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RESUMO

A busca por materiais que auxiliam na regeneragdo 0ssea estd em constante progresso, pois lesoes
6sseas envolvem traumas, infeccOes, doengas e envelhecimento, podendo causar complicagdes
graves e perda de funcionalidade. Os biomateriais s&o utilizados com a finalidade de estimular a
formacdo de tecido ésseo, melhorar a cicatrizagdo Gssea e reestruturar os tecidos ao redor dos
implantes. O processo sol-gel é uma técnica de sintese de materiais que utiliza a hidro6lise e
condensacdo de precursores inorganicos em solucdo aquosa, que se apresenta como um método
promissor para obtencdo de biomaterias. Assim, o0 objetivo desse estudo foi sintetizar hibridos de
silica contendo colageno e trietil-citrato (TEC), atraves do processo sol-gel, seguido da adi¢do de
sinvastatina (SIN), buscando obter um material com propriedades fisico quimicas adequadas para
aplicagdo na regeneragdo Ossea. Além disso, este propdsito ainda ndo foi reportado na literatura
em trabalhos envolvendo a obtencdo deste sistema através do processo sol-gel. Por isso, 0s
hibridos de silica contendo variagfes de 2%, 5% e 8% de colageno foram caracterizados por
espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR), analise
termogravimétrica (TG), calorimetria exploratoria diferencial (DSC), ensaio mecéanico de
compressdo, difracdo de raios X (DRX) e microscopia eletrbnica de varredura (MEV).
Macroscopicamente e pelas imagens MEV, verificou-se que a presenca de diferentes
concentracdes de colageno interferiu na distribuicdo morfolégica dos hibridos de silica, onde foi
possivel observar irregularidades e heterogeneidade na superficie dos hibridos, mais pronunciado
na amostra contendo 2% de colageno. O TEC contribuiu para que a degradacao térmica ocorresse
em maiores temperaturas e a sua incorporacao foi comprovada através dos espectros de FTIR,
porém o carater amorfo do xerogel de silica ndo foi alterado mesmo ap0s esta incorporacdo. O
colageno também influenciou na estabilidade térmica dos hibridos de modo que, em maiores
concentragdes, maior estabilidade térmica era observada. As fibras dispersas do colageno
influenciaram na falta de homogeneidade e regularidades, que foram comprovadas através das
curvas de DSC, ensaio mecénico de compressdo e MEV. A adicédo de SIN foi realizada no hibrido
de silica com melhores propriedades térmicas e mecénicas, o qual continha 8% de colégeno. Este
farmaco foi liberado por completo logo nos minutos iniciais ao ensaio de liberacdo controlada,
n&o sendo possivel definir um perfil de libera¢do. Todavia, o ensaio foi influenciado pela absor¢ao
de coldgeno no mesmo comprimento de onda selecionado para a andlise e os valores de
concentracdo de SIN liberada foram extrapolados. Portanto, os hibridos de silica contendo
colageno e SIN podem ser aplicados em regiGes em que a resisténcia de compressdo mecanica
exigida é baixa, como em defeitos 6sseos, lesGes, desgastes e em preenchimentos como
osteoindutor. A periodontite, uma doenca bucal que leva a perda de massa 6ssea, € uma sugestao

de aplicacéo.

Palavras-chave: Processo Sol-Gel. Colageno. Regeneracio Ossea. Trietil-Citrato.



ABSTRACT

The bone regeneration materials exploring is constantly increasing due to the lesions from
traumas, illness and aging, that can cause serious complications and functionality loss.
Biomaterials are used in order to stimulate bone tissue formation, improve bone healing and
restructure tissues around the implants. The sol-gel process is a material synthesis technique
promoted by the hydrolysis and condensation reactions of inorganic precursors in agueous
solution and it can be effective method for obtaining biomaterials. Thus, the main of this study
was to synthesize silica hybrids containing collagen and triethyl citrate (TEC), through the sol-
gel process, followed by the addition of simvastatin (SIN), looking for a material with suitable
physical and chemical properties for bone regeneration. Furthermore, this system through the sol-
gel process has not been reported in the literature yet. Therefore, the silica hybrids containing
variations of 2%, 5% and 8% of collagen were characterized by Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), thermogravimetric analysis (TG), differential scanning calorimetry (DSC),
assay amplitude mechanics, X-ray diffraction (XRD) and scanning electron microscopy (SEM).
Macroscopically and through the SEM images it was verified the presence of different
concentrations of collagen that interfered in the morphological distribution of the silica hybrids,
where irregularities and heterogeneity on the surface of the hybrids was observed, moreover in
the sample containing 2% of collagen. TEC contributed to the thermal degradation occurring at
higher temperatures and its incorporation was confirmed by FTIR spectra, however the
amorphous character of the silica xerogel was not modified even after this incorporation. Collagen
also influenced the thermal stability of the hybrids, at higher concentrations greater thermal
stability was observed. Collagen dispersive fibers influenced the lack of homogeneity and
regularities, which were proven through the DSC curves, mechanical test of mechanics and SEM.
The addition of SIN was performed on the silica hybrid with better thermal and mechanical
properties, which contained 8% collagen. This drug was completely released in the initial minutes
of the controlled release test, and it was not possible to define a release profile. However, the
assay was influenced by collagen absorption at the same wavelength selected for the analysis and
the released SIN concentration values were extrapolated. Therefore, silica hybrids containing
collagen and SIN can be applied in low mechanical strength regions, such as in bone defects,
injuries, wear and in fillings as an osteoinducer. Periodontitis, an oral disease that leads to loss of

bone mass, is an application suggested.

Keywords: sol-gel process, collagen, bone regeneration, triethyl-citrate.
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1. Introducdo e justificativa

A demanda em pesquisas para obtengdo de novos biomateriais vem crescendo em
virtude da busca por tecidos regenerativos ou de substitui¢cdo, onde a engenharia tecidual
apresenta uma abordagem promissora para cumprir este propdsito. A incidéncia de
traumas, infecgdes e doencas, pode ser mensurada pelos 2,2 milhdes de enxertos 0sseos
utilizados em procedimentos ortopédicos em todo mundo (GIRON et al., 2021). Os
materiais utilizados para esta finalidade sdo destinados a estimular a formacdo de um
novo 0sso, substituindo e regenerando o osso perdido, melhorando a cicatrizagdo dssea e

reestruturando os tecidos ao redor dos implantes.

A regeneracdo Ossea é o processo pelo qual o organismo repara e reconstroi
tecidos 6sseos danificados ou perdidos. O tecido 6sseo € um dos tecidos mais importantes
do corpo, ja que é o responsavel por suportar o peso do corpo, proteger 6rgdos vitais, e
ajudar na locomocéo. Este processo requer um tipo de material que serve de suporte para
ocorrer fixacdo, proliferacdo e diferenciacdo celular. A capacidade de regeneracdo de
enxertos é dimensionada em termos de potencial osteogénico, osteocondutor e
osteoindutor. O potencial osteogénico envolve as células que promovem formacéo 0ssea,
enguanto o osteocondutor se refere ao estimulo do crescimento de células 6sseas em
superficie. JA o potencial osteoindutor é atribuido a estimulacdo de células-tronco
mesenquimais, para que ocorra diferenciacdo em pré-osteoblastos e iniciar o processo de
formacdo 6ssea (ANTONIO et al., 2010).

