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RESUMO

Materiais mesoporosos tém sido largamente estudados devido as suas
caracteristicas e potenciais aplicacdes. A silica mesoporosa apresenta elevada area
de superficie especifica (~1000 m%.g™*) e tamanho de poros usualmente em torno de
2-30 nm, atraindo atenc¢do para aplicagcbes em catalise, adsorcdo e troca ibnica. O
peptideo de crescimento osteogénico (OGP) é um tetradecapeptideo enddgeno, cuja
forma ativa gera ligacdes covalentes com as proteinases, mostrando ser um bom
agente anabolico e estimulador hematopoiético. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi & preparac@o de materiais inorganicos mesoporosos, a partir de silica e
de um surfactante ndo-ibnico como agente direcionador de estrutura, incorporados
com OGP, para atuarem como biomateriais na regeneracdo 0ssea. O peptideo foi
sintetizado pelo método em fase solida (SPFS; estratégia Fmoc); foi purificado e
caracterizado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), Espectrometria
de Massas e Analise de Aminoacidos. Os materiais solidos foram caracterizados por
Espectroscopia na regido do Infravermelho (FT-IR), Difracdo de Raios X (XRD),
Espalhamento de Raios X & Baixo Angulo (SAXS), Adsorcéo-dessorcdo de
Nitrogénio a 77K (BET), Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM) e
Microscopia Eletronica de Varredura (SEM). A bioatividade in vitro desses materiais
em Simulated Body Fluid (SBF) foi verificada por FTIR, SEM e XRD, e a adsor¢ao e
liberacdo do peptideo marcado com 5,6-carboxifluoresceina da matriz mesoporosa
foi monitorada por Espectroscopia de Fluorescéncia. Ficou evidente que a
composi¢cdo do material refletiu em diferentes caracteristicas fisicas, onde a area de
superficie especifica foi de 880, 484, 220 m%.g™, para a LMSiO, LMSiCaP | e II,
respectivamente, que por sua vez influenciou na porcentagem de incorporacdo do
peptideo (99% na LMSIO, 55% na LMSiCaP | e nenhuma adsor¢édo na LMSiCaP ll).
O teste de liberacdo do peptideo em SBF demonstrou ser dependente da
composicdo das particulas, da quantidade de peptideo incorporada e da degradacgéo
do material, onde a amostra LMSiCaP | liberou 50% do seu contetudo peptidico em
aproximadamente 4 horas enquanto a LMSIO precisou de mais que 30 horas. Os
dados demonstraram que tanto o material de silica pura (LMSiO) quanto de silica
com apatita (LMSiCaP | e Il) apresentou bioatividade in vitro e degradacdo em



funcéo do tempo frente a fluidos biolégicos, que é uma importante prospectiva para
bio-aplicacoes.

Palavras-chave: silica mesoporosa; peptideo de crescimento osteogénico (OGP);
bioatividade; adsor¢cao de moléculas; liberagcédo 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
m?.g™) 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 tetradecapeptideo, 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 Il, respectively, which in turn influenced the
percentage of incorporation of the peptide (99% in LMSIO, 55% in LMSiCaO | e no
adsorption in LMSIiCaP Il). The results have showed that both the pure silica material
(LMSIO) and silica with apatite (LMSiCaP | e IlI) 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. INTRODUCAO

Deficiéncias esqueléticas, especialmente decorrentes de traumas, tumores ou
desenvolvimento anormal, s&o comuns, e sdo normalmente tratadas por intervencéo
cirargica e enxerto para restaurar a fungdo mecéanica e reconstruir a area afetada.
Devido a problemas como disponibilidade limitada, dificuldade de armazenamento e
um tempo cirargico maior, no caso dos enxertos autdgenos e alégenos,
pesquisadores buscam materiais sintéticos que facilitem a reparacdo 6ssea visando
o restabelecimento rapido das funcgdes fisiolégicas (PINTO et al., 2007).

Um grande numero de trabalhos vem utilizando materiais mesoporosos
ordenados em diversas aplicagdes (TAGUCHI; SCHUTH, 2005; BECK; VARTULI,
1996). As pesquisas com materiais mesoporosos tém resultado em biomateriais
com duas aplicagbes principais na area médica: emprego como

sistemas carreadores de farmacos e na regeneracao de tecido ésseo.

A silica mesoporosa com estrutura hexagonal, SBA-15, apresenta elevada
area superficial (na faixa de 690-1040m%g™?) 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

terapéuticas.

Vidros mesoporosos bioativos (MBGs) tém sido sintetizados com sucesso
exibindo uma propriedade bioativa maior e uma relagdo estrutura/composicéo
diferente em relac&o aos vidros convencionais. Além do mais, tanto o grande volume
de poro quanto os mesoporos uniformes dos MBGs torna possivel uma imobilizacéao
direta e altamente eficiente de proteinas e farmacos dentro dos MBGs, que sdo
muito importantes nas aplicacbes médicas (ZHAO et al., 2008).

Dentre as moléculas que podem ser carreadas pelos MBGs, os moduladores
de fator de crescimento 6sseo tém se destacados por atuarem em pequenas
concentracbes e por atuarem como mediadores locais sobre as células
osteoprogenitoras. Neste contexto, o Osteogenic Growth Peptide (OGP), peptideo
de crescimento osteogénico, tem atraido interesse clinico como um agente anabdlico

e estimulador hematopoiético.
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Nessas condi¢cbes, o efeito simulatorio extra da inclusdo de um fator de
crescimento e a capacidade osteogénica do material sao interessantes propriedades
para a regeneracdo 0ssea. De acordo com Woo et al. (2001) a eficacia de um fator
de crescimento ndo € apenas dependente de sua atividade, mas também
influenciada pelo método de liberagédo, ou seja, o material carreador. Carreadores
aumentam a retencdo do peptideo no local do tratamento por um tempo suficiente
para permitir a atividade e, posteriormente, pode fornecer uma base para o

crescimento dsseo.

Neste trabalho, os materiais mesoporosos de silica foram obtidos por método
envolvendo micelas de surfactantes e de precursores inorganicos. Devido a natureza
biocompativel das apatitas, foram realizadas sinteses com preparacao simultanea de
silica e apatita mesoporosos com diferentes concentracfes de silica. A escolha
deste sistema visa reunir as caracteristicas texturais, de estabilidade e resisténcia da
silica mesoporosa com a biocompatibilidade das apatitas. As alteracdes dos
parametros estruturais, superficiais, texturais e de distribuicdo de tamanho de poros
foram avaliadas neste trabalho por meio de medidas de espectroscopia na regido do
infravermelho e adsorcdo e dessorcdo de nitrogénio (N2). As imagens de
microscopia eletrbnica de varredura forneceram informacdes morfoldégicas das
amostras. Além disso, medidas de microscopia eletrénica de transmissdo e de
espalhamento de raios X a baixos angulos foram utilizadas com o objetivo de se
tentar elucidar a estrutura de poros do material puro e verificar a ocorréncia de

possiveis alteracfes causadas pela introducdo da apatita na estrutura da silica.

Apés a caracterizacdo, os materiais foram imersos em solucdes do peptideo
OGP para incorporacao desta molécula e os ensaios preliminares de liberacdo do
peptideo a partir das amostras mesoporosas foram realizados em uma solucdo que
simula o fluido corpéreo. Os resultados obtidos foram comparados com 0s ensaios
de degradacao dos materiais.

Mesmo com o0s materiais disponiveis no mercado atualmente e dos avancos
conquistados no desenvolvimento de novos biomateriais para engenharia tecidual,
ainda busca-se materiais bioativos com caracteristicas e propriedades mecanicas
similares ao autoenxerto 0sseo. Assim, 0 que motivou este trabalho foi preparar

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

tecido 6sseo em tempo menor.

1.1. Fisiologia do tecido 6sseo

O tecido 6sseo €é o constituinte principal do esqueleto e serve de suporte para
as partes moles e protecao dos érgaos vitais, como 0s contidos nas caixas craniana,
tordcica e no canal raquidiano. Atua alojando e protegendo a medula éssea,
formadora das células do sangue. Possui propriedades mecénicas, como alta
resisténcia a fratura e flexibilidade, proporcionando apoio aos musculos
esqueléticos, transformando suas contraces em movimentos Uteis, constituindo um
sistema de alavancas que amplia as forcas geradas na contracdo muscular
(GARTNER; HIATT, 2003).

O tecido 6sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo de sustentacao,
formado por células e por material extracelular calcificado, denominado matriz
0ssea, em constante processo de remodelamento. Sua macroestrutura é constituida
pelo osso cortical (compacto), osso trabecular (esponjoso), medula 6ssea e vasos
sanguineos. O o0sso cortical é encontrado nas diafises dos 0ssos longos e na
superficie externa dos 0ssos planos, e possui a funcdo de protecdo dos tecidos e
orgdos vitais, devido a resisténcia a incidéncia de cargas. JA 0 0sso 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
funcdes metabolicas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

O o0sso é composto de trés tipos de células (osteoblastos, osteoclastos,
ostedcitos), uma matriz extracelular mineralizada (composta de 65% de
hidroxiapatita e fosfato tricalcio) e uma matriz extracelular organica (composta de
35% de colageno e outras proteinas como glicoproteinas, proteoglicanas,
osteocalcina, osteopontina e fatores de crescimento). Estas proteinas contribuem
para a abundancia de sinais no interior da matriz extracelular. As fibras de colageno
flexiveis e resistentes reforcadas com cristais de hidroxiapatita sdo importantes para
o requisito de forca compressiva e alta resisténcia do osso a fratura (STEVENS,
2008).
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As células Osseas estdo envolvidas nos processos de osteogénese,
manutencao e remodelagdo 6ssea. Os osteoblastos sdo as células que sintetizam a
parte organica (colageno tipo | e V, proteoglicanas e glicoproteinas) da matriz 6ssea,
sendo, portanto, as células responsaveis pela expressao génica dessas proteinas de
forma a promover um equilibrio de troca idnica, principalmente de fons Ca®* e PO,%,
iniciando a mineralizacdo da matriz (GARTNER; HIATT, 2003). Uma vez aprisionado
pela matriz recém-sintetizada, o osteoblasto passa a ser chamado de ostedcito. A
matriz se deposita ao redor do corpo da célula e de seus prolongamentos, formando
assim as lacunas e os canaliculos. Os ostedcitos secretam fatores de crescimento
que facilitam o recrutamento de pré-osteoblastos para a remodelacdo do esqueleto
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Ja os osteoclastos sédo células moveis, gigantes,
ramificadas, que se originam de precursores mononucleados provenientes da

medula 6ssea, responsaveis pela reabsorcéo 6ssea.

Apesar da sua resisténcia as pressfes e da sua dureza, o tecido 6sseo é
muito plastico e possui alta capacidade de se remodelar mediante diversas situacdes
a que € submetido, tais como lesdes, fraturas e perdas Osseas. O processo de
regeneracdo Ossea se inicia a partir de importantes reacdes bioldgicas,

desencadeadas pela propria lesédo do tecido.

O acometimento de uma lesdo no tecido 6sseo, trauméatica ou cirargica, €
seguido por sequéncia histolégica definida, destinada a reparar a lesédo. Nos locais
de fratura 6ssea, ocorre hemorragia, pela lesdo dos vasos sanguineos, destruicao
de matriz e morte de células 6sseas (GERIS et al., 2008). A reparacédo se inicia apés
a remocdo, pelos macréfagos, do coagulo sanguineo e dos restos celulares e da
matriz. A nivel histolégico, o periosteo e o enddsteo proximos a area fraturada
respondem com uma intensa proliferacéo, formando um tecido muito rico em células
osteoprogenitoras que constitui um colar em torno da fratura que penetra entre as
extremidades 0sseas rompidas (Figuras 1.1a e 1.1b). Nesse anel ou colar conjuntivo
e também no conjuntivo que se localiza entre as extremidades ésseas fraturadas,
surge tecido 6sseo imaturo, tanto pela ossificacdo endocondral de pequenos
pedacos de cartlagem que ai se formam, bem como por ossificacao
intramembranosa. Desta forma, no local de reparacdo, podem ser encontradas ao
mesmo tempo areas de cartilagem, areas de ossificacdo intramembranosa e areas

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

osso fraturado (Figura 1.1c e 1.1d).

A nivel celular, o remodelamento 6sseo depende da atividade integrada de
dois tipos de células: os osteoblastos, para producédo de tecido 6sseo novo, e 0s
osteoclastos, para reabsor¢cdo 6ssea, ambos 0S eventos cruciais ao processo no
decorrer do crescimento 0sseo normal, ou apds lesdo. Durante o processo de
neoformacdo Ossea, na ossificacdo intramembranosa, as células mesenquimais
presentes na medula 0ssea se diferenciam em osteoblastos e iniciam a sintese de
matriz ostedide, formando assim 0 0sso primério ou imaturo. As fibras de colageno
sdo depositadas randomicamente formando uma estrutura entrelacada né&o
mineralizada. Conforme ocorrem as trocas ibnicas entre os tecidos e o fluido
sanguineo, a matriz vai sendo mineralizada e este 0sso vai sendo reabsorvido e
sendo substituido por osso secundério ou lamelar (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Mesmo representando apenas 1% da matriz extracelular organica, os fatores
de crescimento tém se tornado de grande interesse para entender 0S processos

fisiopatoldgicos de regeneracdo 0ssea e osteointegracao.
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Figura 1.1. Processo de reparagéo da fratura, por formacgao de novo tecido 6sseo a partir do
enddsteo e do peridsteo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
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1.2. Fatores de crescimento na reparacao 0ssea

O processo de reparacdo Ossea € um conjunto complexo de eventos
bioldgicos regulados por células especificas, pela matriz extracelular e por diferentes

fatores de crescimento.

Os fatores de crescimento e citocinas sdo importantes reguladores do
processo de cura e sdo produzidos por células presentes no local de regeneracéao e
liberados nesta éarea por tecidos vizinhos (extremidades o&sseas danificadas,
musculos, medula, peridsteo) (GERIS et al., 2008). Os fatores de crescimento,
combinados as suas proteinas de ligacdo, agem como reguladores locais das
funcdes celulares, estimulando a diferenciacdo, proliferacdo, migracdo, adeséo
celular e expressdo génica. Em casos de lesdo 0Ossea, fraturas, tratamentos de
tumores Osseos, defeitos congénitos e outras patologias, o 0sso danificado ndo se
regenera espontaneamente. E necessario um auto-enxerto ou 0sso alogénico para
restaurar a integridade estrutural e funcional, no entanto, efeitos adversos estéao
associados a estas técnicas, como por exemplo, a necessidade de um segundo sitio
cirirgico para a obtencdo do enxerto, 0 que pode, muitas vezes, contra-indicar o
procedimento e o fato de ndo haver células para que ocorra a fase | da osteogénese,
respectivamente (PINTO et al.,2007). Assim, a liberacdo de fatores de crescimento
nos locais lesionados pode complementar a terapia convencional de reparacao
0ssea (WOZNEY; SEEHERMAN, 2004).

Os fatores de crescimento sdo secretados por uma grande variedade de
células para regular o processo de cura de ferimentos. Varios fatores de crescimento
tém sido usados para melhorar os resultados clinicos em cirurgias cardiacas,

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

- Fator de crescimento transformador beta (TGF-B): estimula o recrutamento e
proliferacdo de células mesenquimais, sua diferenciacdo em osteoblastos e/ou

condradcitos, e atua na producdo de matriz extracelular (TSIRIDIS et al., 2007).

- Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF): regula a sintese de DNA e a
proliferacédo celular; regula a reparacéo inicial da fratura e cura de ferimento, atraves
da reabsorcdo Ossea e degradacdo de colageno; inibe a aposicdo de matriz
(colageno tipo 1); estimula os osteoblastos a produzir interleucina (IL-6), que recruta
osteoclastos (KOFRON; LAURENCIN, 2006).
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- Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF): mediando efeitos de hormdnios,
fatores de crescimento, citocinas e morfogénese durante a cura da fratura,
estimulando a proliferacdo de osteoblastos e a producdo de matriz 6ssea (SOO-
HONG; SHIN, 2007).

- Fator de crescimento vascular endotelial (VEGF): secretado pelos osteoblastos,
estimula a angiogénese, que € um fator essencial para a formacdo 6ssea, sendo
importante na formacdo e manutencdo dos vasos sanguineos; regula a migracao,
proliferacdo, sobrevivéncia e atividade de células endoteliais, osteoclastos e
osteoblastos (KOFRON; LAURENCIN, 2006).

- Proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs): fatores de diferenciacdo celular que

induzem a diferenciacdo de células mesenquimais em osteoprogenitoras.

Estudos in vivo usando BMPs associadas a sistemas de liberagcdo tém
demonstrado a capacidade dessas proteinas em induzir o crescimento 0sseo e
estimular a reparagdo de fraturas. Como exemplo, a utilizagdo de rhBMP (proteina
morfogenética dssea recombinante humana) incorporada em implantes de PLGA
(acido poli lactico-co-glicolico) acelerou a cura de fraturas em fémur de ratos (LEE et
al., 1994) e promoveu a formacdo 6ssea em defeitos criticos em diafises umeral
(ZEGZULA et al., 1997) e a cicatrizacao de defeitos criticos em cranio de ratos
guando em cimentos de fosfato de célcio (BODDE et al., 2008).

O conceito de osteoinducdo foi primeiro descrito por Urist (1965) quando
observou a neoformacdo O6ssea no interior de matrizes 6sseas desmineralizadas.
Desde entdo, estas proteinas tém sido descritas como fatores responsaveis pela
neoformacédo 6ssea (EPPLEY et al., 2005), pois por meio de quimiotaxia, as BMPs
atraem células mesenquimais para o local da formacao 6ssea e induz a conversao
destas células em uma linhagem préosteoblastica. No entanto, ha um certo
questionamento sobre a relacdo custo-efichcia das BMPs, devido a grande
quantidade necessaria (1,5 mg.ml™, dose terapéutica do INFUSE) para se obter uma
regeneracdo Ossea eficaz em comparagcdo as técnicas cirargicas convencionais

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

Desta forma, peptideos, biomoléculas constituidas por dois a dezenas de
residuos de aminoacidos unidos entre si através de ligacdes peptidicas (MACHADO

et al., 2004), sdo quimicamente versateis e tém demonstrado interesse cientifico
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quando o assunto é moléculas osteoindutoras ou modeladoras de fatores de

crescimento.

Recentemente, uma classe de sequéncias peptidicas tem sido sintetizada
diretamente pela Sintese de Peptideos em Fase Solida (SPFS), incluindo motifs
indutores da medula éssea. Dentre os de interesse na engenharia 0ssea, a
sequéncia peptidica reguladora de fator de crescimento 6sseo, no caso o OGP, foi

escolhida devido a propriedade de osteoinducéo.

O OGP é um peptideo de ocorréncia natural cuja estrutura primaria € idéntica
a sequéncia C-terminal 89-102 (Ala-Leu-Lys-Arg-GIn-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-Phe-
Gly-Gly) da Histona H4 (Figura 1.2). E um tetradecapeptideo endégeno presente
fisiologicamente no soro humano, em concentragdo micromolar (BAB et al., 1992).
Seu pequeno tamanho e linearidade, que o faz susceptivel a protedlise, aliada a
baixa concentracdo, sugere uma proteina de ligacdo para o OGP, OGPBP-OGP
(OGPBP: OGP binding protein), que promove sua protecdo contra protedlise e a

manutencao da concentracdo deste peptideo na circulagédo (BAB; CHOREYV, 2002).
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Figura 1.2. Férmula estrutural do peptideo OGP. (NCBI, 2012)

A maioria do OGP sérico encontra-se ligado ndo covalentemente a a,-
macroglobulina (a,-M) do soro, em ambas as formas, nativa e ativada. A forma
ativada gera ligagGes covalentes com as proteinases, em um processo que envolve
uma mudanga 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 circulatério (GAVISH et al.,
1997), onde sua concentracdo é aumentada durante uma injuria local ao tecido
0sseo, medula 6ssea ou a reacdes osteogénicas sistémicas (BAB et al., 1992).
Estudos indicaram que o OGP se liga as OGPBPs via motivos diferentes daqueles
que séo reconhecidos pelos anticorpos anti-OGP (Figura 1.3) (GREENBERG et al.,
1995).

Accessory Domain Message and Address Domain

Binding to OGP-binding proteins Mitogenic activity

Binding to anti-OGP autibodies

Figura 1.3. Dominios funcionais no peptideo OGP. A porcao C-terminal participa do reconhecimento
e ligacao ao receptor macromolecular e sinaliza¢do da via mitogénica. A por¢ao N-terminal
compreende o dominio que participa da ligagcdo as OGPBPs (BAB; CHUREV, 2002).

In vitro, o OGP e seus derivados possuem excelente potencial mitogénico
para células de linhagem osteoblastica e fibroblastica (BAB et al., 1992,
GREENBERG et al., 1993), favorecem o aumento da atividade da fosfatase alcalina
(ALP) e da mineralizacdo da matriz 6ssea (ROBINSON; BAB; NEVO, 1995; BAB,;
CHOREV, 2002) e ainda regulam diretamente a diferenciacdo de células
mesenquimais de medula em osteoblastos, favorecendo assim a neoformacao 6ssea
(CHEN et al., 2007; VANELLA et al., 2010).

In vivo, o OGP regula a expressdo dos fatores de crescimento de
transformacdo TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3, fator de crescimento fibroblastico FGF-2,
fator de crescimento insulinico IGF-1 e do colageno tipo | (BRAGER et al., 2000),
favorece a reparacdo da medula O0ssea recém transplantada ou irradiada, com
aumento consideravel 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 € muito cara. Defeitos 0sseos tratados
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com scaffolds de PLGA com OGP sintético adsorvido foram reparados em um menor
tempo em relagdo aos animais que receberam o OGP por via sistémica; este estudo
apontou um importante resultado na via de administracdo destes peptideos,
revelando um efeito terapéutico mais eficaz quando aplicado localmente
(SHUQIANG et al., 2008). Estudos com administracdo via sistémica do OGP relata o
estimulo da ossificagdo endocondral em locais de fratura tanto em ratos quanto em
coelhos, reduzindo o tempo de reparacéo 6ssea (SUN; ASHHURST, 1998; BRAGER
et al., 2000; GABET et al., 2004)

Muitos materiais podem ser utilizados como carreadores para liberagdo de
moléculas de interesse biolégico, como os moduladores de fator de crescimento no
tecido 6sseo. Entre eles, pode ser citados os materiais bioativos mesoporosos,
governado pela natureza quimica das paredes dos poros, area de superficie
especifica e a relacdo didmetro dos poros-molécula hospedeira (VALLET-REGI et
al., 2007).

1.3. Materiais Mesoporosos

Um grande numero de processos e reacdes quimicas tem lugar na interface
entre um meio fluido e um sélido poroso, e o resultado final dessa interacdo depende
das caracteristicas do sistema poroso e do soélido. Este eixo tem conduzido ao
desenvolvimento de metodologias especificas para as sinteses de materiais com

porosidade mais adequada para a funcédo que se deseja.

O aumento do namero de processos para obtencao de materiais porosos, que
utilizam condi¢des brandas, promoveu o desenvolvimento de matrizes (inorgénicas
ou hibridas nanoestruturadas) a partir da utilizacdo de conjuntos de surfactantes
auto organizaveis como agentes direcionadores de estruturas, permitindo assim, a
construcdo de uma nova classe de materiais nanoestruturados em escala
mesoscopica (ROCHA, 2010).

De acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry),
0S materiais porosos sdo classificados em trés classes: microporosos (diametro 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 nao
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somente o facil acesso de moléculas com tamanho acima de certa extensao, mas

também o controle de fun¢bes dependendo da geometria do poro.

Materiais microporosos e macroporosos sdo grandemente usados como
adsorventes, mas eles sdo incapazes de adsorver um grande espectro de moléculas
organicas de interesse por causa da distribuicdo do tamanho de poro como, por
exemplo as zeolitas, que apesar da sua importancia industrial, absorvem somente
aguelas moléculas suficientemente pequenas para penetrar em seu sistema de
poros (VALLET-REGI; VILLAREJO, 2006). Os poros dos materiais mesoporosos
permitem ndo somente o facil acesso pelas moléculas com certo tamanho, como

também, a possivel contratibilidade em fun¢cbes dependendo da geometria do poro.

A sintese de materiais mesoporosos ordenados requer o0 emprego de
moléculas de surfactantes em solucdo aquosa. Nessas condicfes, quando a
concentracdo do surfactante em dissolugdo alcanca um valor critico, denominado
concentracdo micelar critica, as moléculas formam agregados denominados micelas,
cuja forma e tamanho depende essencialmente da natureza e composi¢cado quimica
da molécula de surfactante, de sua concentracdo e da temperatura, junto com
fatores como o pH da solugéo e a concentracéo total salina (Figura 1.4). As micelas,
por sua vez, agrupam formando estruturas supramicelares, e a natureza das
distintas fases micelares variam em fungdo da concentracdo e temperatura
(VALLET- REGI; VILLAREJO, 2006).

Remocéao do surfactante
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Figura 1.4. Mecanismo de formacéo da silica mesoporosa (HOFFMANN et al., 2006).

De maneira geral, os agentes surfactantes podem classificar-se em:
catidnicos, anibénicos, neutros e ndo i6nicos (HOFFMANN et al.,2006). Assim, os
surfactantes catibnicos podem conter as cadeias hidrofébicas unidas ao mesmo

atomo de nitrogénio da cabeca polar, ou cada uma das cadeias unidas a um atomo
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de nitrogénio distinto. Os surfactantes anidnicos contem um grupo sulfénico ou um
fosfato como cabeca polar. O emprego de um tipo de surfactante tem grande
importancia na sintese de materiais mesoporosos, ja que a natureza da fase que se
obtém esta condicionada em boa medida pela interacdo que se estabelece entre as
espécies quimicas em solucdo e o surfactante. No caso dos surfactantes nao
ibnicos, por exemplo, aqueles em que a cabeca polar formam grupos poliéxido de
etileno, prevalece a interacdo entre atomos de oxigénio do grupo éter e atomos de
hidrogénio pertencentes a grupos silano, Si-OH, dos oligdbmeros de silicio, a um pH
moderado. Em um pH fortemente acido (abaixo do ponto isoelétrico do silicio, pH =
2) ha que se considerar a possibilidade de protonag¢édo dos grupos Si-OH. Em todos
0S casos € necessario considerar que o pH da dissolucdo determina a carga das
espécies quimicas que vao formar o esqueleto inorganico do material, e portanto
condiciona o mecanismo de interacdo com o surfactante (VALLET- REGI,
VILLAREJO, 2006).

Foi assim que em 1990, Yanagisawa e colaboradores reportaram a
preparacao de silica mesoporosa com distribuicdo de poro uniforme como resultado
da intercalacéo de cétion cetiltrimetilaménio entre camadas de kanemita polissilicato,
seguida pela calcinacdo para remocdo 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 condensacao nas paredes
das silicas desses materiais. Inagaki, Fukushima e Kuroda (1993) relataram que o
didmetro de poro da FSM-16 pode também ser controlado pela variacdo do
comprimento da cadeia alquil do surfactante cationico. Uma significante descoberta
na pesquisa de materiais mesoporosos foi quando cientistas da Mobil Oil Company
divulgaram a familia M41S de mesoporosos silicato/aluminossilicato onde um
surfactante de cadeia longa foi usado como “template” ou agente formador de poros
durante a sintese sol-gel (BECK et al.,, 1992). Entre estes materiais, 0s mais
conhecidos estdo a MCM-41 (com estrutura hexagonal), MCM-48 (com estrutura
cubica) e MCM-50 (com estrutura lamelar) (HOFFMANN et al.,2006). Estes materiais
tém poros estruturados uniformemente, grande éarea de superficie especifica e
volume de poro especifico que resultou no interesse mundial pelos materiais
mesoporosos (VINU; HOSSAIN; ARIGA, 2005).
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Huo e colaboradores (1994) noticiaram a sintese de materiais mesoporosos,
usando surfactantes catiénicos e anibnicos em condi¢bes acidas. Tanev, Chibwe e
Pinnavaia (1994) prepararam silica HMS (Hollow Mesoporous Silica Spheres)
usando uma amina neutra como “template”. Em comparagdo 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 improvavel para o confinamento na rede
mesoporosa. Bagshaw, Prouzet e Pinnavaia (1995) relataram a sintese de um
material mesoporoso desordenado chamado MSU-1 (Michigan State Univesity)
usando 6xido de polietileno (PEO) como agente direcionador de estrutura. O MSU-1
possui paredes finas e pequeno tamanho de particulas com consideravel
mesoporosidade devido aos poros formados entre as particulas serem relativamente

pequenos, que o distinguida  MCM-41.

Ja em 1998, foi desenvolvia uma rota de preparacdo de silica mesoporosa
ordenada a partir do emprego de moldes a base de surfactante ndo-ibnico ou de
copolimeros polietoxilados e polipropoxilados como o Pluronic® P123
(EO20PO70EO,y) agentes direcionadores de estrutura (ZHAO et al., 1998). A
formacao de silica se d4 a temperatura ambiente, a partir da adicdo do TEOS em
solucdo fortemente acida (HCI 2M) contendo o surfactante n&o-ibnico ou o
copolimero. Esse material foi desenvolvido na Universidade de Santa Barbara, 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 distribuicdo de tamanho de poros,
usualmente na faixa de 4,6 a 30nm e areas superficiais na faixa de 690 a 1040 m°.g"
! Devido & maior espessura das paredes de seus poros (3,1 a 6,4nm) ele apresenta
uma melhor estabilidade hidrotérmica quando comparado ao MCM-41 (CIESLA,;
SCHUTH, 1999). Diferente do MCM-41, o SBA-15 pode possuir além dos mesoporos
primarios, mesoporos secundarios e microporos ndao ordenados entre suas paredes
(SOUSA et al., 2008).

Materiais do tipo HMS sao obtidos atravées do emprego de aminas com
cadeias carbbnicas longas e precursor de fase inorganica a base de alcéxido. Por

outro lado, se o composto a base de amina for substituido por surfactante a base de
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etoxido, o material obtido sera classificado como MSU. Nestes dois casos, a
interacdo entre o surfactante e a fase inorganica se dé por ligacdes de hidrogénio.
Os materiais obtidos através de reacdes que levam a formacéo de hibrido orgéanico-
inorganico sdo denominados MTS-1 (SOLLER-ILLIA et al., 2003).

