inagaki, Fukushima e Kuroda (1993) relataram que o 

diâmetro de poro da FSM-16 pode também ser controlado pela variação do 

comprimento da cadeia alquil do surfactante catiônico. Uma significante descoberta 

na pesquisa de materiais mesoporosos foi quando cientistas da Móbil Oil Company 

divulgaram a família M41S de mesoporosos silicato/aluminossilicato onde um 

surfactante de cadeia longa foi usado como “template” ou agente formador de poros 

durante a síntese sol-gel (BECK et al., 1992). Entre estes materiais, os mais 

conhecidos estão a MCM-41 (com estrutura hexagonal), MCM-48 (com estrutura 

cúbica) e MCM-50 (com estrutura lamelar) (HOFFMANN et al.,2006). Estes materiais 

têm poros estruturados uniformemente, grande área de superfície específica e 

volume de poro específico que resultou no interesse mundial pelos materiais 

mesoporosos (VINU; HOSSAIN; ARIGA, 2005). 
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Huo e colaboradores (1994) noticiaram a síntese de materiais mesoporosos, 

usando surfactantes catiônicos e aniônicos em condições ácidas. Tanev, Chibwe e 

Pinnavaia (1994) prepararam sílica HMS (Hollow Mesoporous Silica Spheres) 

usando uma amina neutra como “template”. Em comparação com a MCM-41, 

mesoestruturas de HMS geralmente possuem estrutura hexagonal desordenada e 

paredes finas, estabilidade térmica superior e menor tamanho cristalino que torna a 

mesoporosidade textural um acesso improvável para o confinamento na rede 

mesoporosa. Bagshaw, Prouzet e Pinnavaia (1995) relataram a síntese de um 

material mesoporoso desordenado chamado MSU-1 (Michigan State Univesity) 

usando óxido de polietileno (PEO) como agente direcionador de estrutura. O MSU-1 

possui paredes finas e pequeno tamanho de partículas com considerável 

mesoporosidade devido aos poros formados entre as partículas serem relativamente 

pequenos, que o distingui da      MCM-41. 

Já em 1998, foi desenvolvia uma rota de preparação de sílica mesoporosa 

ordenada a partir do emprego de moldes à base de surfactante não-iônico ou de 

copolímeros polietoxilados e polipropoxilados como o Pluronic® P123 

(EO20PO70EO20) agentes direcionadores de estrutura (ZHAO et al., 1998). A 

formação de sílica se dá à temperatura ambiente, a partir da adição do TEOS em 

solução fortemente ácida (HCl 2M) contendo o surfactante não-iônico ou o 

copolímero. Esse material foi desenvolvido na Universidade de Santa Bárbara, nos 

Estados Unidos, e denominado SBA-15 (Santa Barbara Amorphous number 15) 

(ZHAO et al., 1998).  

O SBA-15, de maneira similar ao MCM-41, possui uma rede hexagonal de 

mesoporos. Este material apresenta estreita distribuição de tamanho de poros, 

usualmente na faixa de 4,6 a 30nm e áreas superficiais na faixa de 690 a 1040 m2.g-

1. Devido à maior espessura das paredes de seus poros (3,1 a 6,4nm) ele apresenta 

uma melhor estabilidade hidrotérmica quando comparado ao MCM-41 (CIESLA; 

SCHÜTH, 1999). Diferente do MCM-41, o SBA-15 pode possuir além dos mesoporos 

primários, mesoporos secundários e microporos não ordenados entre suas paredes 

(SOUSA et al., 2008). 

Materiais do tipo HMS são obtidos através do emprego de aminas com 

cadeias carbônicas longas e precursor de fase inorgânica à base de alcóxido. Por 

outro lado, se o composto à base de amina for substituído por surfactante à base de 
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etóxido, o material obtido será classificado como MSU. Nestes dois casos, a 

interação entre o surfactante e a fase inorgânica se dá por ligações de hidrogênio. 

Os materiais obtidos através de reações que levam à formação de híbrido orgânico-

inorgânico são denominados MTS-1 (SOLLER-ILLIA et al., 2003). 

O método sol-gel, empregado na síntese dos materiais mesoporosos, surgiu 

no fim da década de 90 e pode ser visto como uma sequência de processos inter-

relacionados. Estes processos envolvem a síntese de uma rede inorgânica obtida 

pela mistura de alcoóxidos e água, na presença de solvente e catalisador, seguida 

por hidrólise, gelatinização, remoção de resíduos orgânicos e água dos poros do gel 

sólido por tratamento a baixas temperaturas. Finalmente, a densificação do gel seco 

por tratamento térmico pode levar a materiais porosos (xerogéis) ou densos, na 

forma de pós ou monólitos (RUBIO; OTEO,1997). Sua hidrólise é rápida, 

principalmente em compostos cujo grupo alquil (R) é pequeno, porém alguns 

alcoóxidos como os de silício possuem uma baixa reatividade (comparados aos 

alcoóxidos de titânio) sendo necessária a adição de catalisadores ao processo para 

promover um aumento na velocidade das reações de hidrólise e condensação 

(WALLINGTON; PILON; WRIGHT, 1997). 

Materiais mesoporosos de sílica e do sistema ternário SiO2-CaO-P2O5 obtidos 

por processo sol-gel têm demonstrado excelente bioatividade. Desde as fases 

iniciais de pesquisa de biomateriais, ficou claro que uma elevada área superficial do 

material bioativo desempenha um papel importante na bioatividade (HENCH, 1971). 

Tanto uma carga de superfície negativa como um substrato poroso tem sido relatado 

ser importante para a formação de hidroxiapatita (HA) (HENCH, 2006; ANDERSSON 

et al., 2005; SOUSA; SOUZA; SOUSA,, 2008). 

 

1.3.1. Aplicações em Biotecnologia 

Os materiais mesoporosos bem ordenados têm sido muito estudados nas 

universidades e laboratórios industriais devido ao interesse comercial de seus usos 

como adsorventes, em catálises, suporte para adsorção de biomoléculas (VINU; 

HOSSAIN; ARIGA, 2005). 

A estrutura dos materiais mesoporosos baseados em silício é formada por 

uma rede de tetraedros SiO4 conectados entre si mediante os átomos de oxigênio 
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dos vértices. Naturalmente, esta é uma característica compartilhada pelos silicatos 

cristalinos como as zeolitas, ou por sílicas amorfas. Os grupos Si-OH nas 

propriedades do material. Estes grupos são capazes de reagir com uma grande 

variedade de compostos químicos formando ligações covalentes do tipo Si-O-R que 

permite fixar, na superfície do material, diferentes espécies químicas (VALLET- 

REGI; VILLAREJO, 2006). 

A característica porosa desses materiais é de importância tecnológica 

potencial, pois pode ser usada para confinar uma variedade de moléculas para 

muitos processos químicos e biológicos. Como a rede de sílica mesoporosa 

apresenta transparência óptica no visível, perto da região UV, os materiais com 

grupos funcionais opticamente ativos são candidatos promissores para aplicações 

ópticas incluindo filtros, sensores, lasers, fotocatálise, adsorventes (BECK; 

VARTULI, 1996), suportes para catalisadores e dispositivos para liberação 

controlada de fármacos (VALLET-REGÍ et al., 2001). A obtenção de materiais 

incorporados com moléculas de corantes ou íons luminescentes (ROCHA, 2010) 

torna-se extremamente interessante para aplicações ópticas e fotônicas. As 

propriedades da superfície e os tamanhos das partículas podem permitir a atuação 

como sensores dentro de células tanto in vitro quanto in vivo (SLOWING et al., 

2007). Outra importante aplicação é catálise e remediação ambiental (VINU; 

HOSSAIN; ARIGA, 2005). 

A nanotecnologia biomédica está assumindo um papel de grande importância 

para aplicações em diagnóstico, terapêutica, biologia molecular e bioengenharia.  

Um dos materiais em destaque para aplicações biomédicas e que tem sido 

extensamente estudado é a sílica nanoestruturada. Este sistema também pode ser 

modificado com biomoléculas, como enzimas, proteínas e DNA (BHARALI et al., 

2005), para aplicações biológicas. A superfície modificada com estas biomoléculas 

permite o reconhecimento específico entre as espécies livres e as imobilizadas, 

podendo proporcionar informações diagnósticas ou servir como um processo de 

separação ou purificação (SLOWING et al., 2007). 

A engenharia óssea está passando por extensiva pesquisa devido ao seu 

excelente potencial reparador de doenças ou danos teciduais via regeneração em 

vez de substituição. Essa técnica permite reconstruir uma estrutura semelhante 

promovendo apropriado apoio para a ancoragem de células in vitro. Um ideal apoio 
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para a regeneração óssea pode ser uma rede porosa altamente interconectada, 

onde os poros e interconexões devem ser suficientemente grandes para que ocorra 

penetração celular e vascularização para o centro de regeneração do tecido no 

implante. Além disso, a biocompatibidade, osteocondutividade e a bioatividade do 

material podem ser geneticamente influenciadas pelas células osteoprogenitoras 

(BASTOS et al., 2004). Além do mais, a textura da superfície pode promover a 

adesão celular e absorção de metabólitos biológicos.  

Vidros bioativos (bioglass) têm atraído muita atenção desde o primeiro relato 

por Hench et al. em 1971. Um material é dito bioativo quando é capaz de formar 

apatita em sua superfície em contato com fluidos fisiológicos in vivo ou SBF in vitro. 

Nessa apatita formada, osteoblastos podem se aderir, crescer e se proliferar, o que 

significa que o material é bioativo e pode ser implantado (VALLET-REGÍ et al., 

2006). 

A composição inorgânica do osso humano é hidroxiapatita (HA). Quando 

implantado no corpo humano, a superfície de uma cerâmica bioativa induz a 

biomineralização do fosfato de cálcio através da interação com o plasma sanguíneo, 

que é a primeira fase que interage com a superfície do implante logo após sua 

inserção em defeitos teciduais. As espécies iônicas inorgânicas dissolvidas no 

plasma, uma solução saturada em relação aos fosfatos de cálcio, apresentam um 

grande potencial de precipitação neste meio (ZHAO et al., 2008). 

É conhecido que os vidros bioativos podem apresentar adesão ao osso e/ou 

ao tecido mole. Assim, aqueles que apresentam composições de até 53% de SiO2 

têm adesão ao osso e ao tecido mole. A porcentagem de SiO2 entre 53% e 60% 

resulta em adesão apenas ao osso e em concentrações acima de 60% não há 

formação de ligação com o tecido, assumindo o material comportamento bioinerte, 

que ao ser implantado no organismo, apresenta uma resposta interfacial mínima que 

não resulta na ligação ou na rejeição, havendo apenas formação de uma membrana 

de tecido fibroso ao redor do material com o propósito de isolá-lo, prevenindo assim 

possíveis interações adicionais (HENCH; PASCHALL, 1973; KOKUBO, 2008). No 

entanto, com o aumento da área de superfície do material, que pode ser conseguido 

pelo processo sol-gel, esse intervalo de concentração de SiO2 pode ser estendido 

conservando-se ainda elevados índices de bioatividade (SIQUEIRA; ZANOTTO, 

2011). 
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Existem dois principais protocolos in vitro para prever o comportamento dos 

materiais no interior do corpo humano. O teste mais simples é o protocolo estático, 

baseado na introdução do material teste em SBF; e o dinâmico, onde o SBF é 

continuamente trocado por meio de uma bomba peristáltica (VALLET-REGÍ et al., 

2007). Os mecanismos de formação de apatita em SBF em materiais contendo 

grupos Si-OH em suas superfícies tem sido estudos em detalhe. Takadama et al. 

(2001; 2002) descreveu cinco estágios de formação de HA em vidros bioativos, que 

estão resumidos a seguir: 

Estágio 1: rápida troca iônica entre íons Ca2+ pertencentes à superfície do 

material com íons H+ da solução, ocasionando aumento do pH do meio e formação 

de grupos silanol (Si−OH): 

 

Estágio 2: liberação de sílica solúvel do material para a solução na forma 

Si(OH)4, sendo resultado da quebra de ligações siloxano (Si−O−Si) e contínua 

formação de grupos silanol: 

 

Estágio 3: policondensação dos grupos silanol formando uma camada porosa 

rica em sílica na superfície do material exaurida de íons Ca+: 

 

Estágio 4: aumento da concentração de íons na solução com o passar do 

tempo, ocorrendo posterior formação de um filme amorfo, rico em Ca2+ e PO4
3- na 

superfície do material, quando o ponto de saturação da solução é alcançado. A alta 

área superficial da camada rica em sílica age como uma fonte de sítios para a 

nucleação heterogênea do filme, que cresce pela incorporação de mais íons Ca2+ e 

PO4
3- presentes na solução; 

Estágio 5: formação da HA na superfície do material em consequência da 

cristalização do filme amorfo, rico em íons Ca2+ e PO4
3-, pela incorporação dos 

ânions OH- e CO3
2- presentes na solução. 