Os tratamentos médicos para regeneracdo 6ssea incluem a aplicacdo de cimentos
0sseos, enxertos 6sseos, terapia génica, entre outros. O objetivo é ajudar o organismo a
reconstruir o tecido 6sseo danificado ou perdido de forma mais eficiente e rapida, e
reestabelecer sua funcdo. Os materiais mais utilizados para esta finalidade sdo os
biocompdsitos de cerdmica e polimeros, hidroxiapatita sintética, nanotubos de carbono,
entre outros. Estes materiais sdo usados para auxiliar a regeneracdo 0ssea e promover a
cura, além de proporcionar suporte mecanico temporario durante o processo de
cicatrizacdo. Geralmente, estes materiais s&o combinados com células-tronco ou outros

fatores de crescimento para melhorar sua eficécia.

A necessidade de usar materiais para suprir lesdes causadas em 0ssos decorre da
natureza das mesmas. O 0sso é uma parte vital do corpo humano, que desempenha varias

funcBes importantes, incluindo o suporte da estrutura corporal, a protecao de 6rgéos vitais
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e a participacdo na producdo de células sanguineas. Quando o 0sso é lesionado é dificil
repara-lo naturalmente, especialmente se a lesdo for grande ou se houver uma falta de
suprimento de sangue na area afetada. Dessa forma, 0os materiais para substituicdo 6ssea
sdo usados para suprir a lesdo, ajudando a restaurar a estrutura e a fungdo do 0sso. Além
disso, esses materiais também podem ser usados para preencher lacunas 0sseas ou para
sustentar 0 0sso durante o processo de cicatrizagdo. Ao usar materiais de substituicdo
0ssea, € possivel acelerar o tempo de recuperacao e melhorar os resultados a longo prazo

para o paciente.

Por conta da necessidade de tratamentos dessas lesGes degenerativas,
anteriormente citadas, as pesquisas impulsionam o desenvolvimento de novos métodos
para obtencdo de biomateriais. Consequentemente, novas rotas de sinteses estdo sendo

consideradas, em especial, 0 uso da ciéncia do sol-gel para atrair aplicaces biomédicas.

O processo sol-gel implica na sintese de materiais em condic¢des brandas, sendo
possivel gerar produtos de diferentes tamanhos e formas, devido a obtencdo direta de
materiais com multicomponentes e sem utilizar tecnologias de processamento de alto
custo. Esta metodologia permite o processamento direto da solucdo de vidros, monolitos,
ceramicas, filmes finos ou fibras, onde ocorre a mistura, ao nivel molecular, em condic¢des
de temperaturas mais baixas comparado com outros métodos tradicionais de preparacao.
Alias, hd uma facilidade de fabricacdo e controle na estrutura quimica, o que proporciona
ao material biocompatibilidade consideravel, area superficial elevada (podendo ser
aplicado no carregamento de farmacos) e superficie externa com facilidade de

funcionalizacdo por biomoléculas (RIBEIRO et al., 2014).

O sol-gel necessita do uso de um precursor para sequenciar a série de reacdes de
hidrélise e condensagdo, ocorrendo a sinergia das propriedades dos componentes
organicos e inorganicos. Geralmente, é utilizado o tetraetilortossilicato (TEOS) como
agente principal de formacdo de rede. O TEOS é pertinente para a formacéo de redes
robustas, possui reatividade moderada, desenvolvendo alto grau de controle de sintese,
mesmo em variacgoes de condicOes de pH, temperatura e outros aditivos. A facilidade de
incorporagdo de moléculas orgénicas, polimeros, biomoléculas ou células em baixas
temperaturas, sdo razdes pelas quais o TEOS é atrativo (CURLEY; HOLMES; FLYNN,
2021). Estas caracteristicas de TEOS facilitam a insercdo de moléculas como, por

exemplo, o colageno, cujas propriedades de adesdo, proliferacdo, diferenciacéo celular,
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biocompatibilidade e biodegradabilidade sdo de extrema importancia para regeneracao

0ssea.

Apesar de haver inumeros polimeros sintéticos e de facil disponibilidade, o
coladgeno € muito utilizado pois compGe cerca de 85 a 90% da matriz extracelular. O
coldgeno do tipo | é um dos responsaveis pelas caracteristicas biofisicas e funcionais do
tecido 0sseo, € constituido por numerosos fatores de crescimento e € altamente permeavel
a agentes terapéuticos e células. Esta proteina apresenta alta similaridade estrutural entre
as especies, baixa imunogenicidade e pode ser produzido em diferentes formas
farmacéuticas (VEREMEEV et al., 2020).

Com a finalidade de melhorar as propriedades mecéanicas do material aqui
estudado, o triethil-citrato (TEC) foi selecionado para atuar como ferramenta
plastificante. Geralmente o TEC é aplicado em materiais poliméricos devido as suas
caracteristicas biodegradaveis e também por ndo ser toxico. Ndo obstante, existem
menc¢des na literatura de que o TEC pode contribuir com promovendo propriedades

fundamentais para um material ser utilizado na regeneracédo 6ssea (SILVA et al., 2006).

A insercdo de um farmaco ao biomaterial viabiliza novas estratégias para
tratamentos, pois auxilia na entrega de concentracdes apropriadas de substancias ativas
para os locais desejados. Neste sentido, a SIN vem demonstrando excelentes resultados
relacionados a reparos 0sseos, ainda que a mesma € habitualmente comercializada como
inibidora do colesterol de lipoproteina de baixa densidade. Estudos evidenciaram a
capacidade da SIN aumentar a porcentagem de formacao, cicatrizacdo e densidade 0ssea,
assim como o fator de crescimento endotelial vascular, células endoteliais progenitoras e
osteocalcina (ROCA-MILLAN et al., 2019).

O intuito desta pesquisa é obter hibridos de silica contendo colageno, através do
processo sol-gel, para possivel desempenho na regeneracdo 0ssea. Para que ocorra a
obtencdo deste material, o plastificante TEC foi adicionado a solugéo do sol-gel com
intuito de aprimorar as propriedades mecanicas do hibrido de silica. Além disso, para
garantir que este material atue na area de engenharia tecidual, a SIN foi incorporada e a

liberacdo controlada deste farmaco foi estudada.

