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Resumo. Os fons bivalentes Zn?*, Mg?* e Mn?* desempenham importante papel na ativacdo de cascatas de
sinalizacdo associadas a regeneracdo 6ssea por células osteoprogenitoras ou mesmo osteoblastos ja
diferenciados. Os efeitos isolados de cada um desses ions sdo descritos na literatura, mas os efeitos combinados
oriundos da adicdo simultanea desses ions sobre modificacGes estruturais, solubilidade, estabilidade térmica,
bioatividade e citotoxicidade in vitro de vidros bioativos sdo pouco explorados. Nesse contexto, o presente
estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da substituicdo simultdnea do CaO pelos 6xidos ZnO, MgO e MnO
sobre sua bioatividade e citotoxicidade, conforme a composicdo (% em mol): 80%SiO,-(16% -
X)Ca0-x%MO-4%P,0s. Como resultado foi possivel observar que a adi¢cdo dos 6xidos reduziu a bioatividade
dos materiais, no entanto, o ensaio de citotoxicidade ndo demonstrou toxicidade aparente. Isso demonstra que o
efeito dos fons metalicos sobre as células pode se sobrepor ao efeito da presenca de hidroxiapatita.
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1. INTRODUCAO

Os vidros bioativos sdo um grupo de biomateriais de superficie reativa que ao entrarem
em contato com fluidos corporais sofrem uma rapida sequéncia de reacdes de dissolucdo e
precipitacdo em sua superficie, que culmina na formacdo de uma camada de apatita
carbonatada semelhante aquela presente na fase mineral 6ssea (Shankhwar et al. 2016; Wu et
al. 2015; Gerhardt and Boccaccini 2010; Ravarian et al. 2010). Tal caracteristica confere
bioatividade a esses materiais, uma vez que a hidroxiapatita € o principal componente
inorgénico da matriz Gssea, apresenta afinidade especifica para muitas proteinas adesivas, e
estd diretamente envolvida nos processos de mineralizacdo e diferenciacdo de células 6sseas
(Liu et al. 2009). Outras propriedades comuns aos vidros bioativos sdo osteocondutividade,
osteoindutividade e biodegradabilidade (Wu et al. 2015; Shankhwar et al. 2016; Kargozar et
al. 2018).

Nos ultimos anos, muito tem se falado sobre utilizacdo de ions metalicos, por exemplo
Zn?*, Mg?* e Mn?*, em associagdo com vidros bioativos, uma vez que esses ja foram descritos
na literatura por atuarem nos processos de adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de células
osteoblasticas, importantes no reparo do tecido 6sseo (Gentleman et al. 2010; Jones 2015a;
Lazaro et al. 2014; Lee and Knowles 2017; Ma et al. 2010). Uma das vias utilizada para a
inclusdo desses elementos na rede vitrea é a substituicdo parcial do 6xido de célcio (CaO)
presente na composi¢do padrdo do vidro pelo 6xido metélico desejado durante o processo de
sintese. Por meio dos processos de dissolucdo que acontecem na superficie dos vidros
bioativos apds serem expostos aos fluidos corporais, esse elementos metélicos presentes na
composicao sédo liberados em sua forma iénica, para assim desempenharem seu papel sobre as
células.

O Zn?*, por exemplo, é cofator para muitas enzimas, estimula a sintese de proteinas e é
essencial para a replicacdo do DNA. Sua deficiéncia pode acarretar retardo do crescimento
esquelético e alteracdes na calcificagdo do tecido 6sseo (Nandi et al. 2016). Além disso, 0
Zn?* possui propriedades antibacterianas e anti-inflamatorias (Lang et al. 2007), esta
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envolvido na transcricdo de genes de diferenciacdo osteobléstica, como colégeno I, fosfatase
alcalina (ALP), osteopontina e osteocalcina, e é capaz de promover diretamente a formacao
Ossea através do aumento da transcricdo do gene Runx2 envolvido na diferenciagdo de
osteoblastos (Kwun et al. 2010; Goel et al. 2013). O Mg?* desempenha um papel importante
no metabolismo 6sseo, interagindo diretamente com as integrinas das células osteobléasticas,
que sdo responsaveis pela adesdo e estabilidade celular sua deficiéncia esta diretamente
associada disturbios como a osteoporose (Zreigat et al. 2002; Cacciotti 2017). O fon Mg?*
participa de processos importantes para o reparo tecidual como adeséo e estabilidade, além de
estimular a proliferacdo, diferenciacdo e mineralizagdo da matriz extracelular de células
Osseas (Fernandes et al. 2016). O Mn?* participa da remodelacdo da matriz extracelular
(Luthen et al. 2007), mineralizagdo 6ssea (Torres et al. 2014) e adesdo celular por meio da
ativacdo de integrinas (Llthen et al. 2007; Sopyan et al. 2011).

