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RESUMO

Dois vidros bioativos (58S-A e 58S-B) foram sintetizados pelo método sol-gel com
diferentes momentos de adicdo de nitrato de célcio em relacdo aos alcéxidos. A
caracterizacdo dos vidros incluiu analises de area de superficie, raio e volume de
poros via sor¢cao/dessor¢cdo de nitrogénio com areas de superficie de 28,03 m?/g para
58S-A e 49,15 m?qg para 58S-B, com volumes de poros de 0,18 e 0,23 cm?/g,
respectivamente. Os testes de adsor¢ao foram realizados pela imersao dos vidros em
solucdo de albumina sérica bovina (BSA) 1000 pg/L e a capacidade de adsorcdo
resultou em 32,2 ug/g para 58S-A e 34,4 ug/g para 58S-B. O vidro com maior area de
superficie (58S-B) adsorveu mais proteinas, entretanto, a quantidade adsorvida por
area foi menor devido ao tamanho dos poros em relacéo a albumina. A microestrutura
influenciou a adsor¢éo, ressaltando a importancia de estudar rotas de sintese que

levam a formacé&o de microestruturas distintas.
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1. INTRODUCAO

A adsorc¢éo de proteinas em vidros bioativos, ao criar uma camada prévia que
interage com as células, é crucial para 0 aumento da resposta biologica do biomaterial.
Essa adsorcao pode ser diretamente afetada pela microestrutura e composi¢cado da
superficie do vidro bioativo [1]. Os vidros bioativos fazem parte da classe das
bioceramicas mais usadas em reparos 0sseos. Isso ocorre devido a sua capacidade
de inducéo da formag&o de hidroxiapatita quando implantados no corpo humano [2].
A formagdo de hidroxiapatita é um dos fatores mais importantes na definicdo de
biocompatibilidade de um material para reparo 6sseo, assim como a sua capacidade
de adsorcao de proteinas [3].

No corpo humano, a albumina é uma das primeiras proteinas a adsorverem na
superficie de biomateriais devido ao seu tamanho reduzido (4 nm) [4]. Essa adsorcéo
prévia tende a definir, muitas vezes, o comportamento biolégico posterior a adesao,
proliferagcéo e diferenciagéo celular sobre esses biomateriais [5,6].

Xue et al. [7] relacionam o aumento da adsorg¢ao de albumina com o aumento
da area de superficie dos vidros bioativos. A alteracdo na topografia da superficie,
incluindo a nanoporosidade, provoca mudancas na area de superficie especifica,
densidade de carga e reatividade, influenciando de maneiras distintas a estrutura das
proteinas adsorvidas em vidro bioativo e outros biomateriais.

Thamma et al. [1] sintetizaram vidros nanoporosos com composicado de 30%
em mol de CaO e 70 % em mol SiO2 que apresentaram quatro microestruturas
diferentes de camada hidroxiapatita/hidroxiapatita carbonatada (HA/CHA) com
diferentes tamanhos de nanoporos (6, 15, 31 e 34 nm), mas com area de superficie
especifica semelhante, no entanto, autores ndo conseguiram correlacionar
estatisticamente a porosidade com a quantidade adsorvida.

Maciulis et al. [8] indicam que poros de 39 + 5 nm s&o capazes de reter 400

vezes mais albumina no seu interior do que no sobrenadante e que, para esse
tamanho de poros, o processo de lavar a superficie do material é capaz de lixiviar 75%
da proteina. Jansson & Tengvall [9] testaram a adsor¢do da albumina em titanio liso e
poroso (200 a 300 nm) e indicaram que a adsor¢cao na superficie porosa apresentou
um aumento de 2 a 11 vezes em relacdo a superficie lisa.

Kondo et al. [10] indicam que existe uma dificuldade em adsorver albumina em

pequenos poros (até 30 nm), pois a reducao da porosidade do material tende a reduzir
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a adsorcao de albumina. Poros de até 30 nm tendem a dificultar a adsor¢cdo enquanto
gue poros superiores a este valor tendem a facilitar a adsorcéo. Poros grandes, acima
de 70 nm também tendem a reduzir a adsor¢do. Assim, poros na faixa de 30 a 70 nm
em diametro tendem a ter valores de adsorgéo maior.