Hench e Paschall (1973) avaliaram a influência da sílica na bioatividade do 

Bioglass® e concluíram que a alta densidade dos grupos silanóis (Si-OH) existentes 
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na superfície da sílica amorfa é considerada responsável pelo crescimento da 

hidroxiapatita.  

Em função de sua capacidade de adsorção e biocompatibilidade, os materiais 

de sílica têm sido empregados na produção de implantes artificiais por causa das 

propriedades osteogênicas de seus compósitos (AREVA et al., 2007), além de 

serem aptos em armazenar e liberar gradualmente fármacos. Esses materiais estão 

sendo utilizados para melhorar a biocompatibilidade de diversos sistemas de 

liberação controlada de fármacos. Dentre os materiais baseados em sílica, os 

materiais mesoporosos têm sido muito investigados como suportes de fármacos 

devido sua natureza atóxica, ajustável diâmetro de poros e elevada área superficial 

com muitas interações do tipo Si–OH.  

Estudos usando sílica mesoporosa como adsorvente da gentamicina, um 

antibiótico usualmente empregado na traumatologia, mostraram que após implante 

em fêmur de ratos este material promoveu integração óssea, crescimento de tecido 

cortical e esponjoso que permitiu que o defeito ósseo fosse restaurado. Além do 

mais, o nível de gentamicina local foi superior a concentração inibitória mínima, 

sendo sensível para a maioria dos microrganismos (VALLET-REGÍ et al., 2002).  

A incorporação de albumina bovina (BSA) em partículas de SBA-15 foi 

mostrada ser dependente do tamanho dos poros, onde o máximo de proteína 

incorporada foi 0,15g de BSA por grama de SBA-15. Já os ensaios de liberação 

mostraram um comportamento burst, onde aproximadamente 90% de BSA adsorvida 

foram liberados dentro de 24 horas (SONG; HIDAJAT; KAWI, 2005). Utilizando 

amostras de SBA-15 como carreador de osteostatina, que corresponde a sequência 

(107-111) da porção C-terminal da proteína relacionada ao hormônio paratireoidiano 

(PTHrP), foi demonstrado que houve aumento no crescimento celular e na 

expressão de vários produtos osteoblásticos, como fosfatase alcalina em cultura de 

células osteoblásticas (LOZANO, et al., 2010). 

Além das aplicações comerciais no reparo de defeitos dos ossos, esta família 

de biomateriais poderia ser usada para revestir implantes metálicos, proteínas e/ou 

células de ativação para regeneração do tecido (ZHAO et al., 2008). 

A possibilidade de combinar as propriedades de biocompatibilidade e 

liberação controlada de moléculas é um objetivo muito atrativo que pode ser 
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compartilhado com o uso de sílica mesoporosa devido basicamente às suas 

propriedades texturais extrínsecas, que pode induzir à bioatividade, juntamente com 

a opção de preencher os poros com agentes biológicos, tais como fatores de 

crescimento. 
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2. OBJETIVOS 

 

Este trabalho objetivou desenvolver materiais bioativos a base de sílica 

mesoporosa para aplicação em sistemas carreadores de moléculas de interesse 

biológico, como o peptídeo OGP (osteogenic growth peptide), de forma a promover a 

osteoindução. Para tanto visou-se: 

 

 Otimizar as condições de síntese de sílica mesoporosa pura e 

contendo hidroxiapatita, empregando materiais mesoporosos a partir 

de sílica, com arranjo hexagonal regular e alinhamento dos poros 

lineares e uniformes.  

 

 Obter o peptídeo OGP por SPFS e utilizar a moléculas 5,6-

carboxifluoresceína como sua sonda fluorescente. 

 

 Analisar a eficiência da 5,6-carboxifluoresceína, bem como a utilizar a 

Espectroscopia de Fluorescência na monitoração da incorporação às 

partículas de sílica mesoporosa. 

 

 Avaliar a liberação controlada do peptídeo OGP-5,6-

carboxifluoresceína por Espectroscopia de Fluorescência, após 

incorporação nos sólidos. 

 

 Avaliar a bioatividade in vitro em SBF destes materiais e o padrão de 

degradação em função do tempo.  



  Materiais e Métodos     42 

 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Os materiais foram estudados a partir de três sistemas: a) sílica mesoporosa 

pura; b) sílica mesoporosa e fosfato de cálcio; c) sílica mesoporosa pura e com 

fosfato de cálcio funcionalizadas com OGP. A Figura 3.1 apresenta o fluxograma 

mostrando de forma resumida o desenvolvimento do trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1. Fluxograma representando resumidamente o trabalho desenvolvido. 
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3.1. Síntese de nanopartículas de sílica pura e sílica-fosfato de cálcio 

mesoporosos 

As nanopartículas de sílica mesoporosa foram preparadas a temperatura 

ambiente, a partir de soluções contendo bloco copolímero como agente direcionador 

de estrutura e tetraetilortossilicato Si(OEt)4 (TEOS) como fonte de sílica. Para tanto, 

foram realizadas três sínteses, cujos produtos finais foram denominados LMSiO, 

LMSiCaP I, e LMSiCaP II respectivamente. 

1. Inicialmente foram dissolvidos 1,5g do copolímero não-iônico polioxietileno-

polioxipropileno-polioxietileno (Pluronic® P123, BASF) como agente direcionador de 

estrutura, em  50 mL de água deionizada, ajustando o pH em 1,5 com solução de 

HCl 1,0 mol.L-1. Após dissolução completa do tensoativo em temperatura ambiente, 

foi adicionado, sob agitação intensa, tetraetilortossilicato  Si(OEt)4 (TEOS, Acros) 

como fonte de sílica. A etapa final da condensação foi produzida pela adição de 

solução de fluoreto de sódio (2,5ml, NaF 0,25 mol.L-1), seguido do tratamento 

hidrotérmico da amostra a 65oC por 24h. O produto obtido foi lavado, seco e 

calcinado a uma temperatura de 200oC por um período de 6h e depois a 600oC por 

mais 6h, até a completa eliminação do agente direcionador de estrutura. Esse 

produto foi denominado LMSiO. 

2. Para se obter partículas de sílica com fosfato de cálcio mesoporosos, optou-se por 

uma adaptação da proposta de Díaz et al. (2006). O primeiro passo da síntese 

(dissolução do P123) foi realizado nos mesmos parâmetros acima detalhados. Após 

dissolução completa do tensoativo, Ca(NO3)2.4H2O foi adicionado e a solução foi 

mantida em agitação por 3h a 40oC. Sob agitação intensa, a mesma quantidade de 

TEOS foi adicionado. A solução foi mantida em agitação por 24h e então, sob 

tratamento hidrotérmico a 80oC por 24h. O produto foi seco em estufa a 80oC por 

12h. Após este período, o produto foi imerso em uma solução de (NH4)2HPO4 (0,06 

mol.L-1), seguido de um segundo tratamento hidrotérmico a 80oC por 24h, onde foi 

denominada LMSiCaP I. 

3. Para obtenção do LMSiCaP II, os mesmos procedimentos descritos acima foram 

adotados, porém empregando quantidade maior de Ca(NO3)2.4H2O e solução de 

(NH4)2HPO4 a 0,13mol.L-1. Os dois produtos foram lavados, secos e calcinados a 

uma temperatura de 700oC por um período de 6h.  
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 A composição (expressa em %mol) dos materiais de sílica mesoporosa sob 

estudo nesse trabalho estão listadas na Tabela 3.1.   

 

Tabela 3.1. Composição química (%mol) das amostras de sílica mesoporosas. 

Amostras SiO2 (%mol) CaO (%mol) P2O5 (%mol) 

LMSiO 100 0 0 

LMSiCaP I 80 15 5 

LMSiCaP II 50 30 20 

 

3.2. Caracterização 

 3.2.1. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR) 

 Os espectros de FTIR foram obtidos usando um espectrômetro FT-IR 8.300 – 

SHIMADZU. As pastilhas foram preparadas com mistura em KBr (1:100). Cento e 

vinte e oito escaneamentos foram acumulados numa resolução de 4 cm−1, e os 

resultados foram utilizados na identificação de grupos funcionais. 

 

 3.2.2. Difração de raios X (XRD) 

Os padrões de XRD, para determinar a estrutura cristalina, foram obtidos 

usando um Difratômetro de Raios X Shimadzu XRD-6000, com um filtro de níquel e 

sob radiação de Cu (Kα) a 40 kV e a 30 mA, com varredura angular entre 15° a 70° 

com passo de 0,02 s (2θ) e tempo de aquisição de contagem de 3 s para cada 

amostra. As amostras foram fixadas sobre um suporte de vidro. A identificação das 

fases de apatita presentes nos materiais foi realizada comparando-se os dados 

obtidos com as fichas cristalográficas padrões da base de dados ICDD – PDF-2 

(International Centre for Diffraction Data – Power Diffraction File-2). 

 

 



  Materiais e Métodos     45 

 

 

  

3.2.3. Medidas de porosidade e de superfície específica (BET) 

 A área de superfície específica foi determinada pelo método de BET na razão 

de pressão relativa de 0,05 - 0,2 e a distribuição de tamanho de poros pela relação 

polinomial deduzida do modelo de Broekhoff e Boer (BdB) (PROUZET et al., 1999; 

BROEKHOFF; BOER, 1968). Os materiais obtidos foram caracterizados em um 

equipamento Micromeritcs 2010 e 2020. 

 

3.2.4. Espalhamento de raios X a baixo ângulo (SAXS) 

As medidas de espalhamento de raios X a baixo ângulo (SAXS) das amostras 

foram realizadas na linha SAXS no Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS 

Campinas, Brasil), utilizou-se uma fenda assimétrica e monocromador de silício 

(111), com feixe monocromático (λ = 1,488 Å) e foco horizontal. A intensidade 

espalhada foi coletada com um “imaging plate” localizado a 849,64 mm da amostra. 

A distância corresponde ao intervalo do vetor q de 0,018 a 0,39Å−1. Os “beam-

stoppers” horizontal e vertical foram usados para absorver o feixe de raios X direto e 

refletido, respectivamente. A maioria dos padrões exibe pico de difração simples os 

quais foram atribuídos à distância de correlação dos poros. A distância de correlação 

do centro de poro a outro centro de poro é chamada de “d-spacing”. O efeito da 

absorção foi corrigido para todas as amostras. 

 

 3.2.5. Microscopia eletrônica de varredura (SEM) 

.A microscopia eletrônica de varredura foi realizada em um equipamento de 

alta resolução FEG-VP Zeiss modelo Supra 35, com um canhão de emissão como 

fonte de elétrons. 
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3.2.6. Microscopia eletrônica de transmissão (TEM) 

As medidas de TEM foram realizadas em um aparelho Philips CM20, com 

tensão de aceleração 200kV. A preparação da amostra foi realizada por suspensão 

em etanol, depositadas e secas em grades de Cu recobertas por carbono. 

 

3.3. Síntese do Peptídeo OGP[1-14] 

 O peptídeo OGP foi sintetizado manualmente pela metodologia da fase sólida 

(SPFS) (MERRIFIELD, 1984), que se baseia no crescimento, resíduo por resíduo, da 

cadeia peptídica ligada covalentemente pelo seu aminoácido carboxi-terminal aos 

sítios  

reativos existentes em um suporte sólido (resina). Empregou-se o protocolo de 

síntese Fmoc (Figura 3.2), que utiliza o grupamento base-lábil 9-

fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc) como protetor dos α-amino grupos, e derivados t-

butílicos (t-Bu) para a proteção da maioria das cadeias laterais de resíduos de 

aminoácidos trifuncionais (FIELDS; NOBILE, 1999; CHAN; WHITE, 2000). Partiu-se 

de 1g de resina Fmoc-Gly-Wang (grau de substituição de 0,55 mmol/g) 

(Novabiochem) e DIC/HOBt (Fluka e Advanced Chem Tech, respectivamente) como 

agentes de condensação. Os aminoácidos com o grupo N-terminal protegidos por 

Fmoc utilizados na síntese foram adquiridos da Novabiochem. 

Na etapa de condensação de cada aminoácido, foi utilizado um excesso 

molar, em relação ao grau de substituição inicial de 3 equivalentes para cada Fmoc-

aminoácido e 3 equivalentes para DIC (diisopropilcarbodiimida) e HOBt (1-

hidroxibenzotriazol), em uma mistura de DCM (diclorometano):DMF 

(dimetilformamida) (1:1) (ambos Synth). Na desproteção dos grupos α-amínicos 

(remoção do grupo Fmoc), foi empregada uma solução de piperidina 20% (v/v) 

(Merck) em DMF. 