O método sol-gel, empregado na sintese dos materiais mesoporosos, surgiu
no fim da década de 90 e pode ser visto como uma sequéncia de processos inter-
relacionados. Estes processos envolvem a sintese de uma rede inorganica obtida
pela mistura de alcodxidos e agua, na presenca de solvente e catalisador, seguida
por hidrélise, gelatinizacdo, remocédo de residuos organicos e agua dos poros do gel
sélido por tratamento a baixas temperaturas. Finalmente, a densificacdo do gel seco
por tratamento térmico pode levar a materiais porosos (xerogeéis) ou densos, na
forma de pés ou mondlitos (RUBIO; OTEO,1997). Sua hidrélise € rapida,
principalmente em compostos cujo grupo alquil (R) € pequeno, porém alguns
alcodxidos como os de silicio possuem uma baixa reatividade (comparados aos
alcooxidos de titanio) sendo necessaria a adicdo de catalisadores ao processo para
promover um aumento na velocidade das reacdes de hidrélise e condensacao
(WALLINGTON; PILON; WRIGHT, 1997).

Materiais mesoporosos de silica e do sistema ternario SiO,-CaO-P,0s obtidos
por processo sol-gel tém demonstrado excelente bioatividade. Desde as fases
iniciais de pesquisa de biomateriais, ficou claro que uma elevada area superficial do
material bioativo desempenha um papel importante na bioatividade (HENCH, 1971).
Tanto uma carga de superficie negativa como um substrato poroso tem sido relatado
ser importante para a formagé&o de hidroxiapatita (HA) (HENCH, 2006; ANDERSSON
et al., 2005; SOUSA; SOUZA; SOUSA,, 2008).

1.3.1. Aplicagbes em Biotecnologia

Os materiais mesoporosos bem ordenados tém sido muito estudados nas
universidades e laboratorios industriais devido ao interesse comercial de seus usos
como adsorventes, em catalises, suporte para adsor¢cdo de biomoléculas (VINU;
HOSSAIN; ARIGA, 2005).

A estrutura dos materiais mesoporosos baseados em silicio é formada por

uma rede de tetraedros SiO4 conectados entre si mediante os atomos de oxigénio
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dos vertices. Naturalmente, esta € uma caracteristica compartilhada pelos silicatos
cristalinos como as zeolitas, ou por silicas amorfas. Os grupos Si-OH nas
propriedades do material. Estes grupos sdo capazes de reagir com uma grande
variedade de compostos quimicos formando ligacGes covalentes do tipo Si-O-R que
permite fixar, na superficie do material, diferentes espécies quimicas (VALLET-
REGI; VILLAREJO, 2006).

A caracteristica porosa desses materiais € de importancia tecnoldgica
potencial, pois pode ser usada para confinar uma variedade de moléculas para
muitos processos quimicos e biologicos. Como a rede de silica mesoporosa
apresenta transparéncia optica no visivel, perto da regido UV, os materiais com
grupos funcionais opticamente ativos sado candidatos promissores para aplicacbes
Opticas incluindo filtros, sensores, lasers, fotocatalise, adsorventes (BECK;
VARTULI, 1996), suportes para catalisadores e dispositivos para liberagéo
controlada de farmacos (VALLET-REGI et al., 2001). A obtencdo de materiais
incorporados com moléculas de corantes ou ions luminescentes (ROCHA, 2010)
torna-se extremamente interessante para aplicacbes Opticas e fotdnicas. As
propriedades da superficie e os tamanhos das particulas podem permitir a atuacéo
como sensores dentro de células tanto in vitro quanto in vivo (SLOWING et al.,
2007). Outra importante aplicacdo € catalise e remediacdo ambiental (VINU;
HOSSAIN; ARIGA, 2005).

A nanotecnologia biomédica estd assumindo um papel de grande importancia

para aplicacfes em diagndéstico, terapéutica, biologia molecular e bioengenharia.

Um dos materiais em destaque para aplicacdes biomédicas e que tem sido
extensamente estudado é a silica nanoestruturada. Este sistema também pode ser
modificado com biomoléculas, como enzimas, proteinas e DNA (BHARALI et al.,
2005), para aplicacdes bioldgicas. A superficie modificada com estas biomoléculas
permite o reconhecimento especifico entre as espécies livres e as imobilizadas,
podendo proporcionar informag¢des diagnosticas ou servir como um processo de

separacao ou purificagcdo (SLOWING et al., 2007).

A engenharia 0ssea esta passando por extensiva pesquisa devido ao seu
excelente potencial reparador de doencas ou danos teciduais via regeneracdo em
vez de substituicdo. 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 regeneracdo 6ssea pode ser uma rede porosa altamente interconectada,
onde os poros e interconexdes devem ser suficientemente grandes para que ocorra
penetracdo celular e vascularizacdo para o centro de regeneracdo 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 superficie pode promover a

adesao celular e absorcdo de metabdlitos biologicos.

Vidros bioativos (bioglass) tém atraido muita atencdo desde o primeiro relato
por Hench et al. em 1971. Um material é dito bioativo quando é capaz de formar
apatita em sua superficie em contato com fluidos fisiologicos 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-REGI et al.,
2006).

A composi¢do inorganica do osso humano é hidroxiapatita (HA). Quando
implantado no corpo humano, a superficie de uma ceramica bioativa induz a
biomineralizac&do do fosfato de célcio através da interacdo com o plasma sanguineo,
que € a primeira fase que interage com a superficie do implante logo apds sua
insercdo em defeitos teciduais. As espécies idnicas inorganicas dissolvidas no
plasma, uma solucao saturada em relacdo aos fosfatos de calcio, apresentam um

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

E conhecido que os vidros bioativos podem apresentar adesdo ao 0sso e/ou
ao tecido mole. Assim, aqueles que apresentam composi¢des de até 53% de SiO,
tém adesdo ao 0sso e ao tecido mole. A porcentagem de SiO, entre 53% e 60%
resulta em adesdo apenas ao 0sso e em concentracdes acima de 60% nao ha
formacéo de ligacdo com o tecido, assumindo o material comportamento bioinerte,
que ao ser implantado no organismo, apresenta uma resposta interfacial minima que
nao resulta na ligacédo ou na rejeicado, havendo apenas formacado de uma membrana
de tecido fibroso ao redor do material com o propdsito de isola-lo, prevenindo assim
possiveis interagfes adicionais (HENCH; PASCHALL, 1973; KOKUBO, 2008). No
entanto, com o aumento da area de superficie do material, que pode ser conseguido
pelo processo sol-gel, esse intervalo de concentracdo de SiO, pode ser estendido
conservando-se ainda elevados indices 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 estatico,
baseado na introducdo do material teste em SBF; e o dinamico, onde o SBF é
continuamente trocado por meio de uma bomba peristéltica (VALLET-REGI et al.,
2007). Os mecanismos de formacédo de apatita em SBF em materiais contendo
grupos Si-OH em suas superficies tem sido estudos em detalhe. Takadama et al.
(2001; 2002) descreveu cinco estagios de formacdo de HA em vidros bioativos, que

estdo resumidos a seguir:

Estagio 1: rapida troca ibnica entre fons Ca”*" pertencentes a superficie do
material com ions H* da soluc&o, ocasionando aumento do pH do meio e formagéo

de grupos silanol (Si-OH):

S5i—0—Ca+ H* +0H™ — Si—0OH+ Ca**+ OH™
Estagio 2: liberagdo de silica solivel do material para a solugdo na forma
Si(OH)4, sendo resultado da quebra de ligagdes siloxano (Si—O-Si) e continua

formacao de grupos silanol:
S5i—-0-—-5i+H—-0H —- 5i— 0H+0H—5i

Estagio 3: policondensacdo dos grupos silanol formando uma camada porosa

rica em silica na superficie do material exaurida de ions Ca+:
S5i-0OH+0H-5i = 5i—0—-5i+H,0
Estagio 4. aumento da concentracdo de ions na solucdo com o passar do
tempo, ocorrendo posterior formacéo de um filme amorfo, rico em Ca®* e PO,* na
superficie do material, quando o ponto de saturacdo da solucdo é alcancado. A alta
area superficial da camada rica em silica age como uma fonte de sitios para a

nucleacdo heterogénea do filme, que cresce pela incorporacdo de mais fons Ca** e

PO, presentes na solucao;

Estagio 5: formacdo da HA na superficie do material em consequéncia da
cristalizacdo do filme amorfo, rico em fons Ca** e PO,*, pela incorporagéo dos

anions OH e CO3* presentes na solugéo.

Hench e Paschall (1973) avaliaram a influéncia da silica na bioatividade do

Bioglass® e concluiram que a alta densidade dos grupos silandis (Si-OH) existentes
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7

na superficie da silica amorfa € considerada responsavel pelo crescimento da

hidroxiapatita.

Em funcado de sua capacidade de adsorcao e biocompatibilidade, os materiais
de silica tém sido empregados na producédo de implantes artificiais por causa das
propriedades osteogénicas de seus compoésitos (AREVA et al., 2007), além de
serem aptos em armazenar e liberar gradualmente farmacos. Esses materiais estdo
sendo utilizados para melhorar a biocompatibilidade de diversos sistemas de
liberacdo controlada de farmacos. Dentre os materiais baseados em silica, 0s
materiais mesoporosos tém sido muito investigados como suportes de farmacos
devido sua natureza atédxica, ajustavel diametro de poros e elevada area superficial

com muitas interacdes do tipo Si—OH.

Estudos usando silica mesoporosa como adsorvente da gentamicina, um
antibiotico usualmente empregado na traumatologia, mostraram que apés implante
em fémur de ratos este material promoveu integracao éssea, crescimento de tecido
cortical e esponjoso que permitiu que o defeito ésseo fosse restaurado. Além do
mais, o nivel de gentamicina local foi superior a concentracdo inibitéria minima,

sendo sensivel para a maioria dos microrganismos (VALLET-REGI et al., 2002).

A incorporacdo de albumina bovina (BSA) em particulas de SBA-15 foi
mostrada ser dependente do tamanho dos poros, onde o maximo de proteina
incorporada foi 0,15g de BSA por grama de SBA-15. J4 os ensaios de liberacao
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 sequéncia
(107-111) da porcéo C-terminal da proteina relacionada ao horménio paratireoidiano
(PTHrP), foi demonstrado que houve aumento no crescimento celular e na
expressdo de varios produtos osteoblasticos, como fosfatase alcalina em cultura de
células osteoblasticas (LOZANO, et al., 2010).

Além das aplicacbes comerciais no reparo de defeitos dos 0ssos, esta familia
de biomateriais poderia ser usada para revestir implantes metélicos, proteinas e/ou

células de ativacéo para regeneracao do tecido (ZHAO et al., 2008).

A possibilidade de combinar as propriedades de biocompatibilidade e

7

liberacdo controlada de moléculas é um objetivo muito atrativo que pode ser
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compartilhado com o uso de silica mesoporosa devido basicamente as suas
propriedades texturais extrinsecas, que pode induzir & bioatividade, juntamente com
a opcao de preencher os poros com agentes biologicos, tais como fatores de

crescimento.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho objetivou desenvolver materiais bioativos a base de silica
mesoporosa para aplicacdo em sistemas carreadores de moléculas de interesse
bioldgico, como o peptideo OGP (osteogenic growth peptide), de forma a promover a

osteoinduc¢ao. Para tanto visou-se:

e Otimizar as condicbes de sintese de silica mesoporosa pura e
contendo hidroxiapatita, empregando materiais mesoporosos a partir
de silica, com arranjo hexagonal regular e alinhamento dos poros

lineares e uniformes.

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

carboxifluoresceina como sua sonda fluorescente.

e Analisar a eficiéncia da 5,6-carboxifluoresceina, bem como a utilizar a
Espectroscopia de Fluorescéncia na monitoracdo da incorporacdo as

particulas de silica mesoporosa.

e Avaliar a liberagdo controlada do peptideo OGP-5,6-
carboxifluoresceina por Espectroscopia de Fluorescéncia, apos
incorporacao nos sélidos.

e Avaliar a bioatividade in vitro em SBF destes materiais e 0 padrdo de

degradacédo em funcéo do tempo.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os materiais foram estudados a partir de trés sistemas: a) silica mesoporosa
pura; b) silica mesoporosa e fosfato de calcio; c) silica mesoporosa pura e com

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

mostrando de forma resumida o desenvolvimento do trabalho.

Sintese de silica mesoporosa :
pura e com fosfato de célcio

Caracterizagdo: FT-IR, XDR, SAXS,
BET, SEM e TEM

Sintese Peptideo em Fase Sdlida:
OGP e OGP-CF

Purificagdo: HPLC

Caracterizacdo: Andlise de AA e

MS

Incorporacéo de OGP e OGP-CF a
particulas de silica: monitorada por
FS

Liberacéo de OGP em SBF:

monitorada por FS

Figura 3.1. Fluxograma representando resumidamente o trabalho desenvolvido.
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3.1. Sintese de nanoparticulas de silica pura e silica-fosfato de célcio

mesoporosos

As nanoparticulas de silica mesoporosa foram preparadas a temperatura
ambiente, a partir de solu¢des contendo bloco copolimero como agente direcionador
de estrutura e tetraetilortossilicato Si(OEt), (TEOS) como fonte de silica. Para tanto,
foram realizadas trés sinteses, cujos produtos finais foram denominados LMSIO,
LMSiCaP I, e LMSiCaP Il respectivamente.

1. Inicialmente foram dissolvidos 1,59 do copolimero n&o-ibnico polioxietileno-
polioxipropileno-polioxietileno (Pluronic® P123, BASF) como agente direcionador de
estrutura, em 50 mL de agua deionizada, ajustando o pH em 1,5 com solucao de
HCI 1,0 mol.L™. Apés dissolucéio completa do tensoativo em temperatura ambiente,
foi adicionado, sob agitacdo intensa, tetraetilortossilicato Si(OEt), (TEOS, Acros)
como fonte de silica. A etapa final da condensacao foi produzida pela adicdo de
solucdo de fluoreto de sédio (2,5ml, NaF 0,25 mol.L™?), seguido do tratamento
hidrotérmico da amostra a 65°C por 24h. O produto obtido foi lavado, seco e
calcinado a uma temperatura de 200°C por um periodo de 6h e depois a 600°C por
mais 6h, até a completa eliminacdo do agente direcionador de estrutura. Esse

produto foi denominado LMSIO.

2. Para se obter particulas de silica com fosfato de calcio mesoporosos, optou-se por
uma adaptacdo da proposta de Diaz et al. (2006). O primeiro passo da sintese
(dissolucdo do P123) foi realizado nos mesmos parametros acima detalhados. Apds
dissolucdo completa do tensoativo, Ca(NO3),.4H,0O foi adicionado e a solucéo foi
mantida em agitacdo por 3h a 40°C. Sob agitacéo intensa, a mesma quantidade de
TEOS foi adicionado. A solucdo foi mantida em agitacdo por 24h e entdo, sob
tratamento hidrotérmico a 80°C por 24h. O produto foi seco em estufa a 80°C por
12h. Apos este periodo, o produto foi imerso em uma solucdo de (NH,4),HPO, (0,06
mol.L™}), seguido de um segundo tratamento hidrotérmico a 80°C por 24h, onde foi
denominada LMSiCaP 1.