A adicdo de dxidos metélicos em substituicdo ao CaO, em compostos vitreos, pode
produzir modificacbes em sua estrutura, solubilidade, estabilidade térmica e no
comportamento de dissolucdo (Jones 2015a; Lé&zaro et al. 2014; Lee and Knowles 2017;
Hoppe, Gildal, and Boccaccini 2011; Gentleman et al. 2010). Além disso, modificacdes
composicionais podem influenciar na bioatividade dos vidros bioativos (Chen et al. 2010;
Verne et al. 2015).

Diante dos fatos o presente estudo propds modificacdes no sistema vitreo ternério
conhecido como 77S (80%SiO, — 16%Ca0 — 4%P,0s em % molar), com a substituicdo
parcial do CaO por ZnO, MgO e MnO de forma individual e simultanea, e avaliou os efeitos
dessa substituicdo sobre a bioatividade e citotoxicidade. O vidro bioativo 77S foi escolhido
como material controle por ter sua bioatividade comprovada em diversos trabalhos (Zhong,
Greenspan, and Corporation 2000; Jones 2015b; Rad and Behnamghader 2016; Berardo et al.
2013).

2. METODOLOGIA
2.1 Sintese dos materiais

Os materiais foram preparados pelo método sol-gel. Inicialmente, foram adicionados
81,96 mL de tetraetilortossilicato (TEOS) a 85,5 mL de alcool ético absoluto e a mistura foi
deixada em agitacdo por 30 min. Em seguida, adicionaram-se 26,46 mL de agua deionizada
para a hidrolise acida de TEOS e 1,2 mL de acido acético, o catalisador da reacdo, e a solucdo
foi deixada sob agitacdo durante 60 min. Na sequéncia foram adicionados 6,09 mL de
trietilfosfato e 17,1 g de nitrato de célcio tetraidratado, sob agitagdo continua por 60 min cada
(Pope and Mackenzie 1986). A mistura foi armazenada em recipientes fechados durante 5
dias a temperatura ambiente para permitir a formagéo do gel. Em seguida, o gel foi aquecido
em duas etapas para promover a eliminacdo da dgua e subprodutos da reagdo: 1) a 60°C por
72 he2)a120°C por 48 h.

Apbs secagem, o material (xerogel) foi triturado e, posteriormente, peneirado (Mesh 325)
para obtencdo na forma de po. Pastilhas com dimensdes de 9,0 mm de diametro e 1,5 mm de
altura foram produzidas a partir do xerogel em pé por prensagem uniaxial a 462,14 MPa. Por
ultimo, as amostras na forma de pastilhas foram tratadas termicamente a 700°C por 2 h (taxa
de aquecimento 10°C/min).

Os sistemas de vidro modificado foram preparados conforme metodologia descrita
anteriormente, porém, o CaO foi parcialmente substituido por outros 6xidos (ZnO, MgO e
MnQ) de forma individual ou em combinacdo (Tabela 1). Todos os reagentes usados como
precursores foram obtidos com grau analitico > 98%.
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Tabela 1. Composicdo nominal dos biovidros produzidos neste trabalho.