Na literatura ainda ndo foi mencionada a producdo de um hibrido de silica

contendo colageno em fibras, TEC e SIN para esta finalidade, através do processo sol-



13

gel. Portanto, esta pesquisa exigiu analises de cada componente individualmente e apds a

formacéo do hibrido de silica com colageno.
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2. Objetivos

a. Objetivos gerais
Obter um hibrido de silica contendo colageno através do processo sol-gel.
Selecionar o hibrido de silica com colageno favoravel para incorporagéo de sinvastatina,

para possivel performance na area de engenharia tecidual.

b. Objetivos especificos

e Sintetizar o xerogel de silica por meio do processo sol-gel; adicionar o trietil-
citrato para atuar como plastificante e incorporar o coladgeno para formacdo do
hibrido de silica.

e Avaliar a composicdo quimica do hibrido de silica contendo colageno através da
espectroscopia na regido do infravermelho;

e Caracterizar as propriedades térmicas através das técnicas de termogravimetria e
calorimetria exploratoria diferencial;

e Identificar o comportamento mecénico dos hibridos de silica contendo colageno
através de ensaio mecanico de compressao;

e Obter informagdes sobre a cristalinidade dos hibridos de silica contendo colageno
através da técnica de difracdo de raios X;

e Analisar a morfologia dos hibridos de silica com colageno através da microscopia
eletronica de varredura;

e Incorporar a Sinvastatina e identificar o perfil de liberacdo deste farmaco no
material hibrido de silica contendo colageno; averiguar as propriedades térmicas
e a morfologia dos hibridos de silica com colageno ap6s a adi¢do do farmaco

através das técnicas exploradas no trabalho.
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3. Fundamentacéo tedrica
a. Materiais hibridos e o processo sol-gel

Os materiais hibridos organicos-inorganicos possuem um aprimoramento nas
propriedades quimicas, fisicas e Opticas, resultando em um material com novas
atribuicbes (MAO et al., 2020; OLALERU et al., 2020). A partir da combinacdo do
componente organico e inorganico é possivel garantir um controle do tamanho, formato,
estrutura, composicao quimica, volume e dimensdes, o que explica o interesse por estes
materiais (YANG; ZHU; LI, 2022). Os hibridos podem atuar como adsorventes de metais
pesados (KAY AN, 2019), como revestimentos protetores para diversos substratos da area
da construcao civil (GIACOBELLO et al., 2022) e também como nanofibras poliméricas
e nanoparticulas fotocataliticas no desafio da poluicdo de aguas residuais (CORDOBA et
al., 2022).

Estas e outras aplicacdes sdo viaveis em funcdo das propriedades concedidas a
estes materiais, sdo elas: térmicas, magnéticas, elétricas, mecanicas e bioldgicas
(ANICHINI; SAMORI, 2021; DAVID et al., 2021; FIEJDASZ et al., 2021; KIM; LIM,
2017). Em especial, silica aplicada na proliferacdo de células cancerigenas (CATAURO
et al., 2018), revestimentos bioativos que possibilitam melhorias superficiais em
implantes odontolégicos (CATAURO; BOLLINO; PAPALE, 2014), membranas para
utilizacdo em curativos capazes de realizar liberacdo controlada de farmacos (ZIRAK
HASSAN KIADEH et al., 2017) e silica biocompativel que apresenta atividade
osteogénica e pro-angiogénica (KANNIYAPPAN et al., 2021), sdo mencgoes relevantes

como emprego bioldgico destes materiais.

Uma das formas de obtengdo dos materiais hibridos € o processo sol-gel, que usa
0 sinergismo das propriedades de cada um dos componentes, podendo ser aplicado em
materiais usados na regeneracao 6ssea devido as suas propriedades Unicas. O processo
sol-gel € uma técnica versatil para a fabricacdo de uma variedade de materiais com uma
ampla gama de propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas (ABDRABOH; ABDEL-
AAL; EREIBA, 2021). A partir deste processo, é possivel obter scaffolds porosos que
apresentam superficie que estimula a adeséo e o crescimento das células, fornecendo um
ambiente favoravel para migracédo e proliferacdo celular (LEI et al., 2020). A estrutura
porosa dos scaffolds também permite a penetracdo de nutrientes, oxigénio e outras

moléculas necessarias para a regeneracdo 6ssea. Além disso, como os scaffolds sdo
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biodegradaveis, eles podem ser decompostos pelo corpo ao longo do tempo e substituidos
por 0sso novo (IVASHCHENKO et al., 2015; OBATA et al., 2013).

Os materiais hibridos podem ser adaptados para ter as propriedades fisicas e
quimicas do 0sso, como resisténcia e biocompatibilidade. Enquanto o processo sol-gel
facilita a criagdo de materiais com tamanhos e formas de poros especificos, ideais para
controlar a liberacdo de substancias necessarias para o tecido regeneracdo (OWENS et
al., 2016). A combinacao desses materiais e processos fornece uma maneira eficiente e
econbmica de produzir scaffolds para regeneracdo 6ssea (CATAURO; BOLLINO;
PAPALE, 2014).

Além de scaffolds porosos, os materiais hibridos podem ser usados para
regeneracdo 6ssea de varias maneiras. Eles podem ser utilizados na producao de enxertos
0sseos, 0 que pode facilitar a cicatrizacdo 6ssea (KANNIYAPPAN et al., 2021). Também
podem ser usados como um sistema de liberacdo de farmacos, permitindo a liberacao
controlada de moléculas terapéuticas no local da regeneracdo 6ssea (HOFFMANN;
FROBA, 2011).

A producdo de membranas hibridas de xerogel de silica e quitosana, a partir do
processo sol-gel, apresentou maior adeséo e crescimento de células osteoblasticas quando
comparado com o uso de quitosana isoladamente (LEE et al., 2009). Xerogéis hibridos
de poli(etileno glicol) e biovidro demonstraram potencial para atuacdo na regeneragédo
0ssea, principalmente apos experimentos revelaram a formacéo de hidroxipatita (LIU et
al., 2012a). Além disso, o sol-gel também foi responsavel pela obtencdo de membranas
nanofibrosas constituidas de poli (&cido lactico) e xerogel de silica, com superficies
altamente hidrofilicas, onde experimento in vivo revelaram melhora do osso devido a

capacidade de regeneracdo do material (JANG et al., 2012).

As primeiras reacdes encontradas na literatura sobre o processo sol-gel envolvem
a obtencdo de um material de densidade elevada e dureza compativel para riscar um vidro
(SCHMIDT, 2006). Em 1864, Ebelman observou que o produto da reacdo entre
tetracloreto de silicio e alcool, gelificava em exposicao & atmosfera imida, resultando em
algo semelhante a um vidro (BACCILE et al., 2009). Contudo, o uso deste metodo para
a preparacdo de vidro de silica, na década de 70, foi a tecnologia fundamental para
implementar telecomunicagdes Opticas e para reconhecimento de demais cientistas
(SAKKA, 2021).
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O processo sol-gel pode ser definido como sendo uma rota sintética, realizada em
baixas temperaturas, em que h& formacao de uma rede polimérica inorganica por reagdes
de gelificagdo (SCHMIDT, 2006). Neste cenario, ocorre a transicdo do sistema sol
(suspensédo coloidal de particulas sélidas com didmetros entre 1 a 1000 nm em liquido ou
polimero em solucdo) para gel (agregacdo de particulas coloidais ou polimerizacao
gerando uma estrutura solida rigida que aprisiona a fase liquida em seu interior),
semelhante a ilustracdo da figura 1.