A eficiência das etapas de condensação foi monitorada pelo teste de Kaiser 

(KAISER et al., 1970) e, quando positivo (presença de grupos aminos livres), o 

processo de acoplamento era repetido com 50% da quantidade inicial dos 

reagentes. 



  Materiais e Métodos     47 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2. Diagrama da estratégia Fmoc de síntese de peptídeos em fase sólida 

 

Após os acoplamentos dos resíduos de aminoácidos a massa total de peptidil-

resina foi de 1,73 g, a qual foi dividida em duas partes, onde uma delas foi utilizada 

para o acoplamento da carboxifluoresceína (CF). 

A clivagem final do peptídeo e a desproteção dos grupos protetores das 

cadeias laterais foi efetuada utilizando 1 ml de solução de clivagem (94,5% TFA, 

2,5% EDT, 0,5% Tioanisol e 2,5% água ultrapura) para 100 mg de peptidil-resina, a 

25°C por 2 horas. O peptídeo bruto OGP foi precipitado e lavado com éter etílico 

gelado e centrifugado (seis vezes). Os reagentes desta solução foram adquiridos 

respectivamente da Fluka, Sigma e Acros; a água ultrapura foi obtida através do 

sistema de filtração Barnstead, equipado com cartuchos para retenção de sais e de 

compostos orgânicos. 

 Após o procedimento de clivagem foi realizada a extração com ácido acético 

10% em sistemas de seringas de polipropileno de 5 ml, equipadas com um filtro de 

polietileno poroso acopladas a um sistema de vácuo com frasco coletor para o 

peptídeo extraído. O extrato bruto do peptídeo foi liofilizado, onde ao final foram 

obtidos 160 mg de material branco e floculoso. 

3 eq. de Fmoc-aa+ DIC/HOBt 
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 O material obtido foi purificado utilizando a técnica de Cromatografia Líquida 

de Alta Eficiência (CLAE) e caracterizado por meio da análise de aminoácidos e 

espectrometria de massas (ES-MS positivo) 

 

3.3.1. Síntese do peptídeo OGP marcado com carboxifluoresceína 

 Para realizar os experimentos envolvendo o peptídeo OGP e Espectroscopia 

de Fluorescência foi necessário marcar a sequência de aminoácidos com uma 

molécula capaz de se excitar pela absorção de radiação UV-Vis. Para tanto, foi 

escolhido a molécula 5,6-carboxifluoresceína (CF, Sigma®) (Figura 3.3), para que 

fosse acoplada ao término da síntese com os mesmos padrões de acoplamento para 

os aminoácidos. Este procedimento se fez necessário devido à ausência de 

fluorescência intrínseca na sequência do OGP. 

A síntese do peptídeo OGP marcado com CF foi desenvolvida pela 

metodologia da fase sólida nos mesmos moldes que a síntese descrita 

anteriormente, sendo utilizada a massa reservada para o acoplamento da CF. O 

protocolo sintético empregado para marcação da peptidil-resina foi o mesmo 

adotado durante todo processo sintético, utilizando CF e DIC/HOBt (Fluka®), como 

agentes de condensação, com um excesso molar em relação ao grau de 

substituição da peptidil-resina (0,16 mmol/g) de cinco equivalentes para cada 

reagente em uma mistura de DMF/DCM 9:1; a reação de acoplamento ocorreu a 

temperatura ambiente por 2 h.  

A clivagem final do OGP-CF da respectiva resina (200 mg) e a desproteção 

dos grupos protetores das cadeias laterais foi efetuada com uma solução contendo 

95% TFA, 2,5% Tioanisol e 2,5% água deionizada, a 25°C por 2 h sob agitação. 
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Figura 3.3. Fórmula estrutural da fluoresceína. 

 

O peptídeo bruto OGP-CF foi precipitado e lavado com éter etílico gelado e 

centrifugado (seis vezes), foi extraído empregando uma mistura acetonitrila e água 

deionizada (1:1) a qual foi posteriormente concentrada em rotaevaporador. O extrato 

bruto do peptídeo foi liofilizado e o valor da massa obtida OGP-CF foi de 87 mg. 

 

3.3.2. Purificação 

 Cromatografia líquida de alta eficiência 

 Os produtos isolados foram analisados e purificados por cromatografia líquida 

de alta eficiência (CLAE), na escala analítica e semi-preparativa, respectivamente. 

Primeiro, o material bruto foi analisado em um cromatógrafo líquido de alta eficiência 

analítico Shimadzu LC-10A/C-47A equipado com três bombas LC 10AT, injetor 

automático SIL 10AF e detectores de UV SPD 10A e fluorescência RF 10A, com 

uma coluna C18 de fase reversa (Kromasil, 150 x 4,6 mm; d = 5 µm; 300 Å). Nesta 

análise foram utilizados solventes A (água ultrapura contendo 0,045% de TFA) e B 

(acetonitrila, Mallinchrodt, contendo 0,036% de TFA) empregando um gradiente de 5 

a 95% de B em 30 min com fluxo de 1,0 ml.min-1, com detecção em 220 nm. 

 Após análise, o peptídeo bruto foi purificado em modo semi-preparativo 

utilizando um Cromatógrafo System Gold BECKMAN, com coluna C18 de fase 

reversa (Phenomenex, 250 x 21,20 mm; d = 5 µm; 100 Å). Foram utilizados os 

solventes A e B empregando um gradiente ajustado de acordo ao perfil e ao pico de 

eluição obtidos no cromatograma analítico, que foi de 15 a 60% de B em 120 min 
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com fluxo de 5 ml.min-1 para o peptídeo não marcado e 20 a 60% de B em 120 min 

com fluxo de 3 mL.min-1 para o peptídeo marcado, com detecção em 220 nm. 

 

 3.3.3. Caracterização 

 Espectrometria de massas 

Análises das massas dos peptídeos foram realizadas por injeção direta em 

um aparelho Fison Plataform ESI (“eletrospray ionization”), com injeção direta com 

uma bomba Shimadzu LC-10AD, sistema este controlado por uma Workstation 

Compaq modelo AP 200.A técnica baseia-se em um analisador quádruplo que ioniza a 

amostra utilizando um eletrospray, obtendo-se ao final um espectro com picos na qual 

é possível determinar a razão massa molecular/carga (m/z). 

 

Análise de aminoácidos 

 Os peptídeos foram previamente pesados (aproximadamente 1,0mg) e 

hidrolisados em 1 ml de HCl  6 mol.L-1 e 160 µL de Fenol 5% em água a 110°C por 

72 horas em atmosfera de N2 sob agitação. Após a hidrólise, o material foi 

concentrado a vácuo, dissolvido posteriormente em tampão de diluição citrato de 

sódio 0,2 mol.L-1, pH 2,2 e filtrado em unidade GV Millex (0,22 µm) (Millipore) antes 

de ser injetado no aparelho. 

 As análises de aminoácidos foram efetuadas pelo Cromatógrafo Líquido 

Shimadzu LC-10A/C-47A equipado com três bombas LC 10AT, injetor automático 

SIL 10AF e detectores de UV SPD 10A e fluorescência RF 10A, empregando o 

método de funcionalização pós-coluna por orto-ftalaldeído (OPA). O sistema é 

periodicamente calibrado com uma mistura padrão de aminoácidos, obtendo-se um 

valor para o tempo de eluição de cada aminoácido e o fator de conversão entre a 

área de cada pico e a concentração da amostra. Para cálculo da proporção relativa 

dos aminoácidos das amostras determinou-se a relação entre as suas 

concentrações unitárias e a média. 
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3.4. Análises in vitro 

  3.4.1. Estudo da bioatividade in vitro para regeneração óssea em 

solução de SBF 

 

Preparação do Simulated Body Fluid (SBF) 

A preparação da solução do SBF foi efetuada em um béquer utilizando 500mL 

de água ultra-pura em agitação, onde adicionou-se os reagentes abaixo listados, 

obedecendo as etapas descritas por Kokubo et al. (2006). 

1. Cloreto de Sódio (NaCl); 

2. Bicarbonato de Sódio (NaHCO3); 

3. Cloreto de Potássio (KCl); 

4. Monohidrogêno Fosfato de Potássio tri-hidratado (K2HPO4.3H2O); 

5. Cloreto de Magnésio hexa-hidratado (MgCl2.6H2O); 

6. Solução de HCl a 1,0 mol.L-1; 

7. Cloreto de Cálcio (CaCl2); 

8. Sulfato de Sódio (Na2SO4); 

9. Tris-hidroximetil aminometano (HOCH2)3CNH2) (Tris). 

O pH foi corrigido com HCl 1,0 mol. L-1 para um pH de 7,35. O conteúdo foi 

transferido a um balão volumétrico, onde se perfez a quantidade de 1L com água 

ultra-pura. Após agitação do balão o conteúdo foi passado para um frasco de 

polietileno e conservado em geladeira. 

 

Teste de bioatividade in vitro  

A avaliação da bioatividade in vitro das nanopartículas foi realizada em 

solução SBF, como descrito por Kokubo et al. (2006). Amostras de sílica LM-SiO e 

LM-SiCaP I (0,1g) foram imersas nesta solução (100 ml) (YAN et al., 2006), e 

colocadas em banho a 37oC. Cada amostra foi imersa em SBF por 1, 7, 14, 21 e 28 
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dias, sem mudança na solução, mantidas em agitação constante. Após esses 

períodos as amostras foram secas em estufa a 60oC e analisadas por FT-IR e SEM. 

 

3.4.2. Adsorção do peptídeo OGP e OGP-CF às nanopartículas de sílica 

3.4.2.1. Cinética de adsorção do peptídeo 

Para determinar o tempo necessário para o sistema atingir o equilíbrio 

(nanopartículas e solução) foram feitos testes pela imersão de 0,05 g das amostras 

LMSiO, LMSiCaP I e LMSiCaP II em 5 ml da solução do OGP 10-4 mol.L-1 em 

solução tampão Tris pH 7,4, em triplicata para garantir a reprodutibilidade ao longo 

do trabalho experimental. O monitoramento foi feito a cada 10 minutos durante 90 

minutos, onde 0,4 ml do sobrenadante foi coletado, para análise do peptídeo 

remanescente em solução em um espectrofotômetro de fluorescência Cary Eclipse 

VARIAN, com λexc em 492nm e λem em 520nm, permitindo a análise da intensidade 

de fluorescência x tempo. A mesma quantidade de sobrenadante tirada foi reposta 

com solução nova e a diluição foi considerada nos cálculos. 

A capacidade de troca iônica é um importante processo verificado nos 

métodos de extração líquido-sólido. Esta é normalmente calculada por meio da 

determinação do Nf. Esse parâmetro corresponde à capacidade máxima de 

adsorção do adsorbato por grama de sílica, determinada pela equação (1), onde: Na 

é o número de mols iniciais do analito em solução; Ns o número de mols do analito 

restante na solução; e w, a massa de sílica utilizada. 

                                                         

                                                                                                                                             

(eq.1) 

 

3.4.2.2. Incorporação de OGP e OGP-CF 

  O peptídeo OGP-CF foi utilizado para avaliar a performance de incorporação 

das amostras LM-SiO e LM-SiCaP I e posterior liberação in vitro em solução de SBF. 
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Após o conhecimento do tempo máximo de adsorção, foram realizados os 

experimentos com diferentes concentrações de OGP. De acordo com Spreafico et al. 

(2006) a quantidade de 10-11 mol de OGP promove uma melhor atividade da 

fosfatase alcalina, maior formação e mineralização de nódulos de osso neoformado, 

porém Saska (2011) mostrou que concentrações acima apresentam uma resposta 

mais imediata do organismo, além de melhorar a sensibilidade do método de 

quantificação. 

Assim, 50 mg  do material  sólido foi imerso em 5 ml das soluções, 10-4, 10-5 e 

10-6 mol.L-1, de OGP-CF em solução tampão Tris 0,01 mol.L-1 e pH 7,4, mantendo 

agitação por 30 minutos, determinado em 3.4.2.1, em temperatura ambiente. Após 

esse período, foram coletados 0,4 ml do sobrenadante de cada sistema, em 

triplicata, para determinação do peptídeo remanescente em solução, por 

Espectroscopia de Fluorescência, em um espectrofotômetro de fluorescência Cary 

Eclipse VARIAN, com λexc em 492 nm e λem em 520 nm, permitindo a análise da 

intensidade de fluorescência x tempo. A determinação da quantidade de peptídeo 

incorporada foi dada pela curva padrão do peptídeo marcado livre em solução 

tampão Tris 0,01 mol.L-1. 

Já o material sólido, foi filtrado e lavado com tampão Tris por cinco vezes, 

para eliminar o excesso de solução do peptídeo e possíveis moléculas não 

adsorvidas, e seco a temperatura ambiente. 