A sintese de superficies capazes de atrair proteinas especificas, com melhor
adesdao celular ainda é um desafio [11], visto que o controle vai além de manter a
composi¢do quimica do material, sendo fundamental controlar também a formacéo de
poros e do desenvolvimento da topografia da superficie.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi estudar como os parametros
morfolégicos de superficie (area superficial e distribuicAo de tamanho de poros)
podem afetar a adsor¢ao de albumina em dois vidros do tipo 58S. A compreensao de
como a microestrutura dos vidros bioativos pode afetar a adsor¢do de albumina
permitira o desenvolvimento de vidros com controle de porosidade e area de
superficie, de forma a melhorar a adsorcdo de proteinas e ter uma regeneragéo

tecidual mais eficiente.
2. MATERIAIS E METODOS

2.1. MATERIAIS E REAGENTES

Tetraetilortosilicato (TEOS, Si(OC:2Hs)4, Sigma, >98%), acido nitrico (HNOsg,
Dinamica, 65%), TEP (trietil fosfato, OP(OC:Hs)3, Sigma, >99,8%), nitrato de calcio
tetrahidratado (Ca(NO3)2.4H20, Sigma Aldrich, >99%) e albumina sérica bovina (BSA,
Sigma Aldrich - 98%).

2.2. METODOS
2.2.1. SINTESE DOS VIDROS 58-S
Os vidros bioativos 58S foram sintetizados de acordo com a metodologia
descrita no trabalho de Oliveira et al. [3].
2.2.1.1. Sintese 58S-A

48,7 mL de &cido nitrico (0,1 mol/L) foram adicionados a 22,7 mL de TEOS, e
agitados (300 rpm) por 60 min em temperatura ambiente até a completa hidrélise e
policondensacdo. Em seguida, 4,5 mL de TEP foram adicionados a solucéo e agitados

por 45 min. Por fim, 13,31 g de nitrato de célcio tetrahidratado foram adicionados a
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solucéo e agitados por 60 min para completar as reagcfes. O procedimento durou 165
minutos e a solucéo obtida (sol) foi mantida Placa de Petri fechada a temperatura
ambiente (23 °C) por 9 dias para permitir a formacéo do gel. O gel resultante foi seco
a 60 °C e 120 °C por 72 e 48 h, respectivamente. Apds a secagem, o material poroso
(xerogel) foi moido em almofariz com pistilo de agata e peneirado para obtencéo de
particulas <177 ym (80 mesh). O material foi calcinado a 700 °C em mufla JUNG J300

e armazenado em dessecador.

2.2.1.2. Sintese 585-B

Todos os reagentes (TEOS, TEP e nitrato de calcio tetrahidratado) foram
adicionados simultaneamente a 48,7 mL de acido nitrico 0,1 mol/L com as mesmas
propor¢des descritas no item 2.2.1.1. A solucao foi agitada a temperatura ambiente
durante 165 min. As etapas posteriores a formacéo do gel também foram idénticas a

metodologia descrita no item 2.2.1.1.

2.2.2. SORCAO E DESSORCAO DE N2

O pré-tratamento das amostras foi realizado com aproximadamente 0,5 g de
cada po de vidro em estacédo de degasagem a 150 °C sob vacuo por 1 h e 30 min. A
adsorcéo/dessorcdo de nitrogénio foi realizada em equipamento Quantachrome
(NOVA-1200e) a 77 K na faixa P/Po (0,05 a 0,99 com 30 pontos). As areas de
superficie dos vidros (58S-A e 58S-B) foram determinadas pelo método Brunauer-
Emmett-Teller (BET). Ja os volumes e raios de poros foram determinados pelo método
Barrett-Joyner-Halenda (BJH). As distribuicbes de area de superficie e volume de
poros foram correlacionadas com o raio de poros de acordo com a Teoria do Funcional
da Densidade (DFT).

2.2.3. ADSORCAO

O teste de adsorcao de albumina bovina seguiu a seguinte ordem experimental:
(I) preparo de uma solugéo estoque: solugdo de Albumina Sérica Bovina (BSA), (ll)
preparo do complexante, (lll) teste de adsor¢do por 24 h e (IV) tratamento de dados
obtidos.
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223.1. PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE: BSA DE 1000 ug/mL

A solugao estoque de 1000 ug/mL foi preparada com 0,25 g de BSA dissolvida
em 250 mL de solugédo de NaCl 0,85%, essa metodologia foi baseada no trabalho de
Doumas et al. [12]. As concentra¢des de 250, 500, 750 ug/mL foram preparadas

através da diluicdo de aliquotas da solugao estoque.
2.2.3.2. PREPARO DO COMPLEXANTE: BIURETO