Figura 1. llustracdo que representa a transicdo do sistema sol para gel, em meio acido,

formando espécies de silica lineares ou fracamente ramificadas.

Sol Gelificacao Gel

Fonte: INNOCENZI, p. 548, 2020, com adaptages.

O processo sol-gel pode ser dividido em estagios sequenciais em que o0 pH é um
fator dependente, incluindo a hidrolise do precursor, policondensacdo do mondémero,
formacao de particulas sélidas e, em seguida, crescimento e agregacao de particulas para
produzir gel. Além disso, quando ocorre a secagem do solvente subsequente as etapas,
resulta o xerogel, semelhante a um pd, formado em razdo das tensdes capilares
compressivas (C. JEFFREY BRINKER; GEORGE W. SCHERER, 1990). A figura 2

exibe estas etapas e também a formac&o do xerogel.

Figura 2. Representacado das etapas do processo sol-gel até a formacdo do xerogel.

Monoméros Oligdbmeros Polimeros
~— s Formacdo Extracio do
Hidrélise da rede so!venle
= N

Gelificagao Xerogel

Percursor
— 7
=

FONTE: OWENS et al., p. 5, 2016., com adaptacdes

Estas transicdes ocorrem baseadas na hidrolise e condensacdo dos precursores

alcdxidos, formando estruturas porosas. Estes alcdxidos sdo 0s compostos responsaveis
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para fabricacdo de novos materiais viabilizados pelo processo sol-gel, podendo ser
compostos por silicio, aluminio, zircénio e titanio (LIVAGE, 1999). Um alcoxido de
silicio pode ser representado pela forma quimica geral Si(OR)s, em que R é a cadeia
alquilica do grupo hidrolisavel durante o processo sol-gel. Inicialmente, ocorre a hidrolise
dos alcoxidos de silicio em solvente organico, ocorrendo a formacéo de grupos silandis
(Si-OH). Em seguida, dois destes grupos silandis podem reagir entre si, por meio de uma
condensacdo, gerando um dimero de ligacdo transversal Si-O-Si (um siloxano) (KLEIN;
APARICIO; JITIANU, 2005; LEI et al., 2020).

Conforme apresentado na equagdo 1 a seguir, a hidrolise acontece pelo ataque
nucleofilico da &gua no grupo alcoxido, Si(OR)s, formando os silandis, Si-OH, e
ocorrendo a liberagdo de alcool. Consequentemente, na condensacao, expressada na
equacdo 2a, estes grupos silanodis formados na hidrolise reagem entre si, bem como
também com os precursores ndo hidrolisados (ilustrado na equacdo 2b), gerando
compostos com ligacOes siloxano (Si-O-Si) (SUEGAMA et al., 2014). Nesta ultima
etapa, ainda ocorre a formacdo de espécies quimicas com duas ou trés ligagdes
transversais, decorrendo a uma polimerizacdo e formacdo de uma rede tridimensional

porosa de silicatos.
Si(OR), +4H,0 —> Si(OH), +4ROH (1)

(OH) 3Si-OH + HO-Si(OH) 3 ——= (OH);Si-O-Si(OH) 5 + H,0 (2 a)

(OH)3Si-OH + RO-Si(OH) 3 — . (OH)3Si-O-Si(OH) 5 + ROH (2 b)

Nas reacdes de hidrolise do processo sol-gel, pode haver necessidade de
catalisadores &cidos ou bésicos. Aelion e seus colaboradores (1950), pioneiros na
exploracdo deste assunto, mencionaram que a hidrolise catalisada por acido € uma reagéo
de segunda ordem e que a taxa € diretamente proporcional & concentragdo de acido
utilizado. A formacao do gel em meio &cido ocorre no ataque do acido ao oxigénio ligado
ao silicio, Si-OH ou Si-OR, favorecendo a sua saida e facilitando o ataque nucleofilico

ao silicio por grupos H20 (na hidrdlise) ou Si-OH (na condensacéo).

Por outro lado, a hidrdlise basica € uma reacao de primeira ordem, proporcional a
concentracdo da base. Neste caso, o ataque nucleofilico ocorre por OH™ (na hidrélise) ou

Si-O (na condensacdo) ao silicio mais acido que € o mais reticulado (BENVENUTTI et
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al., 2009). A diferenca entre as taxas de velocidade da hidrélise acida ou basica afeta
diretamente a estrutura do sol e, como consequéncia, do gel. De maneira geral, solucdes
acidas favorecem a formacéo de espécies de silica lineares ou fracamente ramificadas e
as bésicas resultam em uma rede mais porosa (INNOCENZI, 2020). Na figura 3 imagens
de microscopia eletronica de varredura expdem esta diferenca entre o material hibrido de

silica obtido em meio acido e basico.

Figura 3. Imagem gque diferencia os hibridos de silica sintetizados em meio (a) acido e (b)

basico, extraido da literatura.

FONTE: OLIVIO; BUZATO; SOUZA, p. 8, 2021, com adaptacdes

Uma reacdo tipica para formar silica, relacionada com o processo sol-gel, envolve
a hidrolise de um alcéxido de silicio, e os mais conhecidos sdo tetraetilortosilicato
(TEQOS) e tetrametoxissilano (TMOS), em que o TEOS ¢ o mais investigado (BACCILE
et al., 2009). Apesar do TEOS ser o mais usual entre os pesquisadores, a abordagem do
mesmo, combinado com colageno, para possivel aplicacdo na area de engenharia de

tecidual, é pouco investigado.

i.  Tetraetilortosilicato (TEOS)

O tetraetilortossilicato (TEOS), também denominado como tetraetoxissilano, €
amplamente utilizado como precursor molecular na quimica sol-gel de alcoxidos, onde
através de reagdes de hidrélise e condensacdo, ja ilustradas anteriormente, produz uma
variedade de materiais a base de silica (HENCH; WEST, 1990). Xerogéis, aerogéis,
vidros, vitroceramica e 0s materiais compositos, sdo exemplos frequentes relacionados
com TEOS encontrados nas revisoes bibliograficas (FERNANDEZ et al., 2012). Além
destes, o TEOS vem sendo utilizado para obtengéo de biomateriais em razdo de suas

propriedades mecanicas, estabilidade quimica e térmica vantajosas, rugosidade de
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superficie, excelente adesdo e caracteristicas de biocompatibilidade (DOBOS et al.,

2021). A figura 4 representa a estrutura quimica do TEOS.

Figura 4. Estrutura quimica de TEOS.

Fonte: autoria propria.