Amostra Composicdo (% em mol)

SiO; P20s CaO MnO Zn0O MgO
BV 80 4 16 - - -
BV+Mn 80 4 10 6 - -
BV+Zn 80 4 10 - 6 -
BV+Mg 80 4 10 - - 6
BV+3M 80 4 10 2 2 2

2.2 Teste de bioatividade

Para avaliar a bioatividade dos biovidros (dissolucdo/precipitacdo) utilizou-se uma
solucéo do tipo Kokubo (Kokubo and Takadama 2006), conhecido comumente como fluido
corporal simulado (SBF), sendo este similar a fase inorganica do plasma sanguineo. Como a
maioria dos enxertos de vidros bioativos existentes é usada na forma de granulos e pastilhas
porosas, € ndo de pd, os testes de bioatividade foram realizados usando pastilhas obtidas do
p6é do material. As pastilnas foram preparadas por prensagem uniaxial a 462,14 MPa e
posteriormente foram tratadas termicamente a 700°C por 2 h (taxa de aquecimento
10°C/min). A érea superficial aparente das pastilhas foi utilizada para estimar o volume do
fluido de imersédo de acordo com a Eqg. (1) a seguir (Kokubo and Takadama 2006):

__5a

VE= 1 Eq. (1)

onde Vs € o volume (mL) de SBF usado e S, a area (mm?) aparente da superficie da amostra.
De acordo com as dimensdes das pastilhas, o volume necessario calculado foi de 17 mL.

Para tanto, as amostras (pastilhas) foram imersas em SBF nos tempos de 1 e 7 dias. Apds
a imersdo, as amostras foram lavadas com &gua destilada e secas a 120°C/24h.

As transformacgdes morfoldgicas nas superficies das pastilhas ocorridas durante a imerséo
em SBF foram acompanhadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e
espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) num microscépio JEOL 5700. Por
serem ndo condutoras, as amostras foram metalizadas com carbono e posteriormente
observadas no modo de elétrons secundarios a 5 kV. Para as analises EDS, a tensdo foi
aumentada para 15 kV. Os testes foram realizados em triplicata.

As concentracdes de Si, Ca, P, Zn, Mg e Mn presentes em SBF ap0s os tempos de
imersdo foram analisadas por espectrometria de emissdo atdmica por plasma acoplado
indutivamente (ICP-OES), utilizando o equipamento Varian 720-ES.

2.3 Teste de citotoxicidade

A viabilidade celular foi avaliada através do método colorimétrico do MTT {brometo de
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil-tetrazdlio]}. Osteoblastos humanos da linhagem MG-
63, cedidos pela Universidade Federal Fluminense do Rio de Janeiro, foram utilizados para
avaliar a citotoxicidade in vitro das amostras. As células foram cultivadas em meio de cultivo
(DMEM) (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab), 1% de L-glutamina
e 1% penicilina/estreptomicina, e mantidas em incubadora (LS Logen) com atmosfera
umidificada (37°C, e 5% de CO,).

Antes do ensaio as pastilhas de biovidro foram esterilizadas em estufa a 180°C por 120
minutos (Kido 2015).

Inicialmente, as amostras foram alocadas em placas de cultura de 24 po¢os e expostas a
1000 pL de meio de cultura suplementado por um periodo de durante 2 horas para adesdo das
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proteinas e aclimatacdo das amostras. Posteriormente o meio foi retirado e cerca de 10°
células suspensas em 20 pL de meio de cultura foram inoculadas no centro do material ¢ em
pogos vazios para servirem de controle. Trinta minutos apds a inoculagdo adicionou-se 1000
puL de meio de cultura em cada um dos pogos, ¢ as placas de cultura foram entdo incubadas a
37°C em atmosfera contendo 5% de CO2 por 24 horas. Decorrido esse tempo, 0 meio de
cultura foi removido, e adicionado 500 pL de MTT (Sigma-Aldrich). As amostras foram
recolocadas na incubadora por 3 horas, tempo previsto para 0 MTT ser clivado. Na sequéncia
o MTT foi retirado e 500 uL de isopropanol acidificado foi adicionado, por um periodo de 10
minutos para a dissolugédo dos cristais de formazan. A leitura da absorbancia foi feita em um
leitor de microplacas (Synergy H1 Multi-Mode Reade) com um filtro de 570 nm. Como
controle positivo (citotoxico) do experimento, células foram inoculadas diretamente na placa
e posteriormente adicionou-se uma solucdo de 100% de Triton X-100 e como o controle
negativo (ndo citotdxico) células foram inoculadas na placa e depois foi adicionado DMEM
(Lupu and Popescu 2013; Yang et al. 2015).