Em um béquer de 600 mL foram dissolvidos 1,5 g de sulfato de cobre
pentahidratado (CuS04.5H20), 4,5 g de tartarato de sédio e potassio tetrahidratado
(KNaC4H406.4H20) e 2,5 g de iodeto de potassio (KI) em 250 mL de agua destilada
sob agitacao a 500 rpm. Apds a completa solubilizagdo, foram adicionados 50 mL de
uma solugéo 0,6 mol/L de NaOH. A mistura foi transferida para um baldo volumétrico
de 500 mL e avolumada. Logo em seguida, foi transferida para um frasco de polietileno
coberto com papel aluminio e armazenado com auséncia de luz, conforme

metodologia descrita por Doumas et al. [12].

2233. TESTE DE ADSORCAO DE BSA NA SUPERFICIE DOS VIDROS
BIOATIVOS

O teste de adsorgao de albumina e as equagdes usadas para o tratamento de
dados foram feitas de acordo com as etapas ja descritas em trabalho anterior realizado
pelo grupo de pesquisa [3], no qual 100 mg de cada vidro bioativo (58S-A e 58S-B)
foram adicionadas a 10 mL de uma solugéo de BSA 1.000 ug/mL, individualmente, e
mantidos em temperatura ambiente por 24 horas em triplicata. Apds este tempo, 5 mL
do sobrenadante foram colocados em contato com 5 mL da solugao de biureto para
complexacdo. As amostras permaneceram em repouso por 10 min antes de cada
medida com espectroscopia UV-Vis a 555 nm, cada ensaio foi realizado em triplicata

com um total de 9 medidas para cada vidro sintetizado.

2.23.4. CURVA DE CALIBRACAO E TRATAMENTO DE DADOS

A curva de calibragao foi construida com base no comprimento de onda de
maior absor¢ao para a albumina, com leitura a 555 nm das solugbes de BSA com
concentragdes de 0, 250, 500, 750 e 1000 pg/L determinadas por UV-Vis de acordo

com a Equagao 1 com r?= 0,99.
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Cs = {Abs=017) (Eq. 1)

0,0001

A concentragado de albumina adsorvida nos vidros bioativos foi determinada
pela diferenga entre a concentragao inicial e a concentragao no sobrenadante, levando
em conta o volume da solugdo e a massa dos vidros. As quantidades de proteinas
adsorvidas (ug) por grama de vidro e por area superficial (ug/m?) foram calculadas,
com os resultados expressos como média + desvio padrao (n = 3). A significancia
estatistica foi avaliada por ANOVA seguida pelo teste de Tukey, considerando p > 0,05

como né&o significativo.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A é&rea superficial e porosidade dos vidros 58S foi modificada pela ordem de
adicdo dos precursores na sintese. A Figura 1 mostra que os vidros 58S apresentam
curvas de sorcao N2 distintas, com histerese do tipo H1 para o vidro 58S-A e uma

mistura entre H1 e H2-b para o vidro 58S-B [13].

Figura 1: Sorcao e dessorgao de N> dos vidros 58S-A e 58S-B.
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A histerese do tipo H1 indica a formacdo de um material com mesoporos
ordenados, ja o tipo H2-b esta associado a presenca de poros que estdo bloqueados

e tem formato de garrafa [13].
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A Tabela 1, indica os valores de area de superficie calculados pelo método BET
para ambos os vidros. A area de superficie do vidro 58S-B, aquele em que todos os
reagentes foram adicionados simultaneamente, foi de 49,15 m2/g. Esse valor é
57,02% maior que a area do vidro em que os reagentes foram adicionados

separadamente na sintese (58S-A).

Tabela 1: Parametros de area de superficie (BET), volume e raio de poros (BJH).

Parametros 58S-A 58S-B
Area de superficie (BET, m?/g) 28,025 49,147
Volume de poros (cm3/g) 0,180 0,225
Raio de poros (A) 83,728 24,950

Os valores de area superficial e volume de poros foram correlacionados com a
largura do poro a meia altura de acordo com os calculos da Teoria do Funcional da

Densidade (DFT) e sao apresentados na Figura 2.

Figura 2: Distribuicdo de area superficial e volume de poros vesus raio de poros
obtidos por DFT.
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O vidro 58S-A apresenta uma distribuicdo de poros predominante acima de 2

nm, enquanto que o 58S-B exibe uma quantidade significativa de poros menores que
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2 nm. A distribuicdo da area de superficie e de volume de poros apresenta maior valor
acumulado para poros proximos a 2 nm no vidro 58S-B e valores entre 4-6 nm para o
vidro 58S-A. O ensaio de adsorcao de albumina foi realizado através da imersao de
100 mg de vidro bioativo com uma solugéo de 1000 ug/L de albumina bovina. A Figura

3 indica o teor de proteina adsorvida por grama de vidro bioativo.