As propriedades dos materiais hibridos compostos por TEOS apresentam
importantes aplicacGes para o dominio industrial e até mesmo para finalidades médicas.
Deste modo, ja foi relatado o uso de TEOS em revestimentos contra corrosdo de implantes
metalicos (FIGUEIRA,; SILVA; PEREIRA, 2015), curativos para cicatrizacdo de feridas
(FOKSOWICZ-FLACZYK et al., 2016), sistema de carregamento de farmacos (KHAN
et al., 2021) e na regeneracao de tecidos 6sseos (DESHMUKH et al., 2020).

O hibrido de poli (alcool vinilico) e vidro bioativo, sintetizados pela rota sol-gel,
misturados com TEQOS e outros precursores, resultou em composicdes e morfologias
controladas, caracteristicas que apresentam um potencial futuro para engenharia tecidual
(CONCEICAO COSTA et al., 2007). A adicdo de parafina se mostrou viavel para
regeneracdo Ossea quando integrada em biovidros, resultado das reacGes de
policondensacdo do TEOS (GUIMARAES et al., 2016). Contudo, o TEOS aparenta ser
promissor no desenvolvimento de materiais hibridos para aplicacbes na engenharia
tecidual, fornecendo condicdes de resisténcia mecénica, enquanto 0s componentes

organicos sdo responsaveis pela tenacidade e plasticidade (DESHMUKH et al., 2020).
b. Trietil-Citrato

O trietil-Citrato (TEC) é considerado um solvente “verde” e um produto quimico
totalmente biorrenovavel, pois é sintetizado via esterificacdo de &cido citrico com etanol
e citrato de tributila (FIUME et al., 2014). O TEC pode substituir solventes a base de
petréleo e vem sendo muito explorado como plastificante ndo téxico, em cosméticos,
produtos da area médica e até em revestimentos de tinta de impressdo. Por ser
biodegradavel, incolor e inodoro, 0 TEC também pode ser adequado como aditivos

alimentares, para conferir um sabor frutado. Inclusive, o TEC pode atuar como agente de
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batida para claras de ovos secas, como aromatizantes ou material de embalagens de
alimentos (MONFORT et al., 2012; KOLAH et al., 2008). Este solvente também possui
estabilidade térmica, baixa volatilidade e propriedades elétricas interessantes, tornando-o
adequado para muitas aplicacdes (KIMURA,; KIDA; YAMAGUCHI, 2022). Além disso,
¢ atdxico e ndo irritante, sendo seguro para uso em muitos produtos. A figura 5 exibe a

estrutura molecular de TEC.

Figura 5. Estrutura quimica do TEC.

Fonte: autoria propria.

O TEC pode ser utilizado como plastificante em materiais poliméricos, com a
finalidade de otimizar as propriedades mecéanicas (flexibilidade e fragilidade), a
permeabilidade, solubilidade e adesividade. O TEC pode reduzir a viscosidade do
polimero e torna-lo mais flexivel, facilitando o processamento (OKARTER; SINGLA,
2000). E um liquido de alto ponto de ebulicdo (294°C) e baixa massa molar (279,28 g
mol™), que sofre dispersdo homogénea, expandindo a mobilidade das cadeias poliméricas
do material (PATIL; TATED; MHASKE, 2021).

Na literatura, inimeros trabalhos utilizam TEC como plastificante em compdsitos
poliméricos de base biolégica e 0 mesmo causa reducdo na resisténcia a tracdo e no
maodulo de Young, bem como aumenta a flexibilidade do material (LEE et al., 2020). As
propriedades térmicas e mecénicas de uma membrana de polimero sintético
biorreabsorvivel foram influenciadas pela presencga de TEC, que serviu como alternativa
para curativos cutaneos (CARDOSO et al., 2013). Ja quando foi introduzido a um
revestimento entérico de colageno, o TEC contribuiu com aumento da flexibilidade,

tornando o dispositivo menos quebradico e rigido (NICKLAS et al., 2009).

Recentemente, a influéncia TEC foi relatada em microcapsulas de etilcelulose,

onde houve uma diminuicdo na taxa de liberagdo do farmaco cloridrato de propranolol
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(AFRASIABI GAREKANI et al., 2018). Jennings e seu grupo de pesquisa (2016),
afirmam que filmes plastificados contendo TEC e quercetina apresentam a liberacdo mais
lenta. Por outro lado, a taxa de liberag&o foi aumentada quando TEC foi adicionado em
sistemas poliméricos de formacdo de filmes (FREDERIKSEN; GUY; PETERSSON,
2015). Enquanto Kucera e seus colaboradores (2008) identificaram maior estabilidade na
entrega de pastilhas de teofilina revestidas com filme Eudragid® e didxido de silicio
pirogenado, no momento em que 15% de TEC foi inserido.

No presente trabalho, além de atuar como plastificante e como uma ferramenta
para aprimorar a formacéao do hibrido de silica, o TEC também pode intervir em alguns
aspectos importantes para aplicagdo na engenharia tecidual. Ja foi reportado
anteriormente que, em consequéncia a formacdo de poros e maior flexibilidade, a
combinacdo de TEC com poli (acido latico) levou ao aumento da interacao celular entre
o dispositivo biodegradavel e o organismo (SILVA et al., 2002). Melhorias no controle
da degradacdo de implantes contendo poli (&cido latico) também ja& foram constatadas,
onde o tempo de degradacdo € proporcional a concentracdo de TEC, o que ndo interferiu
na biocompatibilidade do material (SCAPIN et al., 2003). Membranas contendo este
mesmo polimero se mostraram mais densas e compactas em relacdo as quais continham
TEC e, ainda, a adicdo deste plastificante resultou em uma membrana mais porosa e
adequada no reparo tecidual (LUCIANO et al., 2001).

Nessa mesma perspectiva, membranas contendo 7% de TEC como plastificante
foram implantadas no tecido subcuténeo de ratos, em que foi verificado infiltracao celular
e, apos 180 dias a implantacdo, foi observado a formacdo de fibroblastos e vasos
sanguineos rodeados de fibras colagenas (SILVA et al., 2006). Além disso, um estudo
apontou que o TEC pode agir reduzindo a interacdo entre as cadeias poliméricas,
favorecendo uma membrana mais flexivel. No entanto, apesar de melhorar a interagédo
tecido-polimero, a membrana composta por poli (4cido L-lactico-co-glicolico) e TEC,
perdeu rapidamente suas propriedades em relacdo a qual nédo tinha TEC em sua
composicao. Por consequéncia, isso limita o uso do plastificante a técnicas que envolvem
recuperacao de lesdes ou cultura de células, onde ha rapida migracéo celular (PIETRO et
al., 2006).
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c. Colageno

O colégeno é o principal componente da matriz extracelular e, no corpo humano,
0 mesmo se faz presente na forma de fibras que séo distribuidas diferentemente em cada
tecido, obedecendo as necessidades das propriedades mecénicas locais (MA et al., 2021).
Nos tenddes, por exemplo, fibras de colageno paralelas em uma Unica direcdo sdo
predominantes, enquanto fibras de colageno com estrutura hierarquica sédo encontradas
em 0ssos corticais (KEW et al., 2011).