3. Para obtencédo do LMSiCaP II, os mesmos procedimentos descritos acima foram
adotados, poréem empregando quantidade maior de Ca(NOs3),.4H,O e solucdo de
(NH,4),HPO, a 0,13mol.L™*. Os dois produtos foram lavados, secos e calcinados a

uma temperatura de 700°C por um periodo de 6h.
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A composicdo (expressa em %mol) dos materiais de silica mesoporosa sob
estudo nesse trabalho estéo listadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Composicéo quimica (%mol) das amostras de silica mesoporosas.

Amostras SiO; (Yomol) CaO (%mol) P,0s5 (%mol)
LMSiO 100 0 0
LMSiCaP | 80 15 5
LMSiCaP I 50 30 20

3.2. Caracterizacao

3.2.1. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de FTIR foram obtidos usando um espectrometro FT-IR 8.300 —
SHIMADZU. As pastilhas foram preparadas com mistura em KBr (1:100). Cento e
vinte e oito escaneamentos foram acumulados numa resolucdo de 4 cm™, e o0s

resultados foram utilizados na identificacdo de grupos funcionais.

3.2.2. Difragéo de raios X (XRD)

Os padrbes de XRD, para determinar a estrutura cristalina, foram obtidos
usando um Difratbmetro de Raios X Shimadzu XRD-6000, com um filtro de niquel e
sob radiacdo de Cu (Ka) a 40 kV e a 30 mA, com varredura angular entre 15° a 70°
com passo de 0,02 s (20) e tempo de aquisicdo de contagem de 3 s para cada
amostra. As amostras foram fixadas sobre um suporte de vidro. A identificacdo das
fases de apatita presentes nos materiais foi realizada comparando-se os dados
obtidos com as fichas cristalograficas padrbes da base de dados ICDD — PDF-2
(International Centre for Diffraction Data — Power Diffraction File-2).
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3.2.3. Medidas de porosidade e de superficie especifica (BET)

A area de superficie especifica foi determinada pelo método de BET na razéo
de presséo relativa de 0,05 - 0,2 e a distribuicdo de tamanho de poros pela relacao
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 angulo (SAXS)

As medidas de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) das amostras
foram realizadas na linha SAXS no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS
Campinas, Brasil), utilizou-se uma fenda assimétrica e monocromador de silicio
(111), com feixe monocromatico (A = 1,488 A) e foco horizontal. A intensidade
espalhada foi coletada com um “imaging plate” localizado a 849,64 mm da amostra.
A distancia corresponde ao intervalo do vetor g de 0,018 a 0,39A". Os “beam-
stoppers” horizontal e vertical foram usados para absorver o feixe de raios X direto e
refletido, respectivamente. A maioria dos padrdes exibe pico de difracdo simples os
quais foram atribuidos a distancia de correlacdo dos poros. A distancia de correlacao
do centro de poro a outro centro de poro € chamada de “d-spacing”. O efeito da

absorcao foi corrigido para todas as amostras.

3.2.5. Microscopia eletronica de varredura (SEM)

A microscopia eletronica de varredura foi realizada em um equipamento de
alta resolucdo FEG-VP Zeiss modelo Supra 35, com um canh&o de emissdo como

fonte de elétrons.
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3.2.6. Microscopia eletronica de transmissao (TEM)

As medidas de TEM foram realizadas em um aparelho Philips CM20, com
tensdo de aceleracdo 200kV. A preparacdo da amostra foi realizada por suspenséo

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

3.3. Sintese do Peptideo OGP[1-14]

O peptideo OGP foi sintetizado manualmente pela metodologia da fase sélida
(SPFS) (MERRIFIELD, 1984), que se baseia no crescimento, residuo por residuo, da
cadeia peptidica ligada covalentemente pelo seu aminoacido carboxi-terminal aos
sitios
reativos existentes em um suporte soélido (resina). Empregou-se o protocolo de
sintese Fmoc (Figura 3.2), que utiliza o grupamento base-labil 9-
fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc) como protetor dos a-amino grupos, e derivados t-
butilicos (t-Bu) para a protecdo da maioria das cadeias laterais de residuos de
aminoécidos trifuncionais (FIELDS; NOBILE, 1999; CHAN; WHITE, 2000). Partiu-se
de 1g de resina Fmoc-Gly-Wang (grau de substituicio de 0,55 mmol/g)
(Novabiochem) e DIC/HOBt (Fluka e Advanced Chem Tech, respectivamente) como
agentes de condensacdo. Os aminoacidos com o grupo N-terminal protegidos por
Fmoc utilizados na sintese foram adquiridos da Novabiochem.

Na etapa de condensacdo de cada aminoacido, foi utilizado um excesso
molar, em relagéo ao grau de substituicao inicial de 3 equivalentes para cada Fmoc-
aminoacido e 3 equivalentes para DIC (diisopropilcarbodiimida) e HOBt (1-
hidroxibenzotriazol), em uma mistura de DCM (diclorometano):DMF
(dimetilformamida) (1:1) (ambos Synth). Na desprotecdo dos grupos a-aminicos
(remocao do grupo Fmoc), foi empregada uma solucdo de piperidina 20% (v/v)
(Merck) em DMF.

A eficiéncia das etapas de condensacao foi monitorada pelo teste de Kaiser
(KAISER et al.,, 1970) e, quando positivo (presenca de grupos aminos livres), o
processo de acoplamento era repetido com 50% da quantidade inicial dos

reagentes.
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3 eg. de Fmoc-aa+ DIC/HOBt

Figura 3.2. Diagrama da estratégia Fmoc de sintese de peptideos em fase sélida

Apods os acoplamentos dos residuos de aminoacidos 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 carboxifluoresceina (CF).

A clivagem final do peptideo e a desprotecdo dos grupos protetores das
cadeias laterais foi efetuada utilizando 1 ml de solucdo de clivagem (94,5% TFA,
2,5% EDT, 0,5% Tioanisol e 2,5% agua ultrapura) para 100 mg de peptidil-resina, a
25°C por 2 horas. O peptideo bruto OGP foi precipitado e lavado com éter etilico
gelado e centrifugado (seis vezes). Os reagentes desta solu¢cdo foram adquiridos
respectivamente da Fluka, Sigma e Acros; a agua ultrapura foi obtida através do
sistema de filtracdo Barnstead, equipado com cartuchos para retencéo de sais e de

COmpostos organicos.

Apo6s o procedimento de clivagem foi realizada a extragdo com acido acetico
10% em sistemas de seringas de polipropileno de 5 ml, equipadas com um filtro de
polietileno poroso acopladas a um sistema de vacuo com frasco coletor para o
peptideo extraido. O extrato bruto do peptideo foi liofilizado, onde ao final foram

obtidos 160 mg de material branco e floculoso.
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O material obtido foi purificado utilizando a técnica de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) e caracterizado por meio da andlise de aminoacidos e

espectrometria de massas (ES-MS positivo)

3.3.1. Sintese do peptideo OGP marcado com carboxifluoresceina

Para realizar os experimentos envolvendo o peptideo OGP e Espectroscopia
de Fluorescéncia foi necessario marcar a sequéncia de aminoacidos com uma
molécula capaz de se excitar pela absorcdo de radiacdo UV-Vis. Para tanto, foi
escolhido a molécula 5,6-carboxifluoresceina (CF, Sigma®) (Figura 3.3), para que
fosse acoplada ao término da sintese com os mesmos padrées de acoplamento para
0s aminoacidos. Este procedimento se fez necesséario devido a auséncia de

fluorescéncia intrinseca na sequéncia do OGP.

A sintese do peptideo OGP marcado com CF foi desenvolvida pela
metodologia da fase soOlida nos mesmos moldes que a sintese descrita
anteriormente, sendo utilizada a massa reservada para o acoplamento da CF. O
protocolo sintético empregado para marcacdo da peptidil-resina foi 0 mesmo
adotado durante todo processo sintético, utilizando CF e DIC/HOBt (Fluka®), como
agentes de condensacdo, com um excesso molar em relacdo ao grau de
substituicdo da peptidil-resina (0,16 mmol/g) de cinco equivalentes para cada
reagente em uma mistura de DMF/DCM 9:1; a reacado de acoplamento ocorreu a

temperatura ambiente por 2 h.

A clivagem final do OGP-CF da respectiva resina (200 mg) e a desprotecao
dos grupos protetores das cadeias laterais foi efetuada com uma solugcéo contendo
95% TFA, 2,5% Tioanisol e 2,5% agua deionizada, a 25°C por 2 h sob agitacao.
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HO

Figura 3.3. Férmula estrutural da fluoresceina.

O peptideo bruto OGP-CF foi precipitado e lavado com éter etilico gelado e
centrifugado (seis vezes), foi extraido empregando uma mistura acetonitrila e agua
deionizada (1:1) a qual foi posteriormente concentrada em rotaevaporador. O extrato
bruto do peptideo foi liofilizado e o valor da massa obtida OGP-CF foi de 87 mg.

3.3.2. Purificacéao

Cromatografia liguida de alta eficiéncia

Os produtos isolados foram analisados e purificados por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), na escala analitica e semi-preparativa, respectivamente.
Primeiro, o material bruto foi analisado em um cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia
analitico Shimadzu LC-10A/C-47A equipado com trés bombas LC 10AT, injetor
automatico SIL 10AF e detectores de UV SPD 10A e fluorescéncia RF 10A, com
uma coluna C18 de fase reversa (Kromasil, 150 x 4,6 mm; d = 5 pm; 300 A). Nesta
analise foram utilizados solventes A (agua 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™, com deteccdo em 220 nm.

Apés analise, o peptideo bruto foi purificado em modo semi-preparativo
utilizando um Cromatografo System Gold BECKMAN, com coluna C18 de fase
reversa (Phenomenex, 250 x 21,20 mm; d = 5 um; 100 A). Foram utilizados os
solventes A e B empregando um gradiente ajustado de acordo ao perfil e ao pico de

eluicdo obtidos no cromatograma analitico, que foi de 15 a 60% de B em 120 min
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com fluxo de 5 ml.min™ para o peptideo ndo marcado e 20 a 60% de B em 120 min
com fluxo de 3 mL.min™ para o peptideo marcado, com deteccdo em 220 nm.

3.3.3. Caracterizacao

Espectrometria de massas

Andlises das massas dos peptideos foram realizadas por injecdo direta em
um aparelho Fison Plataform ESI (“eletrospray ionization”), com injecdo direta com
uma bomba Shimadzu LC-10AD, sistema este controlado por uma Workstation
Compaq modelo AP 200.A técnica baseia-se em um analisador quadruplo que ioniza a
amostra utilizando um eletrospray, obtendo-se ao final um espectro com picos na qual

é possivel determinar a raz&o massa molecular/carga (m/z).

Andalise de aminoacidos

Os peptideos foram previamente pesados (aproximadamente 1,0mg) e
hidrolisados em 1 ml de HCI 6 mol.L™ e 160 pL de Fenol 5% em &gua a 110°C por
72 horas em atmosfera de N, sob agitacdo. Apdés a hidrélise, o material foi
concentrado a vacuo, dissolvido posteriormente em tampao de diluicdo citrato de
sédio 0,2 mol.L™?, pH 2,2 e filtrado em unidade GV Millex (0,22 pm) (Millipore) antes
de ser injetado no aparelho.

As andlises de aminoacidos foram efetuadas pelo Cromatdgrafo Liquido
Shimadzu LC-10A/C-47A equipado com trés bombas LC 10AT, injetor automatico
SIL 10AF e detectores de UV SPD 10A e fluorescéncia RF 10A, empregando o
método de funcionalizacdo pos-coluna por orto-ftalaldeido (OPA). O sistema é
periodicamente calibrado com uma mistura padrédo de aminoacidos, obtendo-se um
valor para o tempo de eluicdo de cada amino4cido e o fator de conversdo entre a
area de cada pico e a concentragdo da amostra. Para calculo da propor¢éo relativa
dos aminoacidos das amostras determinou-se a relacdo entre as suas

concentracdes unitarias e a média.
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3.4. Andlises in vitro

3.4.1. Estudo da bioatividade in vitro para regeneracdo 6ssea em

solucéo de SBF

Preparacdo do Simulated Body Fluid (SBF)

A preparacao da solucéo do SBF foi efetuada em um béquer utilizando 500mL
de &gua ultra-pura em agitacdo, onde adicionou-se 0s reagentes abaixo listados,
obedecendo as etapas descritas por Kokubo et al. (2006).

1. Cloreto de Sadio (NaCl);

2. Bicarbonato de Sodio (NaHCO3);

3. Cloreto de Potassio (KCI);

4. Monohidrogéno Fosfato de Potassio tri-hidratado (K;HPO4.3H,0);
5. Cloreto de Magnésio hexa-hidratado (MgCl,.6H,0);

6. Solugéo de HCla 1,0 mol.L™;

7. Cloreto de Calcio (CaCly);

8. Sulfato de Sédio (Na,SOy);

9. Tris-hidroximetil aminometano (HOCH;)3CNHy) (Tris).

O pH foi corrigido com HCI 1,0 mol. L™ para um pH de 7,35. O contetdo foi
transferido a um baldo volumétrico, onde se perfez a quantidade de 1L com &gua
ultra-pura. Apés agitacdo do baldo o conteudo foi passado para um frasco de

polietileno e conservado em geladeira.

Teste de bioatividade in vitro

A avaliagdo da bioatividade in vitro das nanoparticulas foi realizada em
solugcdo SBF, como descrito por Kokubo et al. (2006). Amostras de silica LM-SiO e
LM-SiCaP | (0,1g) foram imersas nesta solugdo (100 ml) (YAN et al., 2006), e

colocadas em banho a 37°C. Cada amostra foi imersa em SBF por 1, 7, 14, 21 e 28
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dias, sem mudanca na solucdo, mantidas em agitagcdo constante. ApOs esses
periodos as amostras foram secas em estufa a 60°C e analisadas por FT-IR e SEM.

3.4.2. Adsorcéao do peptideo OGP e OGP-CF as nanoparticulas de silica
3.4.2.1. Cinética de adsorc¢édo do peptideo

Para determinar o tempo necesséario para o0 sistema atingir o equilibrio
(nanoparticulas e solucao) foram feitos testes pela imersdo de 0,05 g das amostras
LMSIO, LMSiCaP | e LMSiCaP Il em 5 ml da solugdo do OGP 10 mol.L* em
solugcéao tampéao 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 analise do peptideo
remanescente em solu¢cdo em um espectrofotdmetro de fluorescéncia Cary Eclipse
VARIAN, com Agxc €m 492nm e Ay em 520nm, permitindo a analise da intensidade
de fluorescéncia x tempo. A mesma quantidade de sobrenadante tirada foi reposta

com solucado nova e a diluicao foi considerada nos calculos.

A capacidade de troca idbnica € um importante processo verificado nos
métodos de extracdo liquido-solido. Esta é normalmente calculada por meio da
determinacdo do N; Esse parametro corresponde a capacidade maxima de
adsorcdo do adsorbato por grama de silica, determinada pela equagéo (1), onde: N,
€ 0 numero de mols iniciais do analito em solucdo; Ng 0 nimero de mols do analito

restante na solucdo; e w, a massa de silica utilizada.

Ne—Ns

Nf =
‘f w (eq.1)
3.4.2.2. Incorporacao de OGP e OGP-CF

O peptideo OGP-CF foi utilizado para avaliar a performance de incorporacao
das amostras LM-SiO e LM-SiCaP | e posterior liberagéo in vitro em solugéo de SBF.
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Apbés o conhecimento do tempo maximo de adsorcdo, foram realizados os
experimentos com diferentes concentracdes de OGP. De acordo com Spreafico et al.
(2006) a quantidade de 10™ mol de OGP promove uma melhor atividade da
fosfatase alcalina, maior formacédo e mineralizacdo de nédulos de osso neoformado,
porém Saska (2011) mostrou que concentracfes acima apresentam uma resposta
mais imediata do organismo, além de melhorar a sensibilidade do método de

quantificacao.