 A mesma sequência de imersões foi realizada para a incorporação do 

peptídeo OGP não marcado nas amostras de sílica para posteriores análises de 

proliferação e citotoxidade em culturas de células ósseas. 

 

3.4.2.3. Liberação do peptídeo OGP-CF em solução SBF 

 Determinados os parâmetros dos ensaios, os estudos de liberação do OGP-

CF in vitro foram realizados de acordo com as etapas seguintes. Após as amostras 

LMSiO e LMSiOCaP I carregadas de OGP-CF se consagrarem totalmente secas, 

porções de 25 mg foram compactadas usando uma pressão uniaxial (0,5 MPa) para 

se obter pastilhas com dimensões de 7 mm x 1 mm. O perfil de liberação foi obtido 

pela imersão desses discos em 15 ml de solução SBF pH 7,4. A temperatura foi 
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mantida constante a 37oC, com um auxílio de um termômetro em um sistema a 

parte. A fim de evitar limitações da taxa de liberação por limitações de difusão 

externas, manteve-se agitação contínua, 100rpm, durante os ensaios de liberação 

(Figura 3.4).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4. Esquema do sistema de liberação do peptídeo OGP. 

 

A liberação in vitro do peptídeo OGP-CF das amostras LMSiO e LMSiCaP I foi 

monitorado por um espectrofotômetro de fluorescência Cary Eclipse VARIAN, com 

λexc em 492nm e λem em 520nm., em triplicata para cada amostra. As intensidades 

de fluorescência foram obtidas pela amostragem pontual de 0,4 ml de solução em 

tempos pré-determinados, até o sistema ficar constante. A cada amostragem, o 

mesmo volume retirado para análise foi reposto no sistema com solução pura e a 

diluição foi considerada nos cálculos.  A concentração de peptídeo foi obtida através 

da curva padrão do peptídeo marcado livre em solução SBF. 

 

 3.4.2.4. Estudo de degradação in vitro em SBF 

 Para analisar o comportamento das pastilhas frente à SBF, no período de 

liberação do peptídeo, foram realizadas análises microscópicas da superfície das 

pastilhas. Os pós das amostras LMSiO e LMSiOCaP I foram compactados, como 
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descrito anteriormente, imersos em 10 ml de SBF e colocados em banho a 37oC, em 

períodos de 1 a 8 dias. Após cada período, as pastilhas foram retiradas da solução, 

congeladas e liofilizadas para análise em um Microscópio óptico trinocular com 

amplitude de 200 vezes acoplado a uma câmera da marca Samsung, modelo SDC-

415ND e software Image Tool e por SEM em um equipamento FEG-VP Zeiss. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Neste tópico serão apresentados os resultados de caracterização química e 

estrutural das amostras de sílica mesoporosa pura e sílica mesoporosa e fosfato de 

cálcio antes da incorporação do peptídeo, os resultados obtidos com a síntese do 

peptídeo OGP utilizando a SPFS e os ensaios de incorporação e liberação de OGP 

utilizando as amostras mesoporosas como carreador, bem como a discussão e 

interpretração desses resultados. 

  

4.1. Caracterização das nanopartículas de sílica pura e com fosfato de cálcio 

 4.1.1. Espectroscopia vibracional na região do infravermelho 

 Os espectros dos materiais LMSiO, LMSiCaP I e LMSiCaP II, calcinados e 

sintetizados a partir de Pluronic P123 são mostrados na Figura 4.1.1. 

 Em todos os espectros, uma banda larga na região de 3.450 cm-1 é atribuída 

ao estiramento simétrico de grupos OH, νs(H-O-H) e νs(SiO-H), e o pico em torno de 

1.635 cm-1 é devido à deformação de grupos OH, δ(H-O-H) (SOUSA, 2009). 

 Em geral, unidades tetraédricas SiOx exibem estiramentos nas seguintes 

regiões: ν1, 750-830 cm-1; ν2, 300-400 cm-1; ν3, 800-1.000 cm-1; ν4, 450-600 cm-1.  

Tanto no espectro referente à LM-SiO quanto LM-SiCaP I e II, pode-se observar 

frequências vibracionais de compostos do tipo tetraédrico MO4 onde M = Si 

(NAKAMOTO, 1997). 

Os espectros apresentam as principais atribuições características da sílica na 

região próxima a 1091 cm-1 correspondente a νas(Si-O-Si), 813 cm-1 associados a νs 

(Si-O-Si), 460 cm-1 a deformação δ(O-Si-O). A banda atribuído ao estiramento νs(Si-

OH) é observada em torno de 970 cm-1 em sólidos tratados termicamente a 600ºC 

(MASUDA; KAWASHITA, KOKUBO, 2007). 
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Figura 4.1.1. Espectros de FT-IR de sílica pura e com fosfato de cálcio sintetizada por sol-gel a partir 

de P123, onde (↑) indicam bandas Si-O-Si, (o) Si-OH e (*) P-O. 

 

 No espectro de HA (não apresentado), foram observados os picos 

correspondentes aos grupos PO4
3- na região de 1089, 960, 603, e 563 cm-1, cujos 

comprimentos de onda estão de acordo com a literatura (REHMAN; BONFIELD, 

1997). Algumas bandas de absorção de sílica são difíceis de identificação devido à 

sobreposição das bandas de absorção da HA, em especial na região de 1.185-1.000 

cm-1, onde bandas de vibração Si-O-Si geralmente são mais fortes e em torno de 

960 cm-1, região de absorção dos grupos Si-OH. Ao analisar o espectro da amostra 

LM-SiCaP I e II, algumas bandas de estiramento apresentam-se de acordo ao 

padrão da HA.  

No espectro que representa a amostra LMSiCaP I além das bandas 

características de sílica já mencionadas, são observadas bandas de absorção na 

região de 613 e 560 cm-1 que foram atribuídas a grupos PO4
3- (SOUSA; SOUZA; 

SOUSA, 2008).  

No entanto no espectro correspondente a amostra LMSiCaP II as bandas que 

se apresentaram a 1089, 933, 613 e 566 cm-1 foram  atribuídas  a ν3PO4
3-, ν1PO4

3- e 
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ν4PO4
3-, respectivamente (ANDERSSON et al., 2005). A presença dessas bandas 

sugere a formação de fosfato de cálcio na estrutura porosa dessas amostras. 

                 

4.1.2. Difração de raios X 

 Os raios X são radiações eletromagnéticas que possuem elevadas energias e 

curtos comprimentos de onda. Quando um feixe de raios X incide sobre um material 

sólido, uma fração deste feixe se dispersa, ou se espalha, em todas as direções 

pelos elétrons associados a cada átomo ou íon que se encontra na trajetória do 

feixe. Assim, a técnica de difratometria de raios X é amplamente usada para 

identificação de materiais cristalinos.  

 Os difratogramas de raios X das amostras de sílica e sílica com fosfato de 

cálcio estão representados na Figura 4.1.2. As difrações foram identificadas através 

da coleção de padrões de difração do ICDD, PDF-2 (International Centre for 

Diffraction Data, Power Diffraction File-2). 

 O difratograma 4.1.2a apresenta a estrutura amorfa da amostra LMSiO, onde 

somente uma difração larga entre 16º e 30º 2θ característica da estrutura amorfa da 

sílica e nenhuma difração característica cristalina foi visualizada. 

 Sabe-se que as apatitas apresentam cinco fases distintas: DCPD ou bruxita 

(CaHPO4.2H2O), OCP ou fosfato octacálcio [Ca8H2(PO4)6.5H2O], β-TCP ou β-

Tricálcio fosfato ou β-whitloquita [Ca3(PO4)2], HA ou hidroxiapatita [Ca10(PO4)6(OH)] 

e ACP ou fosfato de cálcio amorfo (KOKUBO, 2008). 

Assim, os difratogramas que correspondem as amostras LMSiCaP I e II 

apresentam difrações que corresponde a fase apatita, com vários picos entre 25º e 

50º 2, com um pico máximo em torno de 32º 2. No difratograma 4.1.2b, foi 

observado difrações características de β-TCP, com um máximo em 31,01º 2θ (021) 

e uma fase secundária de HA, com uma difração correspondente a reflexão (211) 

(JCPDS #01-70-2065 e #01-73-0293, respectivamente). Quando a razão atômica 

Ca/P não é exatamente 1,5, correspondente ao TCP, pode aparecer impurezas, 

onde a principal é HA, que corresponde a uma razão acima de 1,5 (KOKUBO, 2008). 

No difratograma 4.1.2c, as principais fases correspondem ao ICDD padrão para HA 

com um máximo em 31,72º 2θ correspondente a reflexão (211) (JCPDS #01-73-
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0293), mostrando que se trata de uma HA semicristalina ou uma camada amorfa na 

superfície. As sobreposições e o alargamento dos picos das fases de apatita indicam 

uma baixa cristalinidade, e os padrões de XRD observados para HA nestas 

amostras são muito similares ao padrão de XRD de apatitas de tecido ósseo, 

mostrando baixa cristalinidade (DANILCHENKO et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1.2. Padrões de XRD para as amostras LMSiO (a), LMSiCaP I (b) e LMSiCaP II (c). As 

difrações referentes a HA estão assinaladas por (*); β-TCP (o). 

 

Estudos indicam que a dissolução controlada de materiais bioativos é a 

principal importância para a estimulação da função celular, reabsorção e 

regeneração óssea (SALDAÑA et al., 2009). O β-TCP é caracterizado pela alta taxa 

de dissolução, que acelera a reabsorção do material e estimula a resposta 

imunológica. Vidros bioativos estão sujeitos a uma dissolução parcial em solução 

fisiológica, seguido pela precipitação de uma camada de Ca-P, que promove a 

atividade celular e formação óssea, na superfície de sílica (PADILLA et al., 2006). 

 

 

 

15 20 25 30 35 40 45 50

o

o

o

**

**

c

a

 LMSiO

 LMSiCaP I

 LMSiCaP II

 

 

In
te

n
s
id

a
d

e
 r

e
la

ti
v
a
 (

u
.a

.)

2 (
o
)

b

*

o



  Resultados e Discussão     60 

 

 

 

4.1.3. Medida de porosidade e de superfície específica 

A superfície de área específica é definida como sendo a superfície de área 

por unidade de massa ou volume de um material, e sugere a extensão da superfície 

do material disponível a interações físicas e químicas. Esta superfície é normalmente 

determinada pela absorção física de um gás ou pela absorção química de um 

corante como o azul de metileno  (REED, 1995). 

Em estudos de caracterização, na determinação da superfície de área 

específica de pós cerâmicos, metálicos ou poliméricos, utiliza-se normalmente o 

método BET, que leva esse nome em homenagem aos seus idealizadores, 

Brunauer, Emmet e Teller. O método consiste na absorção física de um gás inerte a 

baixa temperatura, que passa rapidamente através da amostra, sendo o N2 no ponto 

de ebulição (77,4 K) em geral o mais utilizado (BROEKHOFF; BOER, 1968). 

 Para análise da porosidade das amostras de sílica pura e com fosfato de 

cálcio foi realizado análise usando isoterma de adsorção/dessorção de N2. As curvas 

de adsorção-dessorção de nitrogênio e dD/dV em função do diâmetro de poro, 

apresentadas nas Figuras 4.1.3, 4.1.4 e 4.1.5, permitem observar o tamanho médio 

de poros da sílica mesoporosa. 

 As isotermas são características de materiais mesoporosos, mostrando que 

são do tipo IV (ZHAO et al., 1998; MANSANO et al., 2008; IZQUIERDO-BARBA et 

al., 2009). Assim, as amostras exibem uma estrutura característica de materiais 

mesoporosos estruturados por micelas (MTS), onde em determinado valor da 

pressão relativa P/P0 o volume aumenta bruscamente, formando um loop de 

histerese,(BECK et al.,1992). A presença de histerese é devido ao preenchimento 

incompleto dos mesoporos e quanto menor sua inclinação mais homogênea é a 

distribuição do tamanho dos poros. 

Comparando-se os valores da área da superfície específica das amostras 

LMSiO e LMSiCaP I e II, pode-se observar que houve diminuição significativa com a 

diminuição da porcentagem de sílica. 

A isoterma de adsorção da amostra de sílica mesoporosa pura (Figura 4.1.3) 

exibe histerese do tipo H1, na curva de adsorção e dessorção entre a pressão 
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parcial P/Po de 0,4-0,7, característica de poros uniformes (MANSANO et al., 2008; 

IZQUIERDO-BARBA et al., 2009) com canais 1 D cilíndricos. A porosidade desta 

amostra apresenta tamanho médio de poros de 60 Å. A amostra apresenta também 

uma distribuição fina de poros, típica de materiais MTS e alta área de superfície (880 

m2.g-1). 