O colageno pode ser definido como sendo uma proteina fibrosa de origem animal,
que é constituido de cadeias peptidicas dos aminoacidos de glicina, prolina, lisina,
hidroxilisina, hiproxiprolina e alanina, organizadas em paralelo a um eixo (SILVA;
PENNA, 2012). E formado por 19 cadeias o (cadeia polipeptidica que forma tripla hélice
do colageno) diferentes e, quando associadas 3 a 3, originam-se cerca de 27 tipos de
colageno, organizados em 3 grandes grupos (SHOULDERS; RAINES, 2009). O colageno
do tipo I € o mais comum, encontrado em peles, tenddo, 0ssos e cdrnea, sdo moléculas de
300nm de comprimento formadas pela repeticdo de um triplete Glicina-X-Y (em que X
geralmente € uma Prolina — Pro — e Y é um hidroxiprolina — Hypro). A figura 6 exibe a

representacdo tridimensional do colageno do tipo I.

Figura 6. Representacdo da estrutura do colageno em (a) tripla hélice formada por
combinagdes de aminoacidos e (b) representacdo de um segmento e hélice tripla de colageno,
conectadas por ligagdes de hidrogénio.

a) b)

FONTE: SHOULDERS; RAINES, p. 931, 2009, com adapta¢®es
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Nas ultimas décadas, os polimeros sintéticos se tornaram muito comuns e
facilmente disponivel para obter materiais com aplicagdes médicas, mas o colageno ainda
€ um dos biomateriais mais populares e usual (MEYER; BALTZER; SCHWIKAL,
2010). Isso acontece por que o colageno é o principal componente natural da matriz
extracelular, sendo assim, muito explorado para biofabricacdo (OSIDAK et al., 2019). O
coldgeno combina propriedades interessantes, pois é biocompativel e biodegradavel,
podendo ser aplicado na engenharia tecidual em virtude da boa adesdo celular,
proliferacdo e diferenciacdo de células (BROWNE; ZEUGOLIS; PANDIT, 2013).
Todavia, 0 emprego de colageno com outros materiais se mostra mais proveitoso.

Com a metodologia do processo sol-gel, o coldgeno ja foi adicionado em
revestimentos de silica como filme protetor, ecologicamente correto, contra corrosao de
uma liga de aluminio (GOBARA et al., 2015). Microesferas de silica, combinadas com
as funcbes do colageno e mupirocina, formam um biocompdsito sinérgico para tratamento
de cicatrizacdo de feridas (PERUMAL; RAMADASS; MADHAN, 2014). Melhor
adsorcdo de colageno também péde ser identificada em revestimentos a base de silicio,
derivados de sol-gel, aprimorando a osseointegracdo de implantes dentarios de titanio
comercial (MARTINEZ-IBANEZ et al., 2018). Alias, células pré-osteoblastos possuem
adesdo e crescimento mais efetivos em membranas hibridas de colageno e silica, do que
membranas tradicionais compostas apenas por colageno, sugerindo a utilizacdo do

mesmo como uso em regeneracdo 0ssea guiada (LEE et al., 2012).

O colageno, juntamente com a hidroxipatita, forma a estrutura priméria do 0sso,
sendo este considerado um compdsito ceramico bifasico que apresenta uma fase orgénica
e uma fase mineral (VEREMEEV et al., 2020). O papel do colageno nos 0ssos envolve a
regulacdo das propriedades mecénicas (tenacidade, forca e flexibilidade) e interacdo do
mesmo com a fase mineral, o que explica 0 seu potencial atrativo para uso como
biomaterial em diversas doencas 6sseas (LI et al., 2021). Apesar disso, a associagdo de
colageno em blendas e outros polimeros naturais, superam as desvantagens do uso isolado
desta proteina, como a questdo da baixa resisténcia mecanica, térmica e degradacao
enzimatica acelerada (SOUZA et al., 2022).

A combinagdo de colageno com ceramicas, por exemplo, pode formar compdsitos
com alta biocompatibilidade, osteocondutividade e regeneracao 6ssea (MALLICK; ARE;
BABU, 2022). No entanto, a associacdo de silicio e calcio em materiais bioceramicos

recorrem aos elementos mais importantes envolvidos nos processos fisiologicos do corpo
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humano. Em especial, o silicio, que é o principal constituinte dos silicatos (produto do
processo sol-gel), ativa a enzima prolil-hidroxilase que pode ser encontrada no reticulo
endoplasmatico das células sintetizadoras de colageno, desempenhando formacgédo e
remodelacdo 6ssea (MALTONI ANDREA; SUFFRITTI, 2018). Dessa forma, o silicio
influencia no aumento da densidade Ossea, podendo ser explorada para estimular a

formacéo e reparo destes tecidos, assim como confirma Lee e seus colaboradores (2019).

Recentemente, um grupo de pesquisadores realizou um levantamento de
metodologias frequentes para obtencao de scaffolds de fibras de colageno para aplicacao
na engenharia tecidual (MA et al., 2021). Foram mencionados métodos mecénicos e ndo
mecanicos, concluindo que a disposicao das fibras de colageno no novo osso, referente
ao material fabricado, ndo atraiu atencéo suficiente dos pesquisadores. Entéo, a busca por

novos métodos e materiais inovadores voltados para esta area, ainda é expressiva.

d. Sinvastatina

A sinvastatina (SIN), C2sH3sOs, € uma molécula sintética pertencente a familia
das estatinas, inibidoras da enzima 3-hidroxi-3-metilglutail coenzima A redutase (HMG-
CoA reductase) e participante da fase inicial da sintese endégena do colesterol (GUPTA;
DEL FABBRO; CHANG, 2019). As estatinas sdo prescritas com intuito de reduzir niveis
graves de colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL-C). A SIN, por sua vez, foi
desenvolvida a partir da lovastatina e € um derivado sintético do produto de fermentacéo
isolado de fungos Aspergillus (ACEVES-HERNANDEZ et al., 2011).

Normalmente, a SIN é administrada como uma forma lactona soélida e sofre
hidrolise, ap6s a dissolucdo em pH fisioldgico, para produzir um hidroxiacido
biologicamente ativo (SIMOES et al., 2013). A figura 7 indica a estrutura quimica da SIN

e também o esquema representando o processo de hidrolise, citado por dltimo.

Figura 7. Representacdo da (a) estrutura quimica de SIN e do (b) esquema de hidrdlise

com a formag&o do hidroxiacido biologicamente ativo.