Assim, 50 mg do material sélido foi imerso em 5 ml das solugdes, 10, 10° e
10 mol.L™, de OGP-CF em solucdo tamp&o Tris 0,01 mol.L* e pH 7,4, mantendo
agitacdo por 30 minutos, determinado em 3.4.2.1, em temperatura ambiente. Apds
esse periodo, foram coletados 0,4 ml do sobrenadante de cada sistema, em
triplicata, para determinacdo do peptideo remanescente em solucdo, por
Espectroscopia de Fluorescéncia, em um espectrofotdmetro de fluorescéncia Cary
Eclipse VARIAN, com Aexc €m 492 nm e Ay em 520 nm, permitindo a andlise da
intensidade de fluorescéncia x tempo. A determinacdo da quantidade de peptideo
incorporada foi dada pela curva padrdo do peptideo marcado livre em solucéo

tampao Tris 0,01 mol.L™.

Ja o material solido, foi filtrado e lavado com tamp&o Tris por cinco vezes,
para eliminar o excesso de solucdo do peptideo e possiveis moléculas néo

adsorvidas, e seco a temperatura ambiente.

A mesma sequéncia de imersdes foi realizada para a incorporacdo do
peptideo OGP ndo marcado nas amostras de silica para posteriores analises de
proliferacéo e citotoxidade em culturas de células ésseas.

3.4.2.3. Liberacéo do peptideo OGP-CF em solucao SBF

Determinados os parametros dos ensaios, os estudos de liberacdo do OGP-
CF in vitro foram realizados de acordo com as etapas seguintes. Apds as amostras
LMSIO e LMSIOCaP | carregadas de OGP-CF se consagrarem totalmente secas,
porcdes de 25 mg foram compactadas usando uma pressao uniaxial (0,5 MPa) para
se obter pastilhas com dimensdes de 7 mm x 1 mm. O perfil de liberag&o foi obtido

pela imersado desses discos em 15 ml de solugcdo SBF pH 7,4. A temperatura foi
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mantida constante a 37°C, com um auxilio de um termdémetro em um sistema a
parte. A fim de evitar limitacdes da taxa de liberagdo por limitagbes de difusao
externas, manteve-se agitacdo continua, 100rpm, durante os ensaios de liberacdo
(Figura 3.4).

Figura 3.4. Esquema do sistema de liberacdo do peptideo OGP.

A liberacao in vitro do peptideo OGP-CF das amostras LMSIO e LMSiCaP | foi
monitorado por um espectrofotometro de fluorescéncia Cary Eclipse VARIAN, com
Aexc €M 492nm e Aey em 520nm., em triplicata para cada amostra. As intensidades
de fluorescéncia foram obtidas pela amostragem pontual de 0,4 ml de solucdo em
tempos pré-determinados, até o sistema ficar constante. A cada amostragem, o
mesmo volume retirado para andlise foi reposto no sistema com solucdo pura e a
diluicdo foi considerada nos célculos. A concentracdo de peptideo foi obtida através

da curva padrao do peptideo marcado livre em solucdo SBF.

3.4.2.4. Estudo de degradacao in vitro em SBF

Para analisar o comportamento das pastilhas frente a SBF, no periodo de
liberacdo do peptideo, foram realizadas analises microscopicas da superficie das

pastilhas. Os pdés das amostras LMSIO e LMSIOCaP | foram compactados, como
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descrito anteriormente, imersos em 10 ml de SBF e colocados em banho a 37°C, em
periodos de 1 a 8 dias. ApoOs cada periodo, as pastilhas foram retiradas da solucéo,
congeladas e liofilizadas para analise em um Microscopio optico trinocular com
amplitude de 200 vezes acoplado a uma camera 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 DISCUSSAO

Neste topico serdo apresentados os resultados de caracterizacdo quimica e
estrutural das amostras de silica mesoporosa pura e silica mesoporosa e fosfato de
calcio antes da incorporagdo do peptideo, os resultados obtidos com a sintese do
peptideo OGP utilizando a SPFS e os ensaios de incorporacao e liberagcdo de OGP
utilizando as amostras mesoporosas como carreador, bem como a discussao e

interpretracao desses resultados.

4.1. Caracterizagdo das nanoparticulas de silica pura e com fosfato de calcio
4.1.1. Espectroscopia vibracional naregiédo do infravermelho

Os espectros dos materiais LMSIO, LMSiCaP | e LMSIiCaP Il, calcinados e

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

Em todos o0s espectros, uma banda larga na regido de 3.450 cm™ é atribuida
ao estiramento simétrico de grupos OH, vs(H-O-H) e v¢(SiO-H), e o pico em torno de
1.635 cm™ é devido & deformacdo de grupos OH, d(H-O-H) (SOUSA, 2009).

Em geral, unidades tetraédricas SiOx exibem estiramentos nas seguintes
regides: vi, 750-830 cm™; v,, 300-400 cm™; vs, 800-1.000 cm™; v,4, 450-600 cm™.
Tanto no espectro referente a LM-SiO quanto LM-SiCaP | e Il, pode-se observar
frequéncias vibracionais de compostos do tipo tetraédrico MO, onde M = Si
(NAKAMOTO, 1997).

Os espectros apresentam as principais atribuicées caracteristicas da silica na
regido préxima a 1091 cm™ correspondente a vas(Si-O-Si), 813 cm™ associados a vs
(Si-O-Si), 460 cm™ a deformagéio 5(0-Si-0). A banda atribuido ao estiramento vs(Si-
OH) é observada em torno de 970 cm™ em sélidos tratados termicamente a 600°C
(MASUDA; KAWASHITA, KOKUBO, 2007).
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Figura 4.1.1. Espectros de FT-IR de silica pura e com fosfato de calcio sintetizada por sol-gel a partir
de P123, onde (1) indicam bandas Si-O-Si, (0) Si-OH e (*) P-O.

No espectro de HA (ndo apresentado), foram observados o0s picos
correspondentes aos grupos PO,> na regido de 1089, 960, 603, e 563 cm™, cujos
comprimentos de onda estdo de acordo com a literatura (REHMAN; BONFIELD,
1997). Algumas bandas de absorc¢do de silica sdo dificeis de identificacdo devido a
sobreposicao das bandas de absorcao da HA, em especial na regido de 1.185-1.000
cm™, onde bandas de vibracdo Si-O-Si geralmente sdo mais fortes e em torno de
960 cm™, regido de absorcéo dos grupos Si-OH. Ao analisar 0 espectro da amostra
LM-SiCaP | e Il, algumas bandas de estiramento apresentam-se de acordo ao
padrao da HA.

No espectro que representa a amostra LMSiCaP | além das bandas
caracteristicas de silica jA mencionadas, sdo observadas bandas de absorcdo na
regido de 613 e 560 cm™ que foram atribuidas a grupos PO,> (SOUSA; SOUZA:;
SOUSA, 2008).

No entanto no espectro correspondente a amostra LMSIiCaP Il as bandas que

se apresentaram a 1089, 933, 613 e 566 cm™ foram atribuidas a vsPO.,>, viPO,> e
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v4P0O4*, respectivamente (ANDERSSON et al., 2005). A presenca dessas bandas

sugere a formacao de fosfato de célcio na estrutura porosa dessas amostras.

4.1.2. Difragdo de raios X

Os raios X sao radiacdes eletromagnéticas que possuem elevadas energias e
curtos comprimentos de onda. Quando um feixe de raios X incide sobre um material
sélido, uma fracdo deste feixe se dispersa, ou se espalha, em todas as direcfes
pelos elétrons associados a cada atomo ou ion que se encontra na trajetéria do
feixe. Assim, a técnica de difratometria de raios X € amplamente usada para

identificagdo de materiais cristalinos.

Os difratogramas de raios X das amostras de silica e silica com fosfato de
calcio estdo representados na Figura 4.1.2. As difracBes foram identificadas através
da colecdo de padrdoes de difracdo 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 difracéo larga entre 16° e 30° 208 caracteristica da estrutura amorfa da

silica e nenhuma difracdo caracteristica cristalina foi visualizada.

Sabe-se que as apatitas apresentam cinco fases distintas: DCPD ou bruxita
(CaHPO,4.2H,0), OCP ou fosfato octacalcio [CagH2(PO4)s.5H.0], B-TCP ou -
Tricalcio fosfato ou B-whitloquita [Caz(PO4)2], HA ou hidroxiapatita [Caio(PO4)s(OH)]
e ACP ou fosfato de calcio amorfo (KOKUBO, 2008).

Assim, os difratogramas que correspondem as amostras LMSiCaP | e I
apresentam difracBes que corresponde a fase apatita, com varios picos entre 25° e
50° 26, com um pico maximo em torno de 32° 20. No difratograma 4.1.2b, foi
observado difracdes caracteristicas de 3-TCP, com um maximo em 31,01° 26 (021)
e uma fase secundéaria de HA, com uma difracdo correspondente a reflexdo (211)
(JCPDS #01-70-2065 e #01-73-0293, respectivamente). Quando a razdo atbmica
Ca/P nao é exatamente 1,5, correspondente ao TCP, pode aparecer impurezas,
onde a principal € HA, que corresponde a uma razao acima de 1,5 (KOKUBO, 2008).
No difratograma 4.1.2c, as principais fases correspondem ao ICDD padréo para HA

com um maximo em 31,72° 206 correspondente a reflexdao (211) (JCPDS #01-73-
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0293), mostrando que se trata de uma HA semicristalina ou uma camada amorfa na
superficie. As sobreposicdes e o alargamento dos picos das fases de apatita indicam
uma baixa cristalinidade, e os padrdes de XRD observados para HA nestas
amostras sdo muito similares ao padrdo de XRD de apatitas de tecido 6sseo,
mostrando baixa cristalinidade (DANILCHENKO et al., 2004).

* — LMSIO
—— LMSiCaP |
* * LMSiCaP Il

Intensidade relativa (u.a.)

15 20 25 30 35 40 45 50
20 ()

Figura 4.1.2. Padrdes de XRD para as amostras LMSIO (a), LMSiCaP I (b) e LMSiCaP Il (c). As

difrac8es referentes a HA estéo assinaladas por (*); B-TCP (o).

Estudos indicam que a dissolucdo controlada de materiais bioativos é a
principal importancia para a estimulacdo da funcdo celular, reabsorcdo e
regeneracdo 6ssea (SALDANA et al., 2009). O B-TCP é caracterizado pela alta taxa
de dissolucdo, que acelera a reabsorcdo do material e estimula a resposta
imunoldgica. Vidros bioativos estdo sujeitos a uma dissolugdo parcial em solugéo
fisiologica, seguido pela precipitacdo de uma camada de Ca-P, que promove a

atividade celular e formacao 0ssea, na superficie de silica (PADILLA et al., 2006).
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4.1.3. Medida de porosidade e de superficie especifica

A superficie de area especifica é definida como sendo a superficie de area
por unidade de massa ou volume de um material, e sugere a extensao da superficie
do material disponivel a interacdes fisicas e quimicas. Esta superficie € normalmente
determinada pela absor¢cédo fisica de um gas ou pela absor¢do quimica de um
corante como o azul de metileno (REED, 1995).

Em estudos de caracterizacdo, na determinacdo da superficie de area
especifica de pds ceramicos, metalicos 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 absorcéo fisica de um gas inerte a
baixa temperatura, que passa rapidamente através da amostra, sendo 0 N, no ponto
de ebulicédo (77,4 K) em geral o mais utilizado (BROEKHOFF; BOER, 1968).

Para analise da porosidade das amostras de silica pura e com fosfato de
calcio foi realizado analise usando isoterma de adsorcao/dessorcao de N,. As curvas
de adsorcao-dessorcao de nitrogénio e dD/dV em funcdo do diametro de poro,
apresentadas nas Figuras 4.1.3, 4.1.4 e 4.1.5, permitem observar o tamanho médio

de poros da silica mesoporosa.

As isotermas sao caracteristicas de materiais mesoporosos, mostrando que
sao do tipo IV (ZHAO et al., 1998; MANSANO et al., 2008; IZQUIERDO-BARBA et
al., 2009). Assim, as amostras exibem uma estrutura caracteristica de materiais
mesoporosos estruturados por micelas (MTS), onde em determinado valor da
pressdo relativa P/Py 0 volume aumenta bruscamente, formando um loop de
histerese,(BECK et al.,1992). A presenca de histerese é devido ao preenchimento
incompleto dos mesoporos e quanto menor sua inclinagdo mais homogénea € a

distribuicdo do tamanho dos poros.

Comparando-se os valores da area da superficie especifica das amostras
LMSIO e LMSICaP | e I, pode-se observar que houve diminui¢do significativa com a

diminuicdo da porcentagem de silica.

A isoterma de adsorcdo da amostra de silica mesoporosa pura (Figura 4.1.3)

exibe histerese do tipo H1, na curva de adsorcdo e dessorcdo entre a pressao
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parcial P/P, de 0,4-0,7, caracteristica de poros uniformes (MANSANO et al., 2008;
IZQUIERDO-BARBA et al., 2009) com canais 1 D cilindricos. A porosidade desta
amostra apresenta tamanho médio de poros de 60 A. A amostra apresenta também
uma distribuicdo fina de poros, tipica de materiais MTS e alta area de superficie (880
m2.g™).

A amostra LMSiCaP | apresenta um isoterma com histerese do tipo H1, entre
a pressao parcial P/P, de 0,4-0,7, também caracteristico de material mesoporoso,
com contribuicdes microporosas, com canais cilindricos (Figura 4.1.4). Pode-se
observar que com o aumento da porcentagem de fosfato de célcio, e
consequentemente menor silica, houve reducdo no valor da area de superficie,
sendo neste caso igual a 484 m?.g-1. Além disso, a distribuicdo dos diametros
dos poros esteve entre 50-300 A, aproximadamente, devido ao crescimento do

fosfato de calcio.
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Figura 4.1.3. Isoterma de adsorg¢éo (circulo sélido)/dessorg¢éo (circulo aberto) de nitrogénio da silica
mesoporosa pura calcinada, obtida a partir de P123.
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Figura 4.1.4. Isoterma de adsorc¢ao (circulo sélido)/dessorc¢éo (circulo aberto) de nitrogénio da

amostra de silica mesoporosa LMSiCaP | calcinada, obtida a partir de P123.

Em contraste, a amostra LM-SiOCaP Il (Figura 4.1.5) apresenta uma isoterma
com histerese do tipo H3, entre a pressao parcial P/P, de 0,7-0,9. De acordo com
Santilli et al. (1993), a estrutura mesoporosa néo definida, apresentando mais de um
tipo de mesoporo, e este tipo de histerese é associado a presenca de poros no
formato de fenda, cone e/ou piramides. Essas particulas possuem area de superficie
de 220 m?.g™. Poucas informacées podem-se obter sobre a distribuicdo dos poros, 0
gue também néo é aconselhavel se fazer. O que pode-se notar € que, esta amostra
possui uma distribuicdo de diametro de poro mais ampla, entre 100-500 A, indicando
0 crescimento dos cristais de apatita nos mesoporos menores, que ndo sendo
detectados pela técnica de adsorcdo de N,, aumentam a média do tamanho do
diametro dos poros (DIAZ et al, 2006).
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Figura 4.1.5. Isoterma de adsorc¢éo (circulo sélido)/dessor¢éo (circulo aberto) de nitrogénio da
amostra de silica mesoporosa LMSiCaP Il calcinada, obtida a partir de P123.