A amostra LMSiCaP I apresenta um isoterma com histerese do tipo H1, entre 

a pressão parcial P/Po de 0,4-0,7, também característico de material mesoporoso, 

com contribuições microporosas, com canais cilíndricos (Figura 4.1.4). Pode-se 

observar que com o aumento da porcentagem de fosfato de cálcio, e 

consequentemente menor sílica, houve redução no valor  da  área de superfície, 

sendo  neste  caso  igual   a 484 m2.g-1. Além disso, a distribuição dos diâmetros 

dos poros esteve entre 50-300 Å, aproximadamente, devido ao crescimento do 

fosfato de cálcio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1.3. Isoterma de adsorção (circulo sólido)/dessorção (circulo aberto) de nitrogênio da sílica 

mesoporosa pura calcinada, obtida a partir de P123. 

 

 

 

 

 

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

0

100

200

300

400

500

600

 

 

V
o

lu
m

e
 a

d
s
o

rv
id

o
 (

c
m

3
.g

-1
 S

P
T

)

Pressão Relativa (P/Po)

0 50 100 150 200

0

20

40

60

80

100

120

 

 

d
V

/d
D

Diâmetro de Poro (إ)



  Resultados e Discussão     62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1.4. Isoterma de adsorção (circulo sólido)/dessorção (circulo aberto) de nitrogênio da 

amostra de sílica mesoporosa LMSiCaP I calcinada, obtida a partir de P123. 

 

Em contraste, a amostra LM-SiOCaP II (Figura 4.1.5) apresenta uma isoterma 

com histerese do tipo H3, entre a pressão parcial P/Po de 0,7-0,9. De acordo com 

Santilli et al. (1993), a estrutura mesoporosa não definida, apresentando mais de um 

tipo de mesoporo, e este tipo de histerese é associado a presença de poros no 

formato de fenda, cone e/ou pirâmides. Essas partículas possuem área de superfície 

de 220 m2.g-1. Poucas informações podem-se obter sobre a distribuição dos poros, o 

que também não é aconselhável se fazer. O que pode-se notar é que, esta amostra 

possui uma distribuição de diâmetro de poro mais ampla, entre 100-500 Å, indicando 

o crescimento dos cristais de apatita nos mesoporos menores, que não sendo 

detectados pela técnica de adsorção de N2, aumentam a média do tamanho do 

diâmetro dos poros (DIAZ et al, 2006). 
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Figura 4.1.5. Isoterma de adsorção (circulo sólido)/dessorção (circulo aberto) de nitrogênio da 
amostra de sílica mesoporosa LMSiCaP II calcinada, obtida a partir de P123. 

 

4.1.4. Espalhamento de raios X a baixo ângulo 

Esta técnica quando aplicada a materiais mesoporosos fornece as dimensões 

médias da unidade de repetição da estrutura. No caso de materiais de sílica 

mesoporosa, deve-se considerar que o arranjo dos átomos nos materiais 

mesoporosos não é cristalino, assim o único elemento de ordem estrutural é a 

disposição periódica dos canais paralelos, portanto, as reflexões observadas no 

difratograma são atribuídas a essa disposição (ROCHA, 2010). 

Sua estrutura interna é constituída de um arranjo de cilindros mesoporosos e 

é caracterizada por valores de espaçamento interplanar d100 e parâmetro de célula 

unitária a0 (Figura 4.1.6).  

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1.6. Representação esquemática da estrutura dos materiais mesoporosos hexagonais 

(MARKER et al., 1996). 
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Sendo que d pode ser calculado pela equação (2), onde q é o valor 

correspondente máximo do pico avaliado. 

 

                        eq. (2) 

  

 

De acordo com Craievich (2002), para uma estrutura 2D hexagonal, o 

parâmetro de célula é calculado pela equação (3). 

 

   

eq. (3) 

 

 

A caracterização por SAXS das sílicas mesoporosas pura e com fosfato de 

cálcio estão apresentadas na Figura 4.1.7.  

 As amostras de sílica mesoporosa preparada em pH 1,5 (LMSiO e 

LMSiCaP I) apresentam uma estrutura hexagonal bem ordenada e a qualidade total 

da estrutura pode ser estimada pela intensidade da linha de difração.  

Foram observados três sinais de difração correspondentes aos planos com 

Índice de Miller (hkl) de (100), (110) e (200). Esses sinais de difração observados 

são atribuídos à disposição periódica dos canais paralelos e são típicos de materiais 

mesoporosos com arranjo hexagonal.  

A amostra de sílica mesoporosa pura, LMSiO, exibe um padrão de uma 

estrutura hexagonal bem definida, contendo uma difração principal próximo a 2,0 nm-

1 com o espaçamento interplanar d100 igual a 3,08 nm, (110) a d110 = 1,77 nm e (200) 

a d200= 1,53 nm, correspondendo a um valor de célula unitária a0 igual a 3,55 nm. 
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Figura 4.1.7. Difratogramas de SAXS das amostras de sílica mesoporosa LMSiO, LMSiCaP I e II. 

 

 A amostra de sílica LMSiCaP I também exibe um padrão de uma estrutura 

hexagonal. É possível observar um perfil de difração contendo uma difração principal 

em baixo ângulo próximo a 0,6 nm-1, com espaçamento interplanar d100 igual a 10,15 

nm, d110 = 5,77 nm e d200 = 4,98 nm, e parâmetro de célula unitária a0 igual a 

aproximadamente 11,7 nm. Estes resultados confirmam a presença de uma 

estrutura neste material similar ao perfil da LMSiO. 

No difratograma que representa a amostra LMSiCaP II foi observado somente 

um pico de difração em torno de 0,77 nm-1, correspondente a d100 igual a 8,11nm e 

a0 = 9,37 nm.  A ausência das demais reflexões bem definidas indica que esta 

amostra apresenta uma ordem estrutural menor que a amostra de sílica pura 

(SOUSA; SOUZA; SOUSA, 2008). 

A partir dos valores do espaçamento interplanar d100, pode-se observar um 

aumento deste parâmetro devido ao aumento do diâmetro de poros, quando se 

compara as amostras LMSiO e LMSiCaP, respectivamente. Além disso, verifica-se 

que ocorre uma tendência do fosfato de cálcio em ocupar os poros de menor 

diâmetro, reduzindo a sua contribuição estatística e causando um aparente aumento 

médio no diâmetro de poros. 
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A Tabela 4.1 apresenta os resultados obtidos por SAXS, que corroboram com 

os dados de BET. 

 

Tabela 4.1. Dados obtidos por SAXS e BET. 

 

 

4.1.5. Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM) 

A Figura 4.1.8 mostra imagens de TEM com o feixe incidente na direção 

perpendicular e paralela (insert) ao eixo dos poros para a amostra LMSiO. 

A micrografia ilustra muito bem a organização dos canais da sílica 

mesoporosa. Verificaram-se poros alinhados com estruturas hexagonais definidas. 

Aproveitou-se a escala para confirmar os resultados obtidos pelas técnicas 

descritas anteriormente através do programa de análise de imagens Image J.  O 

diâmetro de poro determinado pela técnica BET foi de 5,9 nm, enquanto que por 

TEM obteve-se um valor do diâmetro de poro de aproximadamente 6,3 nm para 

amostra LMSiO. Ao comparar com a caracterização por SAXS verifica-se que a 

distância interplanar da amostra é de 3,55 nm enquanto por TEM é de 

aproximadamente 4,0 nm. 
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Figura 4.1.8. Imagens de TEM da amostra LMSiO, perpendicular e paralelo (insert) ao eixo dos 

poros. 

 

Este tipo de imagem foi obtida porque durante a passagem dos elétrons 

através de uma lâmina fina do sólido mesoporoso, ocorre espalhamento dos elétrons 

em praticamente todas as direções. Se o feixe de elétrons incide perpendicularmente 

ao eixo dos tubos paralelos, a projeção da densidade de espalhamento é periódica e 

linhas paralelas equidistantes são observadas. Chenite e colaboradores mostraram 

que a estrutura hexagonal é regular o suficiente para projetar linhas paralelas 

equidistantes e que a distância entre essas linhas é dada pela equação (3), onde a é 

a distância do centro de um tubo ao centro do outro (CHENITE; LE PAGE, 1995). 

Assim, se o feixe de elétrons não incidir perpendicularmente ao eixo dos 

tubos, essa estrutura desaparece porque a projeção da densidade de espalhamento 

não será mais periódica. Por outro lado, quando o feixe de elétrons incide na direção 

paralela ao eixo dos tubos, a estrutura hexagonal dos poros pode ser observada.  
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4.1.6. Microscopia Eletrônica de Varredura (SEM) 

 As imagens de SEM das amostras de sílica são apresentadas nas Figuras 

4.1.9a, b e c, abaixo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1.9. Imagens fornecidas por SEM das amostras de sílica: LMSiO (a), LMSiCaP I (b) e 

LMSiCaP II (c); e suas respectivas curvas de distribuição de tamanho de partículas. 
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As imagens exibem partículas submicrométricas do tipo bastonete rígido que 

é semelhante aos materiais denominados MTS (BECK et al., 1992). 

Ambas as sínteses promoveram a formação de partículas cilíndricas na forma 

de bastonetes e/ou vermicular e domínios em forma de cordas (rope-like). É 

interessante observar que a imagem “a” mostra que amostra LMSiO apresenta 

superfície densa, enquanto a imagem “b” e “c”, referente à amostra LMSiCaP I e II,  

mostra uma superfície heterogênea formada pela composição sílica/apatita.  

O comprimento médio das partículas foi calculado utilizando-se o programa 

de análise de imagens Image J. Para isso, foram utilizadas as imagens que 

forneceram melhor visualização e contraste de imagem (aumento de 20.000 vezes). 

Foram efetuadas 100 medidas em cada imagem. O comprimento médio calculado 

para as partículas foi de 462 nm, 544 nm, 564 nm para LMSiO, LMSiCaP I e 

LMSiCaP II, respectivamente, e sua distribuição está representada nos histogramas 

da Figura 4.1.9. 

 

4.2. Síntese e purificação do peptídeo OGP e OGP-CF 

 Para a obtenção da sequência peptídica estudada neste trabalho empregou-

se um método de síntese química conhecido como Síntese de Peptídeos em Fase 

Sólida (SPFS). Este nome é devido ao fato de que o grupo α-carboxílico do 

aminoácido C-terminal encontra-se covalentemente ligado a um suporte polimérico 

ou resina (MERRIFIELD, 1963). Um reagente químico, denominado ativador ou 

agente de acoplamento é utilizado para ativar o grupo carboxílico de um aminoácido, 

o qual sofre ataque nucleofílico do grupo α-amino de um aminoácido ou do 

aminoácido N-terminal de um fragmento peptídico ligado à resina, resultando deste 

modo na formação de uma ligação amida (peptídica) entre eles. 

 A estratégia de síntese utilizada foi a Fmoc/tBu, isto é, os grupos α-amino dos 

aminoácidos estão protegidos por uma molécula estável ao TFA e lábil a bases 

orgânicas, como a piperidina. Nesta estratégia, as cadeias laterais reativas dos 

aminoácidos trifuncionais, estão protegidas por grupos t-butílicos ou derivados, os 

quais são estáveis à bases orgânicas e lábeis ao TFA. 
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 A SPFS é empregada para a obtenção de peptídeos sintéticos devido a sua 

praticidade, rapidez e possibilitar a síntese individual ou em paralelo. Essa inovadora 

metodologia conduziu Bruce Merrifield ao Prêmio Nobel de Química em 1984. 

 A síntese do peptídeo OGP, foi desenvolvida utilizando 1,0 g de resina Fmoc-

Gly-Wang (grau de substituição de 0,55 mmol.g-1) em seringa de polipropileno de 10 

mL, equipada com um filtro de polietileno poroso acoplada a um sistema à vácuo 

com frasco coletor de resíduos. 

Ao término da síntese, a massa obtida foi de 1,73 g, a qual foi dividida em 

duas partes, sendo uma delas utilizada para o acoplamento da CF. Uma das partes 

da peptidil-resina resultante foi submetida ao processo de clivagem utilizando 1 mL 

de solução de clivagem (94,5% TFA, 2,5% EDT, 0,5% tioanisol e 2,5% água 

deionizada) para cada 100 mg de peptidil-resina, a 25°C por 2 h sob agitação. Após 

o procedimento de clivagem, foi realizada a extração do peptídeo OGP com ácido 

acético 10% em sistemas de seringas de polipropileno de 5 mL, equipadas com um 

filtro de polietileno poroso acopladas a um sistema de vácuo com frasco coletor. O 

extrato bruto foi liofilizado e o produto foi submetido à análise em HPLC em modo 

analítico. 

 A partir dos resultados de tempo de retenção e porcentagem de solvente 

obtidos na análise do OGP, foi definida a condição relativa à concentração de 

solvente para purificação do peptídeo em escala semi-preparativa.  