Figura 3: Quantidade de albumina adsorvida por grama de vidro bioativo (ug/g).
Legenda: *p < 0,05 como significativo.
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Os resultados indicam que 0 58S-B apresenta uma maior adsorcao de albumina
por grama de vidro e maior area de superficie. Para avaliar se a adsorcao da proteina
pode estar ligada diretamente a topografia da superficie, foram realizados calculos
correlacionando a concentracdo de albumina adsorvida por area de vidro bioativo e

apresentada na Figura 4.

Figura 4: Quantidade de albumina adsorvida por area de superficie de vidro

bioativo. Legenda: *p< 0,05 como significativo.
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 4 foi possivel inferir que
a area e a porosidade da superficie foram determinantes para uma maior adsorcéo de
proteina no vidro 58S-A. Ao considerar que os dois vidros possuem a mesma
composicado, a adsorcdo de albumina ird depender da nanotopografia e da quimica da
superficie. No entanto, os parametros como area de superficie e raio de poros sao
totalmente distintos.

Através das curvas de distribuicdo de tamanho de poros obtidas por DFT foi
possivel calcular o teor de mesoporos e macroporos em cada vidro bioativo. O vidro
58S-A apresenta 8% de macroporos e 92% de mesoporos, enquanto que o vidro 58S-
B apresenta 3% de macroporos e 97% de mesoporos.

A presenca de 5% a mais de macroporos no vidro 58S-A pode facilitar a
lixiviacdo ou descolamento de parte das proteinas adsorvidas na superficie, mas
também pode favorecer o encapsulamento da albumina no interior dos poros, assim
como foi observado no estudo de Zhang et al. [7], que indicou que a presenca de
mesoporos maiores favorece o encapsulamento da albumina nos poros do vidro
bioativo.

Através da correlacdo entre o método BET e as concentracfes determinadas
via UV-vis, as areas superficiais calculadas para das amostras 58S-A e 58S-B
apresentados na Tabela 1 indicam que o vidro 58S-B apresentou porosidade e area
superficial muito mais elevadas do que o vidro 58S-A.

Ao correlacionar os valores de area de superficie de 28 e 49 m?/g,
respectivamente, para os vidros 58S-A e 58S-B com a quantidade de albumina
adsorvida, foi possivel confirmar que a presenca de poros maiores tende a facilitar a
adsorcao da albumina e o seu encapsulamento. A diferenca entre a rugosidade dos
vidros formados indica uma distin¢do na porosidade da superficie, o que pode afetar

diretamente na adsorgéo.

4. CONCLUSOES

O vidro 58S-B apresentou maior distribuicdo de poros com raios proximos de 2
nm que teve efeito no aumento da area de superficie e, consequentemente, maior
adsorcdo de albumina. No entanto, mesmo considerando um vidro de mesma
composicdo, a porosidade da superficie apresentou capacidade de adsorcédo de
albumina divergente, o que indica a importancia de se estudar as microestruturas dos

vidros e as rotas de sintese que levam a formacgao dessas microestruturas distintas.
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EFFECT OF THE MICROSTRUCTURE OF 58S BIOGLASS ON ALBUMIN
ADSORPTION

ABSTRACT

Two bioactive glasses (58S-A and 58S-B) were synthesized via the sol-gel method
with different timings for the addition of calcium nitrate relative to the alkoxides. The
characterization of the glasses included analyses of surface area, pore radius, and
pore volume via nitrogen adsorption/desorption, with surface areas of 28.03 m2/g for
58S-A and 49.15 m?#g for 58S-B, and pore volumes of 0.18 and 0.23 cm?3/g,
respectively. The adsorption tests were performed by immersing the glasses in a
bovine serum albumin (BSA) solution (1000 pg/L), and the adsorption capacities were
32.2 ug/g for 58S-A and 34.4 ug/g for 58S-B. The glass with a larger surface area
(58S-B) adsorbed more proteins; however, the amount adsorbed per unit area was
lower due to the pore size relative to the albumin. The microstructure influenced the
adsorption, highlighting the importance of studying synthesis routes that lead to distinct
microstructures.

KEYWORDS: albumin, adsorption, bioactive glass, microstructure.
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