4.1.4. Espalhamento de raios X a baixo angulo

Esta técnica quando aplicada a materiais mesoporosos fornece as dimensoées
médias da unidade de repeticdo da estrutura. No caso de materiais de silica
mesoporosa, deve-se considerar que o0 arranjo dos atomos nos materiais
mesoporosos ndo é cristalino, assim o Unico elemento de ordem estrutural € a
disposicdo periddica dos canais paralelos, portanto, as reflexdes observadas no
difratograma séo atribuidas a essa disposicdo (ROCHA, 2010).

Sua estrutura interna é constituida de um arranjo de cilindros mesoporosos e
€ caracterizada por valores de espacamento interplanar dioo € parametro de célula

unitéria ao (Figura 4.1.6).

poros

silica

1
fﬁ1om

Figura 4.1.6. Representagdo esquematica da estrutura dos materiais mesoporosos hexagonais
(MARKER et al., 1996).
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Sendo que d pode ser calculado pela equacdo (2), onde g € o valor

correspondente méaximo do pico avaliado.

2T eq. (2)

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

parametro de célula é calculado pela equacéo (3).

2'dlﬁlﬂl

(g = J3 eq. (3)

A caracterizagdo por SAXS das silicas mesoporosas pura e com fosfato de

calcio estdo apresentadas na Figura 4.1.7.

As amostras de silica 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 difracéo.

Foram observados trés sinais de difracdo correspondentes aos planos com
indice de Miller (hkl) de (100), (110) e (200). Esses sinais de difracdo observados
sdo atribuidos a disposicao peridédica dos canais paralelos e sdo tipicos de materiais

mMesoporosos com arranjo hexagonal.

A amostra de silica mesoporosa pura, LMSIO, exibe um padrdo de uma
estrutura hexagonal bem definida, contendo uma difracéo principal proximo a 2,0 nm”
! com o espacamento interplanar d1oo igual a 3,08 nm, (110) a d110 = 1,77 nm e (200)

a dygo= 1,53 nm, correspondendo a um valor de célula unitaria ao igual a 3,55 nm.
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Figura 4.1.7. Difratogramas de SAXS das amostras de silica mesoporosa LMSIiO, LMSiCaP | e Il.

A amostra de silica LMSiCaP | também exibe um padrdo de uma estrutura
hexagonal. E possivel observar um perfil de difracédo contendo uma difracéo principal
em baixo angulo préximo a 0,6 nm™, com espacamento interplanar digo igual a 10,15
nm, diip = 5,77 nm e dy = 4,98 nm, e parametro de célula unitaria ao igual a
aproximadamente 11,7 nm. Estes resultados confirmam a presenca de uma

estrutura neste material similar ao perfil da LMSIO.

No difratograma que representa a amostra LMSiCaP Il foi observado somente
um pico de difracdo em torno de 0,77 nm™, correspondente a diq igual a 8,11nm e
ao = 9,37 nm. A auséncia das demais reflexdes bem definidas indica que esta
amostra apresenta uma ordem estrutural menor que a amostra de silica pura
(SOUSA; SOUZA; SOUSA, 2008).

A partir dos valores do espacamento interplanar dioo, pode-se observar um
aumento deste parametro devido ao aumento do diametro de poros, quando se
compara as amostras LMSIO e LMSiCaP, respectivamente. Além disso, verifica-se
gue ocorre uma tendéncia do fosfato de célcio em ocupar os poros de menor
didmetro, reduzindo a sua contribui¢do estatistica e causando um aparente aumento

meédio no diametro 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 Eletrénica de Transmisséo (TEM)

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

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

A micrografia ilustra muito bem a organizacdo dos canais da silica

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 analise de imagens Image J. O
didmetro de poro determinado pela técnica BET foi de 5,9 nm, enquanto que por
TEM obteve-se um valor do diametro de poro de aproximadamente 6,3 nm para
amostra LMSIO. Ao comparar com a caracterizacdo por SAXS verifica-se que a
distancia interplanar da amostra é de 3,55 nm enquanto por TEM é de

aproximadamente 4,0 nm.
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100 nm

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 lamina fina do sélido mesoporoso, ocorre espalhamento dos elétrons
em praticamente todas as direcdes. Se o feixe de elétrons incide perpendicularmente
ao eixo dos tubos paralelos, a projecédo da densidade de espalhamento é periddica e
linhas paralelas equidistantes sdo observadas. Chenite e colaboradores mostraram
que a estrutura hexagonal € regular o suficiente para projetar linhas paralelas
equidistantes e que a distancia entre essas linhas € dada pela equacao (3), onde a é
a distancia do centro de um tubo ao centro do outro (CHENITE; LE PAGE, 1995).

Assim, se o feixe de elétrons ndo incidir perpendicularmente ao eixo dos
tubos, essa estrutura desaparece porque a projecao da densidade de espalhamento
nao serd mais periddica. Por outro lado, quando o feixe de elétrons incide na direcéo

paralela ao eixo dos tubos, a estrutura hexagonal dos poros pode ser observada.
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4.1.6. Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

As imagens de SEM das amostras de silica sdo apresentadas nas Figuras

4.1.9a, b e c, abaixo.
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As imagens exibem particulas submicrométricas do tipo bastonete rigido que
é semelhante aos materiais denominados MTS (BECK et al., 1992).

Ambas as sinteses promoveram a formacéo de particulas cilindricas na forma
de bastonetes e/ou vermicular e dominios em forma de cordas (rope-like). E
interessante observar que a imagem “a” mostra que amostra LMSIO apresenta
superficie densa, enquanto a imagem “b” e “c”, referente & amostra LMSiCaP | e II,

mostra uma superficie heterogénea formada pela composicéo silica/apatita.

O comprimento médio das particulas foi calculado utilizando-se o programa
de andlise de imagens Image J. Para isso, foram utilizadas as imagens que
forneceram melhor visualizacdo e contraste de imagem (aumento de 20.000 vezes).
Foram efetuadas 100 medidas em cada imagem. O comprimento médio calculado
para as particulas foi de 462 nm, 544 nm, 564 nm para LMSIO, LMSiCaP | e
LMSiCaP I, respectivamente, e sua distribuicdo esta representada nos histogramas
da Figura 4.1.9.

4.2. Sintese e purificacdo do peptideo OGP e OGP-CF

Para a obtencdo da sequéncia peptidica estudada neste trabalho empregou-
se um meétodo de sintese quimica conhecido como Sintese de Peptideos em Fase
Solida (SPFS). Este nome é devido ao fato de que o grupo a-carboxilico do
aminoacido C-terminal encontra-se covalentemente ligado a um suporte polimérico
ou resina (MERRIFIELD, 1963). Um reagente quimico, denominado ativador ou
agente de acoplamento € utilizado para ativar o grupo carboxilico de um aminoéacido,
o qual sofre ataque nucleofilico do grupo a-amino de um aminoacido ou do
aminoacido N-terminal de um fragmento peptidico ligado a resina, resultando deste

modo na formacdo de uma ligacdo amida (peptidica) entre eles.

A estratégia de sintese utilizada foi a Fmoc/tBu, isto €, os grupos a-amino dos
aminoacidos estdo protegidos por uma molécula estavel ao TFA e labil a bases
organicas, como a piperidina. Nesta estratégia, as cadeias laterais reativas dos
aminodcidos trifuncionais, estdo protegidas por grupos t-butilicos ou derivados, os

quais sao estaveis a bases organicas e labeis ao TFA.
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A SPFS é empregada para a obtencdo de peptideos sintéticos devido a sua
praticidade, rapidez e possibilitar a sintese individual ou em paralelo. Essa inovadora

metodologia conduziu Bruce Merrifield ao Prémio Nobel de Quimica em 1984.

A sintese do peptideo OGP, foi desenvolvida utilizando 1,0 g de resina Fmoc-
Gly-Wang (grau de substituicdo de 0,55 mmol.g™) em seringa de polipropileno de 10
mL, equipada com um filtro de polietileno poroso acoplada a um sistema a vacuo

com frasco coletor de residuos.

Ao término da sintese, 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 solucdo de clivagem (94,5% TFA, 2,5% EDT, 0,5% tioanisol e 2,5% agua
deionizada) para cada 100 mg de peptidil-resina, a 25°C por 2 h sob agitacdo. Apés
o procedimento de clivagem, foi realizada a extracdo do peptideo OGP com &cido
acético 10% em sistemas de seringas de polipropileno de 5 mL, equipadas com um
filtro de polietileno poroso acopladas a um sistema de vacuo com frasco coletor. O
extrato bruto foi liofilizado e o produto foi submetido a analise em HPLC em modo

analitico.

A partir dos resultados de tempo de retencéo e porcentagem de solvente
obtidos na analise do OGP, foi definida a condicdo relativa a concentracdo de

solvente para purificacdo do peptideo 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
fracGes puras caracterizadas em modo analitico com programa isocratico de 25% de
solvente B com fluxo de 1 ml por minuto. Obtiveram-se trés fracdes (1a, 1b e 2a),
que diferiram no tempo de retencdo e na pureza. A fragcdo la foi repurificada,

obtendo-se um material com pureza consideravel (Figura 4.2.1).
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Figura 4.2.1. Cromatogramas do peptideo OGP bruto e ap0s purificacdo, respectivamente.

O rendimento da purificacdo foi calculado através de uma relacdo com a
massa do peptideo em seu estado bruto. A Tabela 4.2 mostra os valores de
rendimento da purificacdo e a pureza relativa do peptideo. O rendimento da
purificacdo foi calculado através de uma relacdo com a massa do peptideo em seu
estado bruto. O resultado de pureza relativa do peptideo indica que os métodos

desenvolvidos com essa finalidade foram satisfatorios.

Tabela 4.2. Rendimento da purificagdo e pureza relativa do OGP.

A identidade molecular do peptideo OGP foi confirmada por determinacdo da
correspondente massa molecular, 1.523,8 g/mol, determinada pela técnica ES-MS
positivo [ES m/z = 763 (M + 2H)*].

Os resultados obtidos por intermédio da analise de aminoacidos para
determinacdo da proporcéao relativa de cada um dos aminoacidos utilizados na

sintese do OGP foram condizentes com o teorico esperado.
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Os resultados mostraram que os procedimentos utilizados desde a sintese até
a purificacdo foram obtidos com sucesso, levando a obtencdo da sequéncia
desejada, sendo confirmada através dos dados de pureza relativa, massa molecular

e analise de aminoacidos do peptideo OGP sintetizado.

A sintese do peptideo OGP marcado com 5,6-carboxifluoresceina foi
desenvolvida pela metodologia da fase sélida nos mesmos moldes que a sintese
descrita anteriormente. Da massa total, uma parte (968 mgq) foi utilizada para acoplar
a carboxifluoresceina (CF). Decorrido o acoplamento da CF foi realizado o processo
de clivagem de uma fracdo da peptidil-resina, marcada, seguido da extragcdo do
peptideo, OGP-CF, em sistema de seringa de polipropileno de 10 ml, equipada com
um filtro de polietileno poroso acoplada a um sistema de vacuo com frasco coletor
para o peptideo extraido. O extrato bruto do peptideo foi liofilizado e o valor da
massa obtida OGP-CF foi de 87 mg.

A partir de entdo, o peptideo foi submetido a analise em CLAE em modo
analitico, resultando no perfil cromatografico do extrato bruto apresentado na Figura
4.2.2a. A partir dos resultados de tempo de retencdo e porcentagem de solvente
obtidos na analise do OGP-CF, foi definida a condi¢c&o relativa a concentracdo de
solvente para purificacdo do peptideo em escala semi-preparativa, com um
programa de 20 a 60% de B em 120 min com fluxo de 3,0 ml.min-!. O cromatograma

obtido apds o processo de purificacdo esta representado na Figura 4.2.2b.

O perfil cromatografico do OGP-CF puro apresentou um pico Unico em
relacdo ao cromatograma observado a partir da analise do extrato bruto. O
parametro tempo de retencdo do OGP-CF purificado foi mantido em relagéo ao pico

correspondente ao OGP-CF bruto.
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Figura 4.2.2. Cromatogramas obtidos em escala analitica do peptideo OGP-CF bruto (a) e purificado

(b).

O rendimento da purificacdo foi calculado através de uma relacdo com a
massa do peptideo em seu estado bruto. O valor de rendimento da purificacdo e o
valor da massa do OGP-CF (Tabela 4.3), embora baixos, é coerente com 0 processo
de purificacdo de peptideos. Os resultados de pureza relativa do peptideo indicam

gue os métodos desenvolvidos com essa finalidade foram satisfatérios.

Tabela 4.3. Rendimento da purificagdo e pureza relativa do OGP-CF.

A andlise do espectro de massas obtido no modo positivo (Figura 4.2.3)
confirmou a obtencéo do produto esperado. A valor da massa molecular obtida [ES
m/z = 942,00 (M+2H)*?, 628,51 (M+3H)" e 471,72 (M+4H)™] foi correspondente ao

valor tedrico esperado (1.882,50).
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Figura 4.2.3. Espectro de Massas da fracéo purificada do peptideo OGP-CF.

4.3. Analises in vitro
4.3.1. Estudo da bioatividade in vitro em solucdo de SBF

A bioatividade € definida como a capacidade de um material em provocar uma
resposta biolégica especifica na interface do material que resulta na formacéo de
uma adesdo entre os tecidos e o material (VALLET-REGI et al., 2007). Uma
caracteristica comum dos implantes bioativos € a formacdo de uma camada de
hidroxiapatita (HA) na superficie. A HA é equivalente, em composicao e estrutura, a
fase mineral do osso. A interface entre o implante bioativo e 0 0sso € proximo do que

ocorre naturalmente entre 0ssos, tenddes e ligamentos (HENCH; WILSON, 1993).

Kokubo e seus colaboradores (1990) desenvolveram uma solugéo que tem a
composicdo quimica e pH proximo as concentracfes do plasma, onde os testes in
vitro podem ser realizados através da imersdo das amostras nesta solugéo. Esta
solucéo é denominada de Simulated Body Fluid (SBF). Essa solucdo passou por
algumas correcbes, e pelos resultados obtidos em dez diferentes institutos, a
solucdo SBF corrigida (Tabela 4.4) foi proposta e aprovada em junho de 2007 pela
Organizacao Internacional de Normalizacdo (International Organization for
Standardization - 1SO) como a solucao indicada para se avaliar in vitro a capacidade
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de formacdo de HA na superficie de materiais destinados a implantes (norma 1SO
23317: 2007).

Apoés o desenvolvimento desta solucéo, foi possivel aproximar as condicdes
de bioatividade do organismo in vitro e, portanto, diminuir a necessidade de sacrificio

de cobaias.

Tabela 4.4. Concentragdo ibnica do plasma sanguineo humano e da solugédo SBF.

Apbs os periodos de imersdo em SBF, andlises de FTIR e de SEM, foram

empregadas para averiguar a formacéo de HA.

As Figuras 4.3.1 (a, b e ¢) mostram os espectros de FTIR das amostras
LMSIO, LMSIiCaP | e Il apos varios periodos de imersdo em SBF até um maximo de

1 més.