O composto bruto foi purificado em modo semi-preparativo com um programa 

gradiente na faixa de 15 a 60% de solvente B em 120 minutos com fluxo de 5 ml por 

minuto. O material foi detectado em um comprimento de onda de 220 nm, sendo as 

frações puras caracterizadas em modo analítico com programa isocrático de 25% de 

solvente B com fluxo de 1 ml por minuto. Obtiveram-se três frações (1a, 1b e 2a), 

que diferiram no tempo de retenção e na pureza. A fração 1a foi repurificada, 

obtendo-se um material com pureza considerável (Figura 4.2.1). 
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Figura 4.2.1. Cromatogramas do peptídeo OGP bruto e após purificação, respectivamente. 

 

 O rendimento da purificação foi calculado através de uma relação com a 

massa do peptídeo em seu estado bruto. A Tabela 4.2 mostra os valores de 

rendimento da purificação e a pureza relativa do peptídeo. O rendimento da 

purificação foi calculado através de uma relação com a massa do peptídeo em seu 

estado bruto. O resultado de pureza relativa do peptídeo indica que os métodos 

desenvolvidos com essa finalidade foram satisfatórios. 

 

  Tabela 4.2. Rendimento da purificação e pureza relativa do OGP. 

 

 

 

 A identidade molecular do peptídeo OGP foi confirmada por determinação da 

correspondente massa molecular, 1.523,8 g/mol, determinada pela técnica ES-MS 

positivo [ES m/z = 763 (M + 2H)+2]. 

 Os resultados obtidos por intermédio da análise de aminoácidos para 

determinação da proporção relativa de cada um dos aminoácidos utilizados na 

síntese do OGP foram condizentes com o teórico esperado. 
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Os resultados mostraram que os procedimentos utilizados desde a síntese até 

a purificação foram obtidos com sucesso, levando à obtenção da sequência 

desejada, sendo confirmada através dos dados de pureza relativa, massa molecular 

e análise de aminoácidos do peptídeo OGP sintetizado. 

 A síntese do peptídeo OGP marcado com 5,6-carboxifluoresceína foi 

desenvolvida pela metodologia da fase sólida nos mesmos moldes que a síntese 

descrita anteriormente. Da massa total, uma parte (968 mg) foi utilizada para acoplar 

a carboxifluoresceína (CF). Decorrido o acoplamento da CF foi realizado o processo 

de clivagem de uma fração da peptidil-resina, marcada, seguido da extração do 

peptídeo, OGP-CF, em sistema de seringa de polipropileno de 10 ml, equipada com 

um filtro de polietileno poroso acoplada a um sistema de vácuo com frasco coletor 

para o peptídeo extraído. O extrato bruto do peptídeo foi liofilizado e o valor da 

massa obtida OGP-CF foi de 87 mg. 

 A partir de então, o peptídeo foi submetido à análise em CLAE em modo 

analítico, resultando no perfil cromatográfico do extrato bruto apresentado na Figura 

4.2.2a. A partir dos resultados de tempo de retenção e porcentagem de solvente 

obtidos na análise do OGP-CF, foi definida a condição relativa à concentração de 

solvente para purificação do peptídeo em escala semi-preparativa, com um 

programa de 20 a 60% de B em 120 min com fluxo de 3,0 ml.min-1. O cromatograma 

obtido após o processo de purificação está representado na Figura 4.2.2b. 

O perfil cromatográfico do OGP-CF puro apresentou um pico único em 

relação ao cromatograma observado a partir da análise do extrato bruto. O 

parâmetro tempo de retenção do OGP-CF purificado foi mantido em relação ao pico 

correspondente ao OGP-CF bruto.  
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Figura 4.2.2. Cromatogramas obtidos em escala analítica do peptídeo OGP-CF bruto (a) e purificado 

(b). 

 

O rendimento da purificação foi calculado através de uma relação com a 

massa do peptídeo em seu estado bruto. O valor de rendimento da purificação e o 

valor da massa do OGP-CF (Tabela 4.3), embora baixos, é coerente com o processo 

de purificação de peptídeos. Os resultados de pureza relativa do peptídeo indicam 

que os métodos desenvolvidos com essa finalidade foram satisfatórios. 

 

  Tabela 4.3. Rendimento da purificação e pureza relativa do OGP-CF. 

 

  

 

A análise do espectro de massas obtido no modo positivo (Figura 4.2.3) 

confirmou a obtenção do produto esperado. A valor da massa molecular obtida [ES 

m/z = 942,00 (M+2H)+2, 628,51 (M+3H)+3 e 471,72 (M+4H)+4] foi correspondente ao 

valor teórico esperado (1.882,50).   
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Figura 4.2.3. Espectro de Massas da fração purificada do peptídeo OGP-CF. 

 

4.3. Análises in vitro 

4.3.1. Estudo da bioatividade in vitro em solução de SBF 

A bioatividade é definida como a capacidade de um material em provocar uma 

resposta biológica específica na interface do material que resulta na formação de 

uma adesão entre os tecidos e o material (VALLET-REGÍ et al., 2007). Uma 

característica comum dos implantes bioativos é a formação de uma camada de 

hidroxiapatita (HA) na superfície. A HA é equivalente, em composição e estrutura, à 

fase mineral do osso. A interface entre o implante bioativo e o osso é próximo do que 

ocorre naturalmente entre ossos, tendões e ligamentos (HENCH; WILSON, 1993). 

Kokubo e seus colaboradores (1990) desenvolveram uma solução que tem a 

composição química e pH próximo às concentrações do plasma, onde os testes in 

vitro podem ser realizados através da imersão das amostras nesta solução. Esta 

solução é denominada de Simulated Body Fluid (SBF).  Essa solução passou por 

algumas correções, e pelos resultados obtidos em dez diferentes institutos, a 

solução SBF corrigida (Tabela 4.4) foi proposta e aprovada em junho de 2007 pela 

Organização Internacional de Normalização (International Organization for 

Standardization − ISO) como a solução indicada para se avaliar in vitro a capacidade 
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de formação de HA na superfície de materiais destinados a implantes (norma ISO 

23317: 2007). 

Após o desenvolvimento desta solução, foi possível aproximar as condições 

de bioatividade do organismo in vitro e, portanto, diminuir a necessidade de sacrifício 

de cobaias. 

 

Tabela 4.4. Concentração iônica do plasma sanguíneo humano e da solução SBF. 

 

 

Após os períodos de imersão em SBF, análises de FTIR e de SEM, foram 

empregadas para averiguar a formação de HA. 

As Figuras 4.3.1 (a, b e c) mostram os espectros de FTIR das amostras 

LMSiO, LMSiCaP I e II após vários períodos  de imersão em SBF até um máximo de 

1 mês.  

Na Figura 4.3.1a, deformação gradual pode ser observada nos espectros, que 

é referente a redução da intensidade do pico característico da sílica na região de 

1090 cm-1 e a formação de algumas bandas novas entre 740 e 520 cm-1. Pode-se 

notar que, nesta amostra, o início da formação de bandas correspondentes a 

absorção de fosfato estão em 603 e 560cm-1, sendo observadas após 14 dias de 

imersão em SBF. Além do mais, após 28 dias foi observado a formação de algumas 

bandas na região de 1451cm-1, correspondentes a ligações do tipo C-O. 

Analisando os espectros da Figura 4.3.1b pode-se observar a formação de 

bandas bem definidas referentes ao fosfato em 967, 603 e 560 cm-1, logo em 14 dias 

de imersão na solução SBF. No espectro referente a 28 dias de imersão, as bandas 

referentes ao fosfato se tornaram mais intensas e foi observada uma banda em 883 

cm-1, que está associada à ligação C-O. 
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Figura 4.3.1. Espectros de FTIR das amostras LMSiO (a), LMSiCaP I (b) e LMSiCaP II (c) após 
imersão em SBF por diferentes períodos (7-28 dias). 

 

Nos espectros da amostra LMSiCaP II em diferentes períodos de imersão, 

bandas encontradas na região de 955, 603, 560 e 464 cm-1 foram atribuídas à 

ligação P-O, que foram observadas nos 7 dias iniciais do ensaio. Com 14 dias de 

imersão, foi observado o surgimento de uma banda próximo a 1432 cm-1, onde nos 

espectros referentes a 21 e 28 dias de imersão se tornou mais definida e deslocada 

a 1451 e 1418 cm-1, atribuídas a ligação C-O. 

Com essas medidas pode-se observar que com a imersão em SBF todas as 

amostras mostraram o surgimento de uma camada de fosfato de cálcio. Com o 
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aumento do tempo de imersão, outras bandas referentes a HA foram gradualmente 

identificadas, indicando a evolução da precipitação de HA nas amostras como uma 

função do tempo de imersão (YAN et al., 2006; VALLET-REGÍ et al., 1999). 

A Figura 4.3.2 mostra, através de imagens de SEM, as mudanças sofridas 

pelas amostras de sílica mesoposora, após determinados períodos de imersão em 

SBF. 

 Antes da imersão em SBF, as partículas da amostra LMSiO mostravam-se 

regulares e com superfície homogênea (Figura 4.1.9a). Após 7 dias de imersão 

(Figura 4.3.2a), o material manteve sua estrutura original, sem nenhuma alteração 

significante. Numerosas  partículas delgadas começaram a aparecer entre as 

partículas de sílica em 21 dias (4.3.2b) e o material manteve seu formato original. 

Após 28 dias, pode-se observar pequenas partículas com formato de agulha 

(needle-like) e se apresentam mais constantes entre as partículas cilíndricas. 

 Após a imersão em um período de 7 dias, a imagem 4.3.2a’ mostra pequenas 

partículas esféricas entre as partículas cilíndricas da amostra LMSiCaP I. Com 21 

dias de imersão, começou a sofrer uma degradação das suas partículas cilíndricas, 

ao mesmo tempo que partículas nanométricas globulosas se aglomeravam. Com 28 

dias de imersão, somente partículas esféricas, com tamanhos variados, cobrem a 

superfície da amostra e de acordo com Vallet-Regí et al. (1999), essas partículas 

consistem de numerosos cristais em formato de agulha (needle-like) como os de 

apatita. 

 Em relação a amostra LMSiCaP II, logo na primeira semana (Figura 4.3.3a) 

houve o aparecimento de pequenas partículas esféricas. É importante observar que 

as nanométricas partículas esféricas apareceram e se aglomeraram.  Após 21 dias, 

essas partículas globulosas de tornaram mais frequentes e em 28 dias de imersão, 

pode-se observar um arranjo predominante sobre a amostra, composto por 

diminutos cristais semelhantes aos cristais de apatita após ensaios de bioatividade in 

vitro usando a solução SBF (YAN et al., 2006; PADILLA et al., 2006).  
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Figura 4.3.2. Imagens de SEM das amostras LMSiO e LMSiCaP I após imersão em SBF por 7 (a, a’), 

21 (b, b’) e 28 dias (c, c’). 
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Figura 4.3.3. Imagens de SEM da amostra LMSiCaP II após imersão em SBF por 7 (a), 21 (b) e 28 

dias (c).  
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Os padrões de XRD das amostras após 28 dias imersas em solução SBF 

estão apresentados nas Figura 4.3.4 e devem ser comparados com os difratogramas 

das amostras traçados antes da imersão em SBF (Figura 4.1.2). 

Os difratogramas, após 28 dias de imersão, mantiveram uma difração larga 

entre 15 e 25º 2θ, representando a característica amorfa da sílica. 

O difratograma correspondente a amostra LMSiO apresentou um máximo em 

26,2º 2θ correspondendo a reflexão (002) da HA (JCPDS # 00-09-0432), porém 

houve o aparecimento de outros picos. Vale lembrar que esta amostra não possui 

Ca nem P em sua composição. Este resultado confirma o aparecimento de HA após 

a imersão em SBF, corroborando os resultados de FT-IR para o mesmo período de 

imersão. 

No difratograma correspondente a amostra LMSiCaP I, o máximo é observado 

em torno de 32º 2θ, que corresponde a reflexão (211) da HA (JCPDS #00-009-

0432). Houve um aumento da intensidade das difrações (002) em função do tempo 

de imersão em SBF, que é característica de apatita cristalizada a partir de soluções 

que simulam o plasma humano (VALLET-REGÍ et al.,1999). Pode-se observar que 

os picos (112), (300), (202), (310), (222), (312) e (213) se tornaram mais evidentes. 

Interessante é que os picos atribuídos ao β-TCP não foram mais visualizados, 

indicando a sua dissolução no meio aquoso. 