B)

OH

Fonte: autoria propria.
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Uma pesquisa que abrange duas décadas de estudos mostrou que além da reducéo
do colesterol LDL, a SIN também melhora a funcéo endotelial, das células musculares
lisas, da parede vascular e também possui a¢Ges anti-inflamatérias (eficaz no tratamento
de asma, artrite reumatica, reduz acidente vascular cerebral e niveis de proteina C-reativa)
(KOLOVOU et al., 2008). Além dessas atribuicGes, a SIN foi empregada em estudos de
entrega controlada de drogas em biomateriais, com a finalidade de atuar como um sistema
estratégico promissor na reconstrucdo e diferenciacdo déssea (JIN et al., 2021). A
motivacdo para esta pratica estd relacionada com a capacidade da SIN promover a
formacdo Ossea e angiogénese, em que estes sistemas direcionam a medicagdo
diretamente nos defeitos dsseos locais, reduzindo a eliminagdo priméria pelo figado e os
efeitos colaterais, bem como aumentando a biodisponibilidade (ROCA-MILLAN et al.,
2019).

O trabalho inovador reportado por Mundy e seus colaboradores (1999), exibiu a
eficiéncia da SIN em estimular a regeneracdo 0ssea e promover formacdo do 0sso em
camundongos. Os mecanismos que levam a estas particularidades estdo atribuidos as
propriedades de SIN serem promotoras de osteoblastos, anti-inflamatérias, inibidoras de

osteoclastos e neovascularizagéo.

Assaf e seu grupo (ASSAF;, DE REZENDE DUEK; OLIVEIRA, 2013),
obtiveram um andaime de poli (acido DL-lactico-co-glicolico) contendo SIN eficaz como
ferramenta osteocondutora e osteoindutora. Nessa perspectiva, quando incorporada em
0sso bovino desproteinizado e esponjas de colageno, a SIN foi eficiente para estimular a
formacédo de tecido 6sseo (DE SOUSA et al., 2020). Nanoesferas de silica estruturadas
mesoporosas e nanoparticulas de espuma mesocelular, sintetizadas com TEQOS, foram
estudadas para liberagdo controlada e avaliar a taxa de dissolucdo em agua de SIN (WU
et al., 2014; ZHANG et al., 2011). A construcdo de nanoesferas de calcio-silicio de
estrutura de poros de tamanho duplo, através do método sol-gel e adicdo de TEOS, j& foi
abordado na literatura, sendo obtido um material biocompativel e mais eficaz na

promogéo da osteogénese e angiogénese, quando adicionado SIN (LIU et al., 2021).

Apesar da SIN ter demonstrado efeitos positivos na regeneracao 6ssea em alguns
estudos, a sua prescricdo é destinada principalmente para reducéo do colesterol, tendo sua
atuacdo na regeneracdo 0ssea ainda pouco explorada. Com isso, a escolha de incorporar
a SIN no material hibrido de silica combinado com colageno, através do método sol-gel,

é justificada pela potencialidade do material obtido operar convenientemente nesta area.
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4. Parte experimental
a. Materiais

Para obtencdo do hibrido de silica contendo colageno foi utilizado
tetraetilortosilicato (TEOS — 0,933 g mol?) e trietil-citrato 99% (TEC), obtidos da
empresa SIGMA-AIdrich. O acido sulfarico, reagente escolhido para catalisar a reacdo do
processo sol-gel, foi obtido da empresa Synth. Enquanto o colageno em fibras foi cedido
pela empresa Nova Prom, usado sem purificacdo prévia. Os hibridos de silica contendo
colageno foram obtidos em pratos de cultura celular de poliestireno, contendo seis pogos
de area equivalente a 9,60 cm?, obtido da empresa Nest. Todas as solucdes foram

preparadas em agua pura deionizada (resistividade > 18,0 MQ cm).

b. Sintese do xerogel de silica e do hibrido de silica contendo colageno

A metodologia utilizada para a obtencdo do hibrido de silica foi amesma reportada
anteriormente na literatura por Rocha e colaboradores (ROCHA et al., 2012). Em um
béquer de vidro borossilicato de 300 mL, previamente higienizado, foram adicionados
100 mL de etanol absoluto e em sequéncia, 26,8 mL (120,9 mmols) de TEQOS, 1,5 mL de
agua deionizada e 1,0 mL de uma solugio aquosa de &cido sulftrico (0,1 mol Lt — pH =
0,8). Esta mistura permaneceu em agitacdo magnética constante e o aquecimento foi

controlado em torno de 60°C durante 30 minutos.

Apos o resfriamento da mistura do sol-gel, aliquotas contendo 7,2 mL da solugéo
preencheram os seis poc¢os dos pratos de cultura celular (com area correspondente a 9,60
cm?). Em seguida, 800 pL de TEC foram adicionados e o colageno foi incorporado nas
seguintes proporgoes: 2,0% (160 mg); 5,0% (400 mg) e 8,0% (640 mg) m/v em relacdo a
quantidade de TEOS da solucdo do sol-gel. A mistura foi homogeneizada e a apés
evaporacéo total do solvente, que ocorreu em condigdes de temperatura ambiente e levou

aproximadamente 48 horas, os hibridos de silica contendo colageno foram obtidos.

A figura 8 exibe as etapas da obtencdo dos hibridos de silica contendo colageno.
Para compreender a formacdo deste material foi necessario comparar o xerogel de silica
puro, que é o produto formado da mistura do sol-gel ap6s a evaporacéo total do solvente
usado na sintese, bem como o xerogel de silica com a adicéo do plastificante TEC. Além
disso, analises posteriores a incorporacdo do colageno e formacédo do hibrido de silica

também foram empregadas.
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Figura 8. Etapas do procedimento de obtencéo (1) da mistura sol-gel, (2) adi¢cdo do TEC

a solucdo, (3) incorporagéo do colageno.

Mistura
sol-gel

Resfriamento
Agua deionizada, TEOS e
solugdo de acido sulfurico
(pH = 0,8) em etanol.
2 o e
. \\\
S : 2,0%; 5,0% e
4 %, S 8,0% m/iv

+ 800 pL de TEC

Fonte: autoria propria.

c. Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) é importante na caracterizacdo de materiais pois fornece informac6es sobre sua
composic¢do quimica e estrutura molecular. Esta técnica permite identificar as bandas de
absorcdo de radiacdo infravermelha, que sdo relacionadas as vibracdes das ligacdes
quimicas e grupos funcionais presentes no material. A informacao obtida pode ser usada
para avaliar a pureza e a homogeneidade do material, bem como para monitorar sua

degradacdo durante o processo de biodegradacéo e os processos de regeneracao 0ssea.
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Amostras do xerogel de silica (p6 formado apos a evaporacao total do etanol da
mistura relatada no item 4b), colageno e do TEC puro foram submetidas a anélise de
FTIR. Esta técnica foi empregada com intuito de caracterizar os grupamentos funcionais
das amostras obtidas, bem como verificar as possiveis interacdes entre 0s componentes
do hibrido de silica. Também foram obtidos espectros das amostras do xerogel de silica
contendo TEC, em comparagdo com os hibridos compostos por 2%, 5% e 8% de
coladgeno. A anélise foi realizada em um espectrofotdbmetro de modelo Spectrum 65
(Perkin Elmer), com resolucéo de 4 cm™, em mddulo de refletancia total atenuada (ATR)

com cristal de ZnSe, na regido compreendida entre 4000 a 500 cm™.

d. Termogravimetria (TG) e Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

A avaliacdo das propriedades térmicas de materiais utilizados na regeneragédo
Ossea € importante para garantir a biocompatibilidade e a estabilidade térmica do material.
As técnicas de Termogravimetria (TG) e Calorimetria Exploratoria diferencial (DSC)
fornecem informac6es sobre estabilidade térmica e a degradacao térmica do material, bem
como sobre a temperatura de transicdo vitrea, respectivamente. Estas informacgdes sdo
valiosas para a selecdo de materiais para aplicacfes na regeneracao 6ssea, pois permitem
avaliar a estabilidade e a degradacdo do material durante o processo de regeneracao, na

temperatura corprea.