2.4 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram feitas utilizando o programa GraphPad Prisma 5.0 e os
resultados foram expressos como a média + desvio padrdo. A significancia estatistica dos
dados obtidos foi avaliada através de analise de variancia ANOVA seguido de correcdo por
teste de comparacGes multiplas de Tukey para comparar os grupos. A diferenca estatistica foi
considerada significativa quando p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 BIOATIVIDADE

Pelas imagens obtidas por MEV (Fig. 1) é possivel observar que a superficie do vidro
bioativo controle (BV) foi completamente modificada apds imersdo em SBF. Ap6s 7 dias de
imersdo é possivel observar a presenca de aglomerados globulares depositados na superficie,
sugerindo a formacdo de uma camada de hidroxiapatita (Caldas, Silva, and Araujo 2018). As
amostras em que o CaO foi substituido pelos 6xidos metélicos ndo apresentaram modificacdes
significativas na superficie, indicando que a adi¢do dos Oxidos interferiu na dindmica de
dissolucao/reprecipitacdo dos materiais.

A bioatividade de vidros bioativos com adi¢cdo de ZnO apresenta resultados controversos.
Por um lado alguns estudos ja demonstraram que a presenca de ZnO na composicdo de vidros
bioativos tende a facilitar a formacdo da camada de hidroxiapatita em sua superficie apos
imersdo e SBF, dessa forma melhorando sua bioatividade (Lusvardi et al. 2008; Hoppe,
Guldal, and Boccaccini 2011). Por outro lado, outros estudos j& demonstraram que a adigéo de
ZnO prejudica a dinamica de dissolugéo dos vidros bioativos, inibindo a formagéo da camada
de hidroxiapatita em sua superficie (Aina et al. 2007; Haimi et al. 2009). Também ja foi
demonstrado que a substituicdo de CaO por ZnO reduz a taxa de degradacdo dos vidros
bioativos, 0 que acaba retardando a formagdo da camada superficial de hidroxiapatita
(Balamurugan et al. 2007).
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Figura 1. Imagens de MEV das superf|C|es das amostras antes e apésle 7 dlas de imerséo em
SBF. Ampliag&o: 1.000 x; barra = 10 pm.

Comportamento semelhante ao citado anteriormente pode ser observado para as amostras
contendo MgO. O MgO pode atuar tanto como modificador de rede como formadores de rede,
e dessa forma influenciar na dissolucéo e bioatividade in vitro dos vidros bioativos. Estudos
apontam que, a depender da concentracdo, 0 MgO pode prejudicar o crescimento de cristais
de apatita (Pereira et al. 2004; Karakassides, Saranti, and Koutselas 2004; Moya et al. 1994).
O mesmo ja foi descrito para a substituicdo de CaO por MnO (Barrioni et al. 2017; Torres et
al. 2014).

As analises de EDS (Fig. 2) confirmam os achados observados nas imagens de MEV,
onde apenas a amostra BV sofreu alteragdes no perfil dos elementos presentes em sua
superficie, condizentes com 0 que se espera observar em uma amostra com precipitacdo de
hidroxiapatita, apds imersdo em SBF. Isso fica demonstrado pelo aumento abrupto nos
contetidos de Ca e P na amostra BV e diminuicdo substancial de Si, indicando a deposi¢édo do
fosfato de célcio na superficie acaba bloqueando a deteccao de Si.
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Figura 2. Analise de EDS das amostras antes e ap0s a imersdao em meio SBF ao longo de 7
dias.
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Para complementar os resultados anteriores a concentracdo (ppm) de espécies libertadas
apos a imersdo das pastilhas de vidro bioativo em SBF foi monitorizada utilizando
espectroscopia ICP-OES (Fig. 3).
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Figura 3. Concentrag¢fes dos ions Si, Ca, PO, Zn, Mg e Mn no meio SBF antes e apés a
imersdo das amostras de vidro bioativo por 1 e 7 dias.

As mudancas na composicdo do SBF durante o teste de bioatividade in vitro podem ser
usadas como um método indireto para compreender 0s processos que estdo ocorrendo na
superficie do vidro. Primeiro, como o vidro € parcialmente sollvel, espera-se que ocorra um
aumento inicial nos ions Si, Ca e P na solugdo. Assim, a camada de apatita pode se formar na
superficie do vidro bioativo como consequéncia da difusdo de ions Ca?* do vidro, formando
uma camada de silica amorfa e posterior migracdo de ions POs* e Ca?" para a interface
(Barrioni et al. 2017). Além disso, os grupos Si-OH na superficie do vidro bioativo também
podem induzir a nucleacao heterogénea de apatita (De Oliveira et al. 2013).

O meio SBF n&o possui SiO4* em sua composicdo, portanto a deteccdo desse ion no meio
esta associada a dissolucdo dos vidros bioativos. As reagdes de dissolucdo comegcam logo
apos a imersdo do vidro bioativo em SBF, através da reacdo entre a agua e as unidades
tetraédricas de SiO4 das cadeias de silicato. A ruptura induzida pela hidratacdo dessas cadeias
de silicato causa a liberacéo de SiO4* solivel ou mesmo de pequenas cadeias no meio (Lazaro
et al. 2014). Analisando a concentracio de SiOs* ap6s a imersdo das amostras no meio
podemos observar que para o primeiro dia as amostras apresentaram similaridade. Todavia,
apos sete dias a amostra BV teve uma substancial diminuicdo nos niveis de SiO4* quando
comparada com as outras amostras, provavelmente em virtude da precipitacdo de
hidroxiapatita em sua superficie, o que acaba dificultando a liberagdo de SiO4* para 0 meio.
Sem deposicao de hidroxiapatita, as superficies ficaram expostas e consequentemente sofrem
maior dissolucdo, liberando mais SiOs* para o meio.

As concentrages de Ca?* e PO> diminuiram consideravelmente no meio contendo a
amostra BV ao longo do tempo, demonstrando que esses ions foram precipitados na superficie
da amostra. Tal comportamento ndo se repetiu para as outras amostras, levando mais uma vez
a percepcdo de que a substituicdo de CaO pelos outros O6xidos metélicos provocou alteragdo
na dindmica de dissolu¢do dos materiais. A adi¢do de ions modificadores na rede vitrea
produz uma precipitagio mais lenta de Ca** e PO.> na superficie dos materiais,
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provavelmente devido a competicdo entre esses ions em solucdo com as espécies de fosfato
(Bejarano, Caviedes, and Palza 2015).

Quando se observa a liberacdo dos ions metalicos (Zn?*, Mg?* e Mn?*) nota-se a presenca
do Mg?* em todas as amostras, visto que 0 mesmo esta presente no meio SBF mesmo antes da
imersdo das amostras. No decorrer dos dias podemos observar que os ions metalicos estdo
sendo liberados para o meio. Dos ions em estudo, 0 Zn?* foi 0 que mais permaneceu na rede
do vidro, indicando uma maior forga de ligagdo do mesmo com a rede.

4.2 CITOTOXICIDADE

Os resultados da viabilidade celular apds o contato de 24 horas das células com os
materiais estdo representados na Fig. 4. Para a metodologia adotada, quanto maior os valores
de absorbancia (570 nm) maior o numero de células vivas e, por conseguinte, menor a
citotoxicidade.

Comparando o controle negativo com os materiais em estudo, fica demonstrado que 0s
mesmos nao apresentam toxicidade aparente para as células. Além disso, as amostras BV e
BV+Mg apresentam valores de absorbancia significativamente mais elevados que o controle
negativo, indicando que em um periodo de 24 horas essas amostras apresentavam uma maior
densidade celular. As demais amostras ndo tiveram diferenga significativa quando
comparadas com o controle negativo. Quando se compara as amostras de vidro bioativo com
substituicdo de CaO pelos 6xidos metalicos com a amostra controle BV podemos observar
que ocorre diferenca significativa para as amostras BV+Zn e BV+Mg. No caso da amostra
BV+Zn ocorreu uma diminuigdo significativa da absorbancia em relacdo a BV, indicando
uma menor quantidade de células vivas ap0s as 24 horas do ensaio. J& para a amostra BV+Mg
ocorre um aumento significativa da absorbancia em relacdo a BV, indicando um aumento no
guantitativo de células. As amostras BV+Mn e BV+Zn/Mg/Mn ndo tiveram diferenca
significativa quando comparadas a BV. Com essa analise podemos demonstrar que oS
materiais produzidos ndo apresentam toxicidade para as células ap6s o contato de um dia.
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Figura 4. Teste de citotoxidade das amostras de vidro bioativo. * Diferenca significativa (n =
10; p < 0,05) do controle (+) em relagdo aos demais grupos, ** diferenca significativa do
controle (-) em relagdo as amostras de vidro bioativo e *** diferenca significativa de BV em
relacdo as amostras com adicao dos 6xidos metalicos.

Estudos ja demonstraram que adi¢do individual de ZnO, MgO e MnO em vidros
bioativos na concentragéo utilizada nesse estudo ndo produziram toxicidade aparente para as
células (Balamurugan et al. 2007; Oki et al. 2004; Barrioni et al. 2017; Lusvardi et al. 2008).
Ao associar o resultado de citotoxicidade com os de bioatividade podemos sugerir que as
amostras com adicdo dos oOxidos metalicos, mesmo sem formacdo de hidroxiapatita na
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superficie, ndo influenciaram negativamente o comportamento celular ap6s 24 horas de
contato com o material, exceto para a amostra BV+Zn, em que ocorreu uma reducao
significativa de células vidveis quando comparada com BV. Em contrapartida, a amostra
BV+Mg obteve resultado significativamente superior a BV, mesmo sem o desenvolvimento
de uma camada de hidroxiapatita na superficie. Isso pode indicar um efeito positivo
proveniente da acdo dos ions metalicos sobre as células, pois apesar de ndo formarem camada
de apatita as amostras BV+Mg, BV+Mn e BV+Zn/Mg/Mn continuam com viabilidade em
igual nivel ou superior a amostra BV. Isso demonstra que esses elementos tiveram um efeito
positivo na viabilidade, equiparavel a formacéo da camada de hidroxiapatita presente em BV.
Esses resultados expressam a necessidade de estudos mais aprofundados para avaliar com
maior clareza o efeito dos ions metalicos sobre as células.

4. CONCLUSOES

Diante dos resultados fica evidente que a adicdo dos Oxidos prejudicou a formacdo da
camada superficial de hidroxiapatita e, consequentemente, reduziu a bioatividade dos
materiais. No entanto, 0 ensaio de citotoxicidade ndo demonstrou toxicidade aparente, mesmo
se 0s oxidos reduziram a bioatividade dos vidros. Isso demonstra que o efeito dos ions
metalicos sobre as células pode se sobrepor ao efeito da presenca de hidroxiapatita. Outros
estudos estdo sendo realizados para confirmar o efeito dos 6xidos sobre o comportamento
celular.
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EFFECT OF ZnO, MgO AND MnO OXIDES ON THE BIOACTIVITY
AND CYTOTOXICITY OF A SiO2-CaO(MO)-P.0s SYSTEM
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Abstract. Bivalent ions Zn?*, Mg?* and Mn?* play an important role in the activation of signaling cascades
associated with bone regeneration by already differentiated osteoprogenitor cells or even osteoblasts. The
isolated effects of each of these ions are described in the literature, but the combined effects of the simultaneous
addition of these ions on structural modifications, solubility, thermal stability, bioactivity and in vitro
cytotoxicity of bioactive glasses are little explored. In this context, the present study aimed to evaluate the effects
of simultaneous replacement of CaO by oxides ZnO, MgO and MnO on their bioactivity and cytotoxicity,
according to the composition (mol%): 80%Si0,-(16% - x)Ca0-x%MO-4%P,0s.. As a result it was observed that
the addition of oxides reduced the bioactivity of the materials, however, the cytotoxicity assay showed no
apparent toxicity. This demonstrates that the effect of metal ions on cells may overlap with the effect of the
presence of hydroxyapatite.

Keyword: Bioactive glasses, MnO, ZnO, MgO, Bioactivity, Cytotoxicity
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