A amostra LMSiCaP II apresentou máximos em torno de 32º 2θ no 

difratograma após 28 dias em SBF, que corresponde aos picos (211) e (112) da HA 

(JCPDS #9-0432). O difratograma mostra o aparecimento de um pico em 22º 2θ 

correspondente a (200) e aumento da intensidade dos picos (002), (211), (300), 

(202), (212), (310), (222), (312), (213) correspondentes a HA cristalina, evidenciam a 

formação de HA na amostra quando imersa em SBF. 

As variações observadas nas amostras com diferentes concentrações de 

sílica após a imersão em SBF estão de acordo com o mecanismo de nucleação e 

crescimento de uma camada de apatita sobre vidros bioativos (Kokubo, 1997).  

Os resultados conhecidos para os biovidros e cerâmicas vítreas geralmente 

sugerem que a precipitação da camada superficial rica em Ca e P é induzida pela 

presença de SiO2 (VALLET-REGÍ et al., 1999). 
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Figura 4.3.4. Padrões de XRD das amostras LMSiO, LMSiCaP I e LMSiCaP II após 28 dias de 

imersão em SBF. 

 

 

 Em um trabalho com bioatividade in vitro de materiais que não continham 

cálcio e fósforo, Kokubo, Kim e Kawashita (2003) mostraram que vidros que não 

continham tais elementos também podem ser bioativos. Para estes autores, a 

formação de uma camada de sílica hidratada na superfície do material é a 

característica que mais influencia a bioatividade do material. 

O aparecimento de bandas de absorção do fosfato e carbonato nos espectros 

das amostras após a imersão em SBF, não só confirma a formação de apatita como 

também identifica o material como hidroxicarbonato de apatita (HCA), semelhante às 

apatitas biológicas (LEGEROS, 1981). 

De acordo com LeGeros (1981), a morfologia globular observada nas 

imagens de SEM após a imersão em SBF está relacionada à presença de 

hidroxicarbonato de apatita (HCA). A concentração de íons carbonato (CO3
-) na 

molécula de HA define sua morfologia, variando de cristais aciculares a globulares.  

A morfologia da camada de Ca-P encontrada no presente trabalho está de acordo 

com a forma esférica da HCA, nas amostras LMSiCaP I e II, também observada por 

Li et al. (1992). Esta camada de HCA deve ter uma espessura e uma estabilidade 
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adequada, pois vai influenciar na adesão de células, orientando, por exemplo, a 

formação de tecido conjuntivo (LI et al., 1992). 

Os difratogramas de XRD mostraram deslocamento das difrações com o 

aparecimento da difração da apatita e difrações mais nítidas, após imersão em SBF, 

indicando duas ocorrências: mudança na composição do material original e 

crescimento de cristais de HA em função do tempo de imersão. O padrão de difração 

apresentado pela amostra LMSiCaP II após 28 dias em SBF é similar ao observado 

em HA sintética (LEGEROS, 1981). 

A composição do vidro é o principal fator relacionado à bioatividade. 

Entretanto, de acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que as áreas 

superficiais dos materiais em conjunto com as características químicas locais 

também contribuem para uma formação da camada de Ca-P. É importante recordar 

que a solução SBF é acelular, ou seja, não existe a influência de proteínas e células 

no meio, devendo, portanto, o estudo ser conduzido apenas com o intuito de se 

avaliar o potencial de bioatividade do material, e não como um teste conclusivo 

sobre essa questão. 

 As amostras estudadas mostraram um comportamento bioativo in vitro, sendo 

observada a formação de HA quando imersos em SBF. Devido às diferentes 

concentrações de sílica é de se esperar que os materiais bioativos apresentem 

índices de bioatividade variados, ou seja, diferentes tempos para o estabelecimento 

de ligação com o tecido. 

 

4.3.2. Adsorção do peptídeo OGP e OGP-CF às nanopartículas de sílica 

A espectroscopia de luminescência foi escolhida para monitorar o 

comportamento do peptídeo em solução frente às partículas de sílica, pois é uma 

ferramenta analítica extremamente sensível e tem sido amplamente aplicada na 

resolução de problemas que requerem baixos limites de detecção, podendo ser 

facilmente encontrados na literatura muitos trabalhos mostrando análises em nível 

de traços (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009). 
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A luminescência envolve vários tipos de fenômenos ópticos, sendo que os 

mais difundidos referem-se à fluorescência molecular, à fosforescência e à 

quimiluminescência. 

O fenômeno fotoluminescência ocorre quando uma molécula é excitada 

através da absorção de fótons de luz (hνex) e promovida para um estado eletrônico 

de maior energia, cujo retorno ao estado fundamental é acompanhado pela emissão 

de radiação eletromagnética (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009). 

A luminescência molecular é dividida em fluorescência e fosforescência, 

dependendo da natureza do estado excitado envolvido no processo. A energia 

eletrônica responsável pela transição fluorescente não envolve uma mudança no 

número quântico do spin do elétron, e passa do nível S0 → S1, emitindo radiação 

desde o nível excitado S1 para algum dos níveis vibracionais do estado eletrônico 

S0. Como consequência, a fluorescência possui tempos de vida extremamente 

curtos, com a luminescência cessando quase que imediatamente, por volta de 10-9 a 

10-6 s (ns a μs) (SOTOMAYOR et al., 2008). A fluorescência é emitida em 

comprimentos de onda maiores àqueles de excitação, deslocando-se entre 50 e 150 

nm, quando comparado ao comprimento de onda da luz usado para a excitação da 

molécula, conhecido como deslocamento de Stokes (SKOOG; WEST; HOLLER, 

1996). 

Por outro lado, na fosforescência, a orientação do elétron que foi promovido 

ao estado excitado é invertida (estado excitado tripleto, Tn) (SKOOG; WEST; 

HOLLER, 1996). Contudo, este tipo de transição é menos provável que a transição 

envolvendo dois estados singletos (fluorescência), pois processos paralelos de 

desativação como a conversão interna e externa e o relaxamento vibracional podem 

competir com a fosforescência. Como consequência direta disso, é possível 

observar facilmente fluorescência na temperatura ambiente e diretamente em 

solução, o que torna o procedimento experimental fluorimétrico bastante simples, 

além de possuir grande sensibilidade (SOTOMAYOR et al., 2008).. 

 Como o peptídeo estudado não apresenta fluorescência intrínseca, para 

tornar possível o emprego da técnica, foi acoplada à extremidade N-terminal do 

peptídeo, sonda fluorescente, como descrito anteriormente.  
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 Primeiramente, foi traçado um espetro de fluorescência do peptídeo OGP-CF 

livre para determinar o comprimento de onda máximo de emissão (Figura 4.3.5a), 

sendo fixado o monocromador de excitação a 492 nm (λ máximo de absorção). 

Desta forma, fixando os comprimentos de onda de excitação (λexc) em 492 nm e de 

emissão (λem) em 520 nm, foi obtida a curva padrão de fluorescência do OGP-CF 

(em tampão Tris a temperatura ambiente) para auxiliar na quantificação do peptídeo 

adsorvido nos materiais analisados (Figura 4.3.5b). 

 

 
 

Figura 4.3.5.  Espectro de fluorescência do peptídeo OGP-CF (a) e Curva padrão OGP-CF em 
solução tampão Tris (b). 

 

 

4.3.3.  Cinética de adsorção do peptídeo 

A Figura 4.3.6 apresenta as curvas de adsorção do OGP-CF em uma soluçao 

com concentração 10-4 mol.L-1 pelas amostras de sílica LM-SiO e LMSiCaP I, 

expressas em Nf (mols adsorvidos/grama de sílica) em função do tempo.  

A análise dos gráficos revela que a LMSiO atinge o equilíbrio 

aproximadamente em  20 minutos, provavelmente pela melhor afinidade da 

superfície negativa da sílica com o peptídeo, de carga positiva, em pH 7,4. Já a 

amostra LMSiCaP I atinge o equilíbrio próximo a 30 minutos com um percentual de 

mols adsorvidos  significativamente inferior quando comparado à amostra de sílica 
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pura. Este fato pode ser atribuído a menor área de superfície específica desta 

amostra e a quantidade de grupos silanóis livres. 

Em relação a amostra LMSiCaP II, os resultados mostraram que o peptídeo  

não foi adsorvido durante o período de monitoramento. Isso pode ser atribuído a 

dois fatores: a menor área de superfície específica apresentada por essa amostra 

em relação às outras e a porcentagem de apatita presente nesta amostra, que pode 

estar impedindo a adsorção das moléculas de peptídeo nos grupos Si-OH. Assim, a 

possibilidade de controlar a porcentagem de sílica nas amostras pode ser vantajoso 

de acordo com a aplicação do material. Uma fina camada de Ca-P pode ser 

suficiente, por exemplo, para criar sítios de nucleação para mineralização de apatita. 

Como este trabalho visa obter um material bioativo e carreador do peptídeo OGP, o 

fato da amostra LMSiCaP II não adsorver esta molécula, a exclui dos demais 

ensaios. 

Os resultados mostram que a cinética de adsorção é bastante satisfatória 

para as amostras empregadas. Esse comportamento  cinético deve-se ao fato da 

homegeneidade dos poros, da distribuição homogênea e da exposição dos sítios de 

adsorção na superfície do material (ARCOS et al., 2009; VALLET-REGÍ et al., 2007). 
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Figura 4.3.6. Curvas de adsorção do peptídeo OGP-CF para as amostras de sílica. 
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4.3.4. Incorporação de peptídeo OGP-CF 

 O número de mols de OGP-CF adsorvidos por grama de sílica em soluções 

com diferentes concentrações de peptídeo está apresentado na Figura 4.3.7. 

 As amostras foram imersas nas soluções com diferentes concentrações de 

OGP-CF e mantidas de acordo com os resultados do tempo máximo de adsorção, 

sendo 20 minutos para a amostra LMSiO e 30 minutos para LMSiCaP I. 

 O gráfico mostra que a amostra LMSiO adsorveu  9,9x10-8, 9,7x10-7 e 9,7x10-6 

mol.g-1 de peptídeo marcado, quando utilizando soluções 10-6, 10-5 e 10-4 mol.L-1, 

respectivamente. Estes valores representam 99%, 97% e 97,8% dos mols de OGP-

CF presentes nas soluções iniciais, respectivamente. Isto mostra que a adsorção por 

parte desta amostra foi satisfatória. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.3.7. Curvas de adsorção do peptídeo OGP-CF pelas amostras LMSiO e LMSiCaP I. 
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do OGP-CF foi adsorvido e que a liberação por parte de um dispositivo  de 6,0x10-12 

mol de OGP é suficiente para estimular a proliferação das células osteoblásticas 

(BAB et al., 1992; SASKA, 2011). 

 Após o período de incorporação o material sólido foi separado e, em seguida, 

lavado para retirar excessos de OGP-CF na superfície do material. As soluções 

resultantes do procedimento de lavagem foram medidas para determinação da 

concentração do peptídeo por Espectroscopia de Fluorescência, de forma obter a 

quantidade incorporada em cada amostra. Foi observado que as amostras perderam 

cerca de 1,5% dos mols adsorvidos. Mesmo com valores relativamente pequenos de 

perda de peptídeo durante o procedimento de lavagem das amostras, essa é uma 

importante etapa, pois ela assegura a eliminação de uma fração de fármaco não 

absorvida, que fica aderida na superfície das amostras, o que poderia resultar em 

valor superestimado nos primeiros instantes dos ensaios de liberação (SOUSA, 

2009). 

 Os resultados mostram que a capacidade de adsorção pode ser muito 

dependente das propriedades da superfície do material. Além disso, pode-se 

considerar que, devido as pequenas dimensões da molécula peptídica 

(comparativamente à albumina bovina, 6 x 10 nm), os poros das amostras são 

suficientes para alojá-la, não influenciando sua adsorção (VALLET-REGÍ et al., 

2007). 

 Os perfis dos isotermas apresentados por BET mostraram que as amostras 

diferem quanto a área de superfície específiva e volume de poro. Neste sentido, 

pode haver uma incorporação do peptídeo favorável na amostra LMSiO, sugerindo 

uma interação entre o peptídeo e a sílica mesoporosa. As moléculas de peptídeo 

contém uma porção N-terminal que pode interagir com os grupos silanóis da sílica 

por ligação de hidrogênio. Também foi observado que a presença de HA na matriz 

de sílica afeta a porcentagem de peptídeo adsorvido nas amostras mesoporosas. 

 Desta forma, a diferença na quantidade de OGP-CF adsorvida pelas 

diferentes  amostras  pode ser atribuída a área de superfície específica, que foi 

reduzida pela presença de HA (LMSiCaP I), e da distribuição homogênea dos poros. 
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4.3.5. Liberação do peptídeo OGP-CF em solução SBF 

 O teste de dissolução é o processo em que uma substância sólida se dissolve 

e é controlada pela afinidade entre a substância sólida e o solvente (BANAKAR, 

1992). Desta forma, deve se levar em consideração o meio in vivo onde o material 

deverá atuar, onde o teste tem que ser capaz de representar a performance da 

molécula in vivo. Dentre as substâncias sólidas, pode-se incluir: comprimidos 

(revestidos ou não), cápsulas, suspensões orais, pellets, entre outros. 