As propriedades térmicas das amostras do xerogel de silica com adicdo de TEC,
bem como as dos hibridos contendo 2%, 5% e 8% de colageno, foram investigadas através
da TG e DSC. Para as anélises de TG o equipamento utilizado foi o da Discovery TGA
55 da marca TA Instruments, onde as amostras foram depositadas em cadinho de platina.
O intervalo de temperatura utilizado foi de 25 a 700°C, sob atmosfera dinamica de gas

nitrogénio com fluxo de 40 ml/min e taxa de aquecimento de 10°C/min.

Para as analises de DSC foram utilizadas massas de aproximadamente 6-10 mg
das amostras, depositadas em panelinhas aluminio, que posteriormente foram aquecidas
de 0°C até 250°C. Os experimentos foram feitos no equipamento Discovery DSC 25 da
TA Instruments, sob atmosfera dinamica de gas nitrogénio com vazéo de 250 mL/min e

taxa de aquecimento equivalente a 10°C/min para todas as etapas.

e. Ensaio mecanico de compressao

Avaliar as propriedades mecéanicas é importante para a seguranca e eficacia de

materiais usados na regeneracdo 0ssea, pois afetam sua performance durante o processo
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de implantacdo e suporte ao tecido 6sseo em regeneracdo. Por exemplo, a resisténcia a
compresséo, tracdo e flexdo dos materiais deve ser compativel com as exigéncias do
ambiente Gsseo para evitar fraturas ou outros danos durante o uso. Além disso, a dureza
e a elasticidade dos materiais sdo importantes para o suporte adequado do tecido 0sseo
em crescimento. Conhecer as propriedades mecanicas dos hibridos de silica contendo
coladgeno permite selecionar o mais adequado, podendo também ser ajustadas em uma

proxima etapa.

Ensaios de compressdo mecénica dos hibridos compostos pela variacdo de 2%,
5% e 8% de colageno foram realizados usando INSTRON EMIC 23 — 30 a 25°C, com
taxa de deslocamento do travessdo 12mm/min. A espessura media de cada espécime foi
de 2,9mm; 3,25mm e 4,06mm, para os hibridos contendo 2%, 5% e 8% de colageno,
respectivamente. O ensaio de compressdao mecanica foi realizado seguindo as diretrizes
da norma ASTM D575-91 e, a partir dos ensaios, foi possivel obter o grafico de

Compressao (MPa) x Deformacéo (%) dos hibridos de silica contendo colageno.

f. Difracdo de raios X (DRX)

A aplicagdo da técnica de DRX tem como objetivo determinar a estrutura
aproximada dos atomos ou moléculas presentes nas amostras, fornecendo informacdes
sobre sua disposicao espacial, ordem e tamanho de grao. Estas informacdes sdo Gteis para
estudar a textura e a microestrutura de materiais amorfos, bem como para aprimorar o
entendimento de seus processos de formacao e propriedades fisicas e quimicas. Portanto,
amostras do xerogel de silica puro, colageno em fibras, xerogel de silica com adicao de
TEC e as amostras dos hibridos contendo 2%, 5% e 8% de colageno, foram investigadas
através de DRX.

Para analisar as amostras por DRX foi utilizado um difratbmetro modelo
MiniFlex-XRD 600 da marca Rigaku. Os parametros utilizados foram radiagdo CuKa de
1.5418 A, 40 kV e 15 mA. Os difratogramas foram obtidos dentre um intervalo de 26 de
2°-90°.

g. Incorporagéo da Sinvastatina e ensaio de liberagéo controlada

A incorporagdo da SIN ao hibrido de silica contendo 8% de colageno foi realizada
nas proporcdes de 0,1% (0,3 mg), 1,0% (3,2 mg) e 2,0% (6,4 mg) em relagéo a massa de
colageno presente no material hibrido. A SIN foi adicionada posteriormente ao momento
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em gue o colageno foi acrescentado e, em seguida, os pratos de cultura celular de 12 pocos
(de &rea equivalente a 3,85cm?) foram armazenados para que houvesse a evaporagao do
solvente. Apos aproximadamente 48 horas, as amostras Se apresentaram secas por

completo e o ensaio de liberagcdo controlada foi iniciado.

O ensaio de liberagéo controlada foi empregado com intuito de averiguar o perfil
de liberacdo in vitro dos hibridos de silica, o qual é dado a partir da porcentagem de
farmaco lixiviado no meio de liberacdo. O experimento foi realizado em triplicata
utilizando amostras do material hibrido contendo 8% de colageno (de area proxima a 3,0
cm?), imersas em tubos Falcon com 10mL de solugdo tamp&o fosfato-salino (PBS — 0,01
mol L) e mantidas a 37°C em banho termostatico. Deste modo, aliquotas de 5 mL foram
coletadas em intervalos curtos apo6s 1, 3, 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos, seguidas de
coletas em periodos mais longos realizadas ap0s 2, 3, 4, 5 e 6 horas. A quantidade retirada
em cada aliquota foi reposta com solucéo de PBS ap0s cada coleta. Posteriormente a esta
etapa inicial, as aliquotas foram colhidas a cada 24 horas até completar 350 horas de

ensaio.

A absorbancia da SIN liberada nas amostras foi analisada em um
espectrofotometro UV-Visivel modelo CIRRUS 80 (FEMTO), no comprimento de onda
de 238 nm, com o auxilio de cubetas de quartzo para leitura. A curva de calibracao foi
obtida através da diluicdo seriada de uma solugdo contendo 0,32 mg mL™ de SIN em
solugédo de PBS. A partir dessas informacdes, a porcentagem de SIN liberada em cada
intervalo de tempo das amostras de hibrido de silica contendo 8% de colageno foi

calculada.

Além do ensaio de liberacdo controlada, as amostras dos hibridos de silica
contendo 8% de colageno foram analisadas por FTIR, TG, DSC e DRX ap0s incorporagao

do farmaco nas concentrages citadas anteriormente.

h. Microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia raios X por
dispersédo em energia (EDS)
A superficie das amostras de xerogel de silica e xerogel de silica com TEC, bem
como a superficie de fratura dos