Na Figura 4.3.1a, deformacao gradual pode ser observada nos espectros, que
é referente a reducdo da intensidade do pico caracteristico da silica na regido de
1090 cm™ e a formacdo de algumas bandas novas entre 740 e 520 cm™. Pode-se
notar que, nesta amostra, o inicio da formacdo de bandas correspondentes a
absorcdo de fosfato estdo em 603 e 560cm™, sendo observadas apés 14 dias de
imersdo em SBF. Além do mais, apés 28 dias foi observado a formacéo de algumas

bandas na regido de 1451cm™, correspondentes a ligacdes do tipo C-O.

Analisando os espectros da Figura 4.3.1b pode-se observar a formacdo de
bandas bem definidas referentes ao fosfato em 967, 603 e 560 cm™, logo em 14 dias
de imersédo na solucdo SBF. No espectro referente a 28 dias de imerséo, as bandas
referentes ao fosfato se tornaram mais intensas e foi observada uma banda em 883

cm™, que esta associada & ligagdo C-O.
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Figura 4.3.1. Espectros de FTIR das amostras LMSIO (a), LMSiCaP | (b) e LMSiCaP Il (c) ap6s
imersao em SBF por diferentes periodos (7-28 dias).

Nos espectros da amostra LMSiCaP Il em diferentes periodos de imerséo,
bandas encontradas na regido de 955, 603, 560 e 464 cm™ foram atribuidas a
ligagdo P-O, que foram observadas nos 7 dias iniciais do ensaio. Com 14 dias de
imersao, foi observado o surgimento de uma banda préximo a 1432 cm™, onde nos
espectros referentes a 21 e 28 dias de imerséo se tornou mais definida e deslocada
a 1451 e 1418 cm™, atribuidas a ligagéo C-O.

Com essas medidas pode-se observar que com a imersdo em SBF todas as

amostras mostraram o surgimento de uma camada de fosfato de calcio. Com o
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aumento do tempo de imersé&o, outras bandas referentes a HA foram gradualmente
identificadas, indicando a evoluc&o da precipitacdo de HA nas amostras como uma
funcdo do tempo de imers&o (YAN et al., 2006; VALLET-REGI et al., 1999).

A Figura 4.3.2 mostra, através de imagens de SEM, as mudancas sofridas
pelas amostras de silica mesoposora, apds determinados periodos de imersdo em
SBF.

Antes da imersdo em SBF, as particulas da amostra LMSIO mostravam-se
regulares e com superficie homogénea (Figura 4.1.9a). Apos 7 dias de imersao
(Figura 4.3.2a), o material manteve sua estrutura original, sem nenhuma alteragéo
significante. Numerosas particulas delgadas comecaram a aparecer entre as
particulas de silica em 21 dias (4.3.2b) e o material manteve seu formato original.
ApoOs 28 dias, pode-se observar pequenas particulas com formato de agulha

(needle-like) e se apresentam mais constantes entre as particulas cilindricas.

Apos a imersdo em um periodo de 7 dias, a imagem 4.3.2a’ mostra pequenas
particulas esféricas entre as particulas cilindricas da amostra LMSiCaP |. Com 21
dias de imersdo, comecou a sofrer uma degradacdo das suas particulas cilindricas,
ao mesmo tempo que particulas nanométricas globulosas se aglomeravam. Com 28
dias de imersao, somente particulas esféricas, com tamanhos variados, cobrem a
superficie da amostra e de acordo com Vallet-Regi et al. (1999), essas particulas
consistem de numerosos cristais em formato de agulha (needle-like) como os de

apatita.

Em relacdo a amostra LMSiCaP I, logo na primeira semana (Figura 4.3.3a)
houve o aparecimento de pequenas particulas esféricas. E importante observar que
as nanomeétricas particulas esféricas apareceram e se aglomeraram. Apos 21 dias,
essas particulas globulosas de tornaram mais frequentes e em 28 dias de imersao,
pode-se observar um arranjo predominante sobre a amostra, composto por
diminutos cristais semelhantes aos cristais de apatita apds ensaios de bioatividade in
vitro usando a solucédo 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 | apds imersdao em SBF por 7 (a, a’),
21 (b, b’) e 28 dias (c, C’).
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LMSiCaP I

Figura 4.3.3. Imagens de SEM da amostra LMSiCaP Il ap6s imersdo em SBF por 7 (a), 21 (b) e 28

dias (c).
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Os padrdes de XRD das amostras ap0s 28 dias imersas em solucdo SBF
estdo apresentados nas Figura 4.3.4 e devem ser comparados com os difratogramas

das amostras tracados antes da imersao em SBF (Figura 4.1.2).

Os difratogramas, apos 28 dias de imersdo, mantiveram uma difracao larga

entre 15 e 25° 206, representando a caracteristica amorfa da silica.

O difratograma correspondente a amostra LMSIO apresentou um maximo em
26,2° 20 correspondendo a reflexdo (002) da HA (JCPDS # 00-09-0432), porém
houve o aparecimento de outros picos. Vale lembrar que esta amostra ndo possui
Ca nem P em sua composicao. Este resultado confirma o aparecimento de HA apds
a imersdo em SBF, corroborando os resultados de FT-IR para o mesmo periodo de

imersao.

No difratograma correspondente a amostra LMSiCaP |, o maximo é observado
em torno de 32° 26, que corresponde a reflexdo (211) da HA (JCPDS #00-009-
0432). Houve um aumento da intensidade das difragdes (002) em fungéo do tempo
de imersdo em SBF, que é caracteristica de apatita cristalizada a partir de solucdes
que simulam o plasma humano (VALLET-REGI et al.,1999). Pode-se observar que
0s picos (112), (300), (202), (310), (222), (312) e (213) se tornaram mais evidentes.
Interessante € que os picos atribuidos ao B-TCP ndo foram mais visualizados,

indicando a sua dissolugdo no meio aquoso.

A amostra LMSiCaP Il apresentou maximos em torno de 32° 26 no
difratograma apos 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 22° 20
correspondente a (200) e aumento da intensidade dos picos (002), (211), (300),
(202), (212), (310), (222), (312), (213) correspondentes a HA cristalina, evidenciam a

formacdo de HA na amostra quando imersa em SBF.

As variagbes observadas nas amostras com diferentes concentracdes de
silica ap6s a imersdo em SBF estdo de acordo com o mecanismo de nucleagao e

crescimento de uma camada de apatita sobre vidros bioativos (Kokubo, 1997).

Os resultados conhecidos para os biovidros e ceramicas vitreas geralmente
sugerem que a precipitacdo da camada superficial rica em Ca e P é induzida pela
presenca de SiO, (VALLET-REGI et al., 1999).
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Figura 4.3.4. PadrBes de XRD das amostras LMSIiO, LMSiCaP | e LMSiCaP Il ap6s 28 dias de

imersao em SBF.

Em um trabalho com bioatividade in vitro de materiais que ndo continham
calcio e fosforo, Kokubo, Kim e Kawashita (2003) mostraram que vidros que nédo
continham tais elementos também podem ser bioativos. Para estes autores, a
formacdo de uma camada de silica hidratada na superficie do material € a

caracteristica que mais influencia a bioatividade do material.

O aparecimento de bandas de absor¢éo do fosfato e carbonato nos espectros
das amostras apds a imersdo em SBF, ndo so6 confirma a formagéo de apatita como
também identifica o0 material como hidroxicarbonato de apatita (HCA), semelhante as
apatitas bioldgicas (LEGEROS, 1981).

De acordo com LeGeros (1981), a morfologia globular observada nas
imagens de SEM apds a imersdao em SBF estad relacionada a presenca de
hidroxicarbonato de apatita (HCA). A concentracdo de ions 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 esta de acordo
com a forma esférica da HCA, nas amostras LMSIiCaP | e I, 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 adesdo de células, orientando, por exemplo, a
formacao de tecido conjuntivo (LI et al., 1992).

Os difratogramas de XRD mostraram deslocamento das difracbes com o
aparecimento da difracdo da apatita e difracbes mais nitidas, apdés imersdo em SBF,
indicando duas ocorréncias: mudanca na composicdo do material original e
crescimento de cristais de HA em funcdo do tempo de imerséo. O padrdo de difracéo
apresentado pela amostra LMSiCaP Il apés 28 dias em SBF é similar ao observado
em HA sintética (LEGEROS, 1981).

A composicdo do vidro é o principal fator relacionado a bioatividade.
Entretanto, de acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que as areas
superficiais dos materiais em conjunto com as caracteristicas quimicas locais
também contribuem para uma formacéo da camada de Ca-P. E importante recordar
que a solucdo SBF é acelular, ou seja, nao existe a influéncia de proteinas e células
no meio, devendo, portanto, o estudo ser conduzido apenas com o intuito de se
avaliar o potencial de bioatividade do material, e ndo como um teste conclusivo

sobre essa questao.

As amostras estudadas mostraram um comportamento bioativo in vitro, sendo
observada a formacdo de HA quando imersos em SBF. Devido as diferentes
concentracbes de silica é de se esperar que 0s materiais bioativos apresentem
indices de bioatividade variados, ou seja, diferentes tempos para o estabelecimento

de ligacdo com o tecido.

4.3.2. Adsorcédo do peptideo OGP e OGP-CF as nanoparticulas de silica

A espectroscopia de luminescéncia foi escolhida para monitorar o
comportamento do peptideo em solucdo frente as particulas de silica, pois é uma
ferramenta analitica extremamente sensivel e tem sido amplamente aplicada na
resolucdo de problemas que requerem baixos limites de deteccédo, podendo ser
facilmente encontrados na literatura muitos trabalhos mostrando analises em nivel
de tracos (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).
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A luminescéncia envolve vérios tipos de fenémenos 6pticos, sendo que os
mais difundidos referem-se a fluorescéncia molecular, a fosforescéncia e a

quimiluminescéncia.

O fendmeno fotoluminescéncia ocorre quando uma molécula é excitada
através da absorcao de fotons de luz (hveyx) € promovida para um estado eletrénico
de maior energia, cujo retorno ao estado fundamental € acompanhado pela emisséo
de radiacao eletromagnética (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

A luminescéncia molecular é dividida em fluorescéncia e fosforescéncia,
dependendo da natureza do estado excitado envolvido no processo. A energia
eletrdnica responséavel pela transicdo fluorescente ndo envolve uma mudanca no
namero quantico do spin do elétron, e passa do nivel So — S;, emitindo radiacao
desde o nivel excitado S1 para algum dos niveis vibracionais do estado eletrénico
S0. Como consequéncia, a fluorescéncia possui tempos de vida extremamente
curtos, com a luminescéncia cessando quase que imediatamente, por volta de 10° a
10® s (ns a ps) (SOTOMAYOR et al., 2008). A fluorescéncia é emitida em
comprimentos de onda maiores aqueles de excitacdo, deslocando-se entre 50 e 150
nm, quando comparado ao comprimento de onda da luz usado para a excitacdo da
molécula, conhecido como deslocamento de Stokes (SKOOG; WEST; HOLLER,
1996).

Por outro lado, na fosforescéncia, a orientacdo do elétron que foi promovido
ao estado excitado € invertida (estado excitado tripleto, T,) (SKOOG; WEST,;
HOLLER, 1996). Contudo, este tipo de transicdo € menos provavel que a transicdo
envolvendo dois estados singletos (fluorescéncia), pois processos paralelos de
desativacdo como a conversao interna e externa e o relaxamento vibracional podem
competir com a fosforescéncia. Como consequéncia direta disso, € possivel
observar facilmente fluorescéncia na temperatura ambiente e diretamente em
solucéo, o que torna o procedimento experimental fluorimétrico bastante simples,

além de possuir grande sensibilidade (SOTOMAYOR et al., 2008)..

Como o peptideo estudado ndo apresenta fluorescéncia intrinseca, para
tornar possivel o emprego da técnica, foi acoplada a extremidade N-terminal do

peptideo, sonda fluorescente, como descrito anteriormente.



Resultados e Discussdo 84

Primeiramente, foi tragcado um espetro de fluorescéncia do peptideo OGP-CF
livre para determinar o comprimento de onda maximo de emissdo (Figura 4.3.5a),
sendo fixado o monocromador de excitagdo a 492 nm (A maximo de absorgao).
Desta forma, fixando os comprimentos de onda de excitacdo (lexc) €m 492 nm e de
emissado (Aem) €m 520 nm, foi obtida a curva padrédo de fluorescéncia do OGP-CF
(em tampéo Tris a temperatura ambiente) para auxiliar na quantificacdo do peptideo

adsorvido nos materiais analisados (Figura 4.3.5b).

Intensidade (u.a.)
Intensidade (u.a.)

—m— OGP-CF
y = 0.655 + 6.42x10°X
R =0.999

T T T T T T T T T T T T T
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Comprimento de ondas (nm) Concentrag:o (mol.L™)

Figura 4.3.5. Espectro de fluorescéncia do peptideo OGP-CF (a) e Curva padrdao OGP-CF em
solucdo tampéo Tris (b).

4.3.3. Cinética de adsorcéao do peptideo

A Figura 4.3.6 apresenta as curvas de adsorcdo do OGP-CF em uma solucgao
com concentracdo 10 mol.L™? pelas amostras de silica LM-SiO e LMSiCaP I,

expressas em Nt (mols adsorvidos/grama de silica) em funcéo do tempo.

A andlise dos graficos revela que a LMSIO atinge o equilibrio
aproximadamente em 20 minutos, provavelmente pela melhor afinidade da
superficie negativa da silica com o peptideo, de carga positiva, em pH 7,4. Ja a
amostra LMSiCaP | atinge o equilibrio préximo a 30 minutos com um percentual de

mols adsorvidos significativamente inferior quando comparado a amostra de silica
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pura. Este fato pode ser atribuido a menor area de superficie especifica desta

amostra e a quantidade de grupos silanais livres.

Em relacdo a amostra LMSiCaP IlI, os resultados mostraram que o peptideo
nao foi adsorvido durante o periodo de monitoramento. Isso pode ser atribuido a
dois fatores: a menor area de superficie especifica apresentada por essa amostra
em relagcdo as outras e a porcentagem de apatita presente nesta amostra, que pode
estar impedindo a adsorcao das moléculas de peptideo nos grupos Si-OH. Assim, a
possibilidade de controlar a porcentagem de silica nas amostras pode ser vantajoso
de acordo com a aplicacdo do material. Uma fina camada de Ca-P pode ser
suficiente, por exemplo, para criar sitios de nucleacéo para mineralizacdo de apatita.
Como este trabalho visa obter um material bioativo e carreador do peptideo OGP, o

fato da amostra LMSiCaP Il ndo adsorver esta molécula, a exclui dos demais

ensaios.

Os resultados mostram que a cinética de adsorcdo € bastante satisfatéria
para as amostras empregadas. Esse comportamento cinético deve-se ao fato da
homegeneidade dos poros, da distribuicdo homogénea e da exposicao dos sitios de
adsorc&o na superficie do material (ARCOS et al., 2009; VALLET-REGI et al., 2007).
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Figura 4.3.6. Curvas de adsorcao do peptideo OGP-CF para as amostras de silica.
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4.3.4. Incorporacao de peptideo OGP-CF

O numero de mols de OGP-CF adsorvidos por grama de silica em solucdes

com diferentes concentracdes de peptideo esta apresentado na Figura 4.3.7.

As amostras foram imersas nas solu¢cbes com diferentes concentragbes de
OGP-CF e mantidas de acordo com os resultados do tempo maximo de adsor¢ao,

sendo 20 minutos para a amostra LMSIO e 30 minutos para LMSiCaP .

O gréfico mostra que a amostra LMSiO adsorveu 9,9x107%, 9,7x107 e 9,7x10°
mol.g™* de peptideo marcado, quando utilizando solu¢des 10°, 10®° e 10 mol.L™,
respectivamente. Estes valores representam 99%, 97% e 97,8% dos mols de OGP-

CF presentes nas solu¢des iniciais, respectivamente. Isto mostra que a adsorc¢ao por

parte desta amostra foi satisfatoria.
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Figura 4.3.7. Curvas de adsorcdo do peptideo OGP-CF pelas amostras LMSIO e LMSiCaP I.

A amostra LMSiCaP | adsorveu uma quantidade de 8,7x10%, 5,3x10” e
5,5x10° mol.g® de peptideo, a partir das solucées 10° 10° e 10* mol.L?,
respectivamente, o que corresponde a 87%, 53% e 55% do total de peptideo.
Mesmo que a quantidade de mols adsorvido por esta amostra tenha sido menor que

a amostra LMSIO, a incorporacdo manteve-se satisfatoria visto que mais da metade
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do OGP-CF foi adsorvido e que a liberacdo por parte de um dispositivo de 6,0x10™*2
mol de OGP é suficiente para estimular a proliferacdo das células osteoblésticas
(BAB et al., 1992; SASKA, 2011).

Apods o periodo de incorporacao o material sélido foi separado e, em seguida,
lavado para retirar excessos de OGP-CF na superficie do material. As solucfes
resultantes do procedimento de lavagem foram medidas para determinagdo da
concentracdo do peptideo por Espectroscopia de Fluorescéncia, 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 peptideo durante o procedimento de lavagem das amostras, essa é uma
importante etapa, pois ela assegura a eliminacdo de uma fracdo de farmaco néo
absorvida, que fica aderida na superficie das amostras, o que poderia resultar em
valor superestimado nos primeiros instantes dos ensaios de liberacdo (SOUSA,
2009).

Os resultados mostram que a capacidade de adsorcdo pode ser muito
dependente das propriedades da superficie do material. Além disso, pode-se
considerar que, devido as pequenas dimensdes da molécula peptidica
(comparativamente a albumina bovina, 6 x 10 nm), os poros das amostras sao
suficientes para aloja-la, ndo influenciando sua adsor¢cdo (VALLET-REGI et al.,
2007).

Os perfis dos isotermas apresentados por BET mostraram que as amostras
diferem quanto a area de superficie especifiva e volume de poro. Neste sentido,
pode haver uma incorporacédo do peptideo favoravel na amostra LMSIO, sugerindo
uma interacdo entre o peptideo e a silica mesoporosa. As moléculas de peptideo
contém uma por¢do N-terminal que pode interagir com os grupos silandis da silica
por ligacdo de hidrogénio. Também foi observado que a presenca de HA na matriz
de silica afeta a porcentagem de peptideo adsorvido nas amostras mesoporosas.

Desta forma, a diferenca na quantidade de OGP-CF adsorvida pelas
diferentes amostras pode ser atribuida a area de superficie especifica, que foi

reduzida pela presenca de HA (LMSiCaP 1), e da distribuicdo homogénea dos poros.
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4.3.5. Liberacédo do peptideo OGP-CF em solucéao SBF

O teste de dissolucédo é o processo em que uma substancia solida se dissolve
e € controlada pela afinidade entre a substancia solida e o solvente (BANAKAR,
1992). Desta forma, deve se levar em consideracdo o meio in vivo onde o material
deverd atuar, onde o teste tem que ser capaz de representar a performance da
molécula in vivo. Dentre as substancias sélidas, pode-se incluir: comprimidos

(revestidos ou nao), cipsulas, suspensdes orais, pellets, entre outros.

Com o aumento do interesse nos ensaios de dissolugcao, percebeu-se que
este além de aumentar a Correlacdo in vivo e in vitro, diminui razoavelmente o
tempo de ensaio, o investimento e também o nimero de cobaias, além de ser muito
difundido no controle de qualidade (GRAY, 2004).

Os sistemas de dissolucdo estdo cada vez mais personalizados, pois cada
sistema que surge, ha também a necessidade de desenvolver um aparato que
venha a condizer com a terapéutica do farmaco. Assim, por ndo haver aparato
especifico para andlise de dissolucdo de moléculas biolégicas, como peptideo, em
cimento 6sseo, optou-se em utilizar a metodologia de dissolugdo de comprimidos
adaptado para o sistema em estudo.

O meio de dissolucdo é um dos mais importantes fatores, sendo que sua
selecédo deve considerar a solubilidade e faixa de dosagem, de forma a respeitar a
Sink Condition. Neste trabalho, a solucdo SBF foi escolhida por possuir
concentracédo idnica semelhante ao plasma sanguineo e pelo fato do peptideo OGP
ser soluvel 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 37,5°C.

Os perfis de liberagdo cumulativos plotados em funcdo do tempo sao
apresentados nas Figuras 4.3.8 e 4.3.9, para LMSIO e LMSIiCaP I, respectivamente.

Pode-se ver nestes graficos que a quantidade de peptideo liberado é
considerada alta. Este fato pode estar relacionado com a interacdo entre o peptideo
e 0s materiais de silica mesoporosos por ligacao de hidrogénio devido a afinidade da
porcdo N-terminal do peptideo com os grupos silanol presente nas amostras
(LOZANO et al., 2010). A matriz de silica é insolivel em um pH igual a 7,4, assim a
liberacdo é essencialmente devido ao transporte difusivo do peptideo através da

rede mesoporosa ordenada.
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A velocidade de liberacdo de um farmaco pode ser inferida pela inclinacao da
reta que ajusta os pontos de porcentagem de massa liberada em fungéo do tempo,
no inicio do ensaio de liberacdo (SOUSA, 2009). Quanto maior a inclinacdo da reta
maior a cinética de liberacdo. Observou-se que em relacdo a amostra LMSIO, a
maior velocidade de liberagdo de OGP-CF, 18,29%massa/hora, foi na amostra que
possufa maior quantidade mols adsorvidos, LMSiO-10*, quando analisado as duas
primeiras horas de teste. Assim, pode-se dizer que o inicio da liberacdo neste
material foi dependente da concentracdo do peptideo adsorvido nas particulas de
silica. E de acordo com Vallet-Regi, Balas e Arcos (2007) este perfil esta associado
ao processo de difusdo ou dissolucéo e geralmente segue uma cinética de primeira

ordem em relacéo a concentracdo do adsorbato.

A amostra LMSiCaP | mostrou a mesma velocidade de liberacdo em todas as
amostras, independente da quantidade de OGP-CF incorporada, cerca de
18%massa/hora, quando comparadas as primeiras horas de liberagcédo, sendo que
esse valor permaneceu 0 mesmo até o sistema atingir o platd. Porém, quando se
compara as amostras LMSIO e LMSiCaP |, observa-se que esta ultima libera seu
conteldo peptidico em um menor tempo. Este fato pode ser atribuido a composicéo
do material, silica e apatita, e a maior perda de massa das pastilhas no processo de

degradacéo.

Mesmo, com as lavagens do material poroso ap0s 0s experimentos de
adsorcdo do peptideo, o fenbmeno conhecido como burst release ou liberacdo
repentina, que acontece devido a presenca de OGP-CF na superficie das particulas
que pode resultar em um valor superestimado nos primeiros instantes dos ensaios
de liberacdo (SOUSA; SOUZA; SOUZA, 2008) foi observado. Vallet-Regi, Balas e
Arcos atribuiram esse perfil a uma liberacdo rapida no periodo inicial seguida por
uma liberacdo mais lenta, que pode ser (til quando altas doses da molécula

carreada é necessario.
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A Tabela 4.5 apresenta os valores de tsoy, que corresponde ao tempo
necesséario para liberar 50% do peptideo contido nas amostras. Comparando 0s
valores de t50% para a amostra LMSIO e LMSiCaP | é possivel notar que a
presenca da apatita interfere na cinética de liberagcdo do OGP-CF. Vale destacar que
a solucéo utilizada para os ensaios de liberagdo 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 a precipitacdo da camada de HA
quando imersa em SBF, devido ao maior Indice de bioatividade que esta ultima

apresentou in vitro em relacdo a amostra de silica pura.

Tabela 4.5. Pardmetros experimentais dos perfis de liberacéo.

4.3.6. Estudo de degradacdao in vitro em SBF

A ideia do teste de degradacao in vitro € tentar prever o comportamento de
degradacdo do material durante a liberacdo do peptideo, porém, a reproducdo em
laboratorio das condicBes presentes no processo de degradacdo in vivo €
impossivel. A degradacao in vivo envolve uma série de fatores que podem afetar a
cisdo hidrolitica das cadeias, e que vao desde a aplicacdo de tensbes, até a

existéncia de respostas celulares e enzimaticas (HOFFMAN, 1992).

Para os testes optou-se pelo uso da solucdo SBF, pois € um meio tamponado
gue permite uma avaliagdo mais aproximada do comportamento que ocorrera com o

implante in vivo. Outro fator importante é a temperatura do banho, que deve foi

mantida préxima de 37°C, simulando a temperatura corporal.

Como os materiais a base de silica apresentam um periodo de degradacao
prolongado e como a intencdo deste ensaio ndo € definir o tempo de degradacéo

total, foi definido o intervalo durante os testes de liberac&do. Esta concesséo foi feita
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por tratar-se de um estudo preliminar e por ndo haver disponibilidade de pastilhas

em numero suficiente para todos os tempos de teste.

Primeiramente, foi avaliada a perda de massa sofrida pelas amostras durante
este periodo. Neste ensaio, a massa das pastilhas foi calculada pela média de 3
pecas a cada intervalo, 1, 4 e 8 dias, e os resultados obtidos estdo 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 LMSIiO perdeu
menos massa que a LMSiCaP |, onde ao final do periodo analisado, 8 dias, essa
reducao foi de 4,8 e 20%, respectivamente. Este comportamento deve-se ao fato da
presenca de apatita na composicdo da LMSiCaP | e sua notavel solubilidade em
SBF em relacao a silica. As imagens de microscopia mostram uma gradual alteracéo
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.
Ja a amostra LMSIiCaP |, apresenta fissuras logo no primeiro dia de teste, perdendo
o contorno e se tornando menos espesso (Figura 4.4.2). Outro destaque é a
formacdo de uma camada de pequenas estruturas sobre as pastilhas, que pode ser
atribuida a formacdo de HA. Vale destacar que a perda de material ocorre

principalmente na regiao periférica das pastilhas.
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Figura 4.4.1. Imagens de Microscopia Optica (10x) e SEM (1000x e 600x) das pastilhas de LMSIiO

apos 1, 4 e 8 dias de imersdo em SBF, respectivamente.
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Figura 4.4.2. Imagens de Microscopia Optica (10x) e SEM (600x) das pastilhas de LMSiCaP | ap6s 1,

4 e 8 dias de imersdo em SBF, respectivamente.

He et al. (2010) mostraram os estudos de varios pesquisadores sobre a
dissolucdo de matrizes de silica derivadas do processo sol-gel, e concluiram que
essa dissolucdo se passa em duas etapas: erosdo da superficie e lenta degradacao
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do material. Aparentemente, as matrizes de silica derivadas do processo sol-gel,
silicas mesoporosas ordenadas e vidros mesoporosos bioativos mostram taxas de
degradacdo da ordem de dias a meses. Viitala, Jokinen e Rosenholm (2007)
estudaram a degradacao da silica cujo tempo variou de 4 dias (para os mondlitos) a
aproximadamente 80 dias (para as microparticulas). Por outro lado, He et al. (2010)
observaram uma degradacdo in vitro extraordinariamente rapida (2 h) de silica
mesoporosa obtida a partir de tetraetilortossilicato, quando imerso em SBF a
temperatura de 37 °C. Além do mais, géis a base de silica sédo facilmente erodidos,
tanto in vitro em tampao Tris quanto in vivo, onde a erosdo ocorreu através da
formacao de &cido silicico (TEOLI et al., 2006), de forma semelhante a materiais
secos, que possuem auséncia de toxidade local e sistémica quando injetados no

organismo (URGER et al., 1983).
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5. CONCLUSOES

A sintese de biomateriais com composi¢cfes diferentes, tendo como matriz

uma silica mesoestruturada, foi estudada e caracterizada.

A metodologia utilizada para obtencdo de materiais mesoporosos
ordenados foi eficaz, para posterior incorporacdo de moléculas do peptideo OGP. A
utilizacéo da 5,6-carboxifluoresceina como sonda fluorescente do peptideo OGP foi
eficiente e a Espectroscopia de Fluorescéncia apresentou sensibilidade suficiente
para o0 monitoramento de incorporacao e liberagao in vitro de OGP.

As amostras LMSIO, LMSiCaP | e Il mostraram bioatividade in vitro quando
imersas em SBF. Os resultados das andlises de FTIR, SEM e XRD mostraram que a
camada formada sobre a superficie das amostras € uma apatita similar as apatitas

biolégicas.

A incorporacdo de HA na silica levou a uma mudanca significativa nas
propriedades estruturais deste sistema, indicando que o crescimento de cristais
bloqueia os espacgos disponiveis da silica mesoporosa e, devido a este fato, ocorre
uma reducdo nas caracteristicas texturais como area de superficie e volume de poro.
Assim, essa reducao refletiu na capacidade de adsorcdo maxima das particulas,
onde a amostra com maior area de superficie adsorveu maior quantidade de mols de

peptideo de acordo com a Espectroscopia de Fluorescéncia.

A liberacdo do peptideo OGP marcado com 5,6-carboxifluoresceina das
particulas ocorreu de forma controlada e foi demonstrado que a composicao das
particulas, bem como a degradacdo do material e a concentracdo de peptideo
incorporado, influenciam no perfil de liberacdo. Os resultados indicam que as
amostras, LMSIO e LMSIiCaP I, sdo potenciais em adsorver o peptideo OGP, o que

os tornam importantes candidatos em sistemas de carreadores de moléculas.

Assim, espera-se gue os sistemas silica-OGP e silica-HA-OGP promovam a
proliferagdo celular in vitro e consequentemente apresentem biocompatibilidade in

vivo em futuras aplicacbes no reparo de defeitos 6sseos e engenharia tecidual.
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6. PERSPECTIVAS

Como proposta para estudos futuros utilizando os sistemas neste trabalho

desenvolvidos, pode-se citar:

Preparacdo de cimentos 0sseos injetaveis para reparacdo de tecido 0sseo

lesionado.

Estudar e definir qual o mecanismo de liberacdo de OGP-CF a partir das
pastilhas e dos cimentos, bem como a liberacdo/interacdo com o0s ions da

solucao de SBF.

Avaliar as propriedades osteoindutoras e a citotoxidade destes materiais na

presenca de OGP utilizando cultura primaria de células osteogénicas.

Realizar andlises fisico-quimicas para compreensdo funcdo dos cimentos

frente ao metabolismo 6sseo.

Estudo in vivo empregando o mesmo protocolo cirdrgico adequado, para
analisar a biocompatibilidade e melhor compreensdo dos efeitos

osteoindutivos deste peptideo in vivo.
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