 Com o aumento do interesse nos ensaios de dissolução, percebeu-se que 

este além de aumentar a Correlação in vivo e in vitro, diminui razoavelmente o 

tempo de ensaio, o investimento e também o número de cobaias, além de ser muito 

difundido no controle de qualidade (GRAY, 2004).  

 Os sistemas de dissolução estão cada vez mais personalizados, pois cada 

sistema que surge, há também a necessidade de desenvolver um aparato que 

venha a condizer com a terapêutica do fármaco. Assim, por não haver aparato 

específico para análise de dissolução de moléculas biológicas, como peptídeo, em 

cimento ósseo, optou-se em utilizar a metodologia de dissolução de comprimidos 

adaptado para o sistema em estudo. 

 O meio de dissolução é um dos mais importantes fatores, sendo que sua 

seleção deve considerar a solubilidade e faixa de dosagem, de forma a respeitar a 

Sink Condition. Neste trabalho, a solução SBF foi escolhida por possuir 

concentração iônica semelhante ao plasma sanguíneo e pelo fato do peptídeo OGP 

ser solúvel neste meio. Outro fator importante é a temperatura, que de acordo com a 

UNITED STATES PHARMACOPEIA 29 (USP, 2006) deve estar entre 36,5 e 37,5oC. 

Os perfis de liberação cumulativos plotados em função do tempo são 

apresentados nas Figuras 4.3.8 e 4.3.9, para LMSiO e LMSiCaP I, respectivamente. 

Pode-se ver nestes gráficos que a quantidade de peptídeo liberado é 

considerada alta. Este fato pode estar relacionado com a interação entre o peptídeo 

e os materiais de sílica mesoporosos por ligação de hidrogênio devido a afinidade da 

porção N-terminal do peptídeo com os grupos silanol presente nas amostras 

(LOZANO et al., 2010). A matriz de sílica é insolúvel em um pH igual a 7,4, assim a 

liberação é essencialmente devido ao transporte difusivo do peptídeo através da 

rede mesoporosa ordenada. 
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A velocidade de liberação de um fármaco pode ser inferida pela inclinação da 

reta que ajusta os pontos de porcentagem de massa liberada em função do tempo, 

no início do ensaio de liberação (SOUSA, 2009). Quanto maior a inclinação da reta 

maior a cinética de liberação. Observou-se que em relação à amostra LMSiO, a 

maior velocidade de liberação de OGP-CF, 18,29%massa/hora, foi na amostra que 

possuía maior quantidade mols adsorvidos, LMSiO-10-4, quando analisado as duas 

primeiras horas de teste. Assim, pode-se dizer que o início da liberação neste 

material foi dependente da concentração do peptídeo adsorvido nas partículas de 

sílica. E de acordo com Vallet-Regí, Balas e Arcos (2007) este perfil está associado 

ao processo de difusão ou dissolução e geralmente segue uma cinética de primeira 

ordem em relação à concentração do adsorbato. 

A amostra LMSiCaP I mostrou a mesma velocidade de liberação em todas as 

amostras, independente da quantidade de OGP-CF incorporada, cerca de 

18%massa/hora, quando comparadas as primeiras horas de liberação, sendo que 

esse valor permaneceu o mesmo até o sistema atingir o platô. Porém, quando se 

compara as amostras LMSiO e LMSiCaP I, observa-se que esta última libera seu 

conteúdo peptídico em um menor tempo. Este fato pode ser atribuído a composição 

do material, sílica e apatita, e a maior perda de massa das pastilhas no processo de 

degradação. 

Mesmo, com as lavagens do material poroso após os experimentos de 

adsorção do peptídeo, o fenômeno conhecido como burst release ou liberação 

repentina, que acontece devido a presença de OGP-CF na superfície das partículas 

que pode resultar em um valor superestimado nos primeiros instantes dos ensaios 

de liberação (SOUSA; SOUZA; SOUZA, 2008) foi observado. Vallet-Regí, Balas e 

Arcos atribuíram esse perfil a uma liberação rápida no período inicial seguida por 

uma liberação mais lenta, que pode ser útil quando altas doses da molécula 

carreada é necessário.  
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Figura 4.3.8. Perfis de liberação cumulativa de OGP-CF a partir das amostras de LMSiO; insert 

destacando a liberação nas primeiras 24 horas . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.3.9. Perfis de liberação cumulativa de OGP-CF a partir das amostras de LMSiCaP I; insert 

destacando a liberação nas primeiras 24 horas. 
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A Tabela 4.5 apresenta os valores de t50%, que corresponde ao tempo 

necessário para liberar 50% do peptídeo contido nas amostras. Comparando os 

valores de t50% para a amostra  LMSiO e LMSiCaP I é possível notar que a 

presença da apatita interfere na cinética de liberação do OGP-CF. Vale destacar que 

a solução utilizada para os ensaios de liberação foi a mesma dos testes de 

bioatividade in vitro. Assim, analisando as porcentagens de OGP-CF liberadas no 

final dos ensaios, pode-se observar que a LMSiO liberou uma porcentagem maior 

que a LMSiCaP I, que pode estar relacionado à precipitação da camada de HA 

quando imersa em SBF, devido ao maior Indice de bioatividade que esta última 

apresentou in vitro em relação a amostra de sílica pura. 

 

Tabela 4.5. Parâmetros experimentais dos perfis de liberação. 

 

 

4.3.6. Estudo de degradação in vitro em SBF 

A ideia do teste de degradação in vitro é tentar prever o comportamento de 

degradação do material durante a liberação do peptídeo, porém, a reprodução em 

laboratório das condições presentes no processo de degradação in vivo é 

impossível. A degradação in vivo envolve uma série de fatores que podem afetar a 

cisão hidrolítica das cadeias, e que vão desde a aplicação de tensões, até a 

existência de respostas celulares e enzimáticas (HOFFMAN, 1992). 

Para os testes optou-se pelo uso da solução SBF, pois é um meio tamponado 

que permite uma avaliação mais aproximada do comportamento que ocorrerá com o 

implante in vivo. Outro fator importante é a temperatura do banho, que deve foi 

mantida próxima de 37ºC, simulando a temperatura corporal.  

Como os materiais a base de sílica apresentam um período de degradação 

prolongado e como a intenção deste ensaio não é definir o tempo de degradação 

total, foi definido o intervalo durante os testes de liberação. Esta concessão foi feita 
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por tratar-se de um estudo preliminar e por não haver disponibilidade de pastilhas 

em número suficiente para todos os tempos de teste. 

Primeiramente, foi avaliada a perda de massa sofrida pelas amostras durante 

este período. Neste ensaio, a massa das pastilhas foi calculada pela média de 3 

peças a cada intervalo, 1, 4 e 8 dias, e os resultados obtidos estão apresentados na 

Tabela 4.6. 

 

Tabela 4.6. Dados do ensaio de perda de massa realizado nas pastilhas. 

 

 

Através dos dados obtidos, pode-se observar que a amostra LMSiO perdeu 

menos massa que a LMSiCaP I, onde ao final do período analisado, 8 dias, essa 

redução foi de 4,8 e 20%, respectivamente. Este comportamento deve-se ao fato da 

presença de apatita na composição da LMSiCaP I e sua notável solubilidade em 

SBF em relação à sílica. As imagens de microscopia mostram uma gradual alteração 

das amostras. Pode-se notar que a amostra LMSiO (Figura 4.4.1) permanece mais 

intacta, perdendo o contorno circular e apresentando fissuras nas imagens de 8 dias. 

Já a amostra LMSiCaP I, apresenta fissuras logo no primeiro dia de teste, perdendo 

o contorno e se tornando menos espesso (Figura 4.4.2). Outro destaque é a 

formação de uma camada de pequenas estruturas sobre as pastilhas, que pode ser 

atribuída a formação de HA. Vale destacar que a perda de material ocorre 

principalmente na região periférica das pastilhas. 
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Figura 4.4.1. Imagens de Microscopia Óptica (10x) e SEM (1000x e 600x) das pastilhas de LMSiO 

após 1, 4 e 8 dias de imersão em SBF, respectivamente. 
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Figura 4.4.2. Imagens de Microscopia Óptica (10x) e SEM (600x) das pastilhas de LMSiCaP I após 1, 

4 e 8 dias de imersão em SBF, respectivamente. 

 

He et al. (2010) mostraram os estudos de vários pesquisadores sobre  a 

dissolução de matrizes de sílica derivadas do processo sol-gel, e concluíram que 

essa dissolução se passa em duas etapas: erosão da superfície e lenta degradação 
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do material. Aparentemente, as matrizes de sílica derivadas do processo sol-gel, 

sílicas mesoporosas ordenadas e vidros mesoporosos bioativos mostram taxas de 

degradação da ordem de dias a meses. Viitala, Jokinen e Rosenholm (2007) 

estudaram a degradação da sílica cujo tempo variou de 4 dias (para os monólitos) a 

aproximadamente 80 dias (para as micropartículas). Por outro lado, He et al. (2010) 

observaram uma degradação in vitro extraordinariamente rápida (2 h) de sílica 

mesoporosa obtida a partir de tetraetilortossilicato, quando imerso em SBF à 

temperatura de 37 ºC. Além do mais, géis a base de sílica são facilmente erodidos, 

tanto in vitro em tampão Tris quanto in vivo, onde a erosão ocorreu através da 

formação de ácido silícico (TEOLI et al., 2006), de forma semelhante a materiais 

secos, que possuem ausência de toxidade local e sistêmica quando injetados no 

organismo (URGER et al., 1983). 
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5. CONCLUSÕES 

 

 A síntese de biomateriais com composições diferentes, tendo como matriz 

uma sílica mesoestruturada, foi estudada e caracterizada. 

 A metodologia utilizada para obtenção de materiais mesoporosos 

ordenados foi eficaz, para posterior incorporação de moléculas do peptídeo OGP. A 

utilização da 5,6-carboxifluoresceína como sonda fluorescente do peptídeo OGP foi 

eficiente e a Espectroscopia de Fluorescência apresentou sensibilidade suficiente 

para o monitoramento de incorporação e liberação in vitro de OGP. 

 As amostras LMSiO, LMSiCaP I e II mostraram bioatividade in vitro quando 

imersas em SBF. Os resultados das análises de FTIR, SEM e XRD mostraram que a 

camada formada sobre a superfície das amostras é uma apatita similar às apatitas 

biológicas. 

 A incorporação de HA na sílica levou a uma mudança significativa nas 

propriedades estruturais deste sistema, indicando que o crescimento de cristais 

bloqueia os espaços disponíveis da sílica mesoporosa e, devido a este fato, ocorre 

uma redução nas características texturais como área de superfície e volume de poro. 

Assim, essa redução refletiu na capacidade de adsorção máxima das partículas, 

onde a amostra com maior área de superfície adsorveu maior quantidade de mols de 

peptídeo de acordo com a Espectroscopia de Fluorescência. 

A liberação do peptídeo OGP marcado com 5,6-carboxifluoresceína das 

partículas ocorreu de forma controlada e foi demonstrado que a composição das 

partículas, bem como a degradação do material e a concentração de peptídeo 

incorporado, influenciam no perfil de liberação. Os resultados indicam que as 

amostras, LMSiO e LMSiCaP I, são potenciais em adsorver o peptídeo OGP, o que 

os tornam importantes candidatos em sistemas de carreadores de moléculas. 

 Assim, espera-se que os sistemas sílica-OGP e sílica-HA-OGP promovam a 

proliferação celular in vitro e consequentemente apresentem biocompatibilidade in 

vivo em futuras aplicações no reparo de defeitos ósseos e engenharia tecidual.
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6. PERSPECTIVAS 

 

 Como proposta para estudos futuros utilizando os sistemas neste trabalho 

desenvolvidos, pode-se citar: 

 Preparação de cimentos ósseos injetáveis para reparação de tecido ósseo 

lesionado. 

 Estudar e definir qual o mecanismo de liberação de OGP-CF a partir das 

pastilhas e dos cimentos, bem como a liberação/interação com os íons da 

solução de SBF. 

 Avaliar as propriedades osteoindutoras e a citotoxidade destes materiais na 

presença de OGP utilizando cultura primária de células osteogênicas. 

 Realizar análises físico-químicas para compreensão função dos cimentos 

frente ao metabolismo ósseo. 

 Estudo in vivo empregando o mesmo protocolo cirúrgico adequado, para 

analisar a biocompatibilidade e melhor compreensão dos efeitos 

osteoindutivos deste peptídeo in vivo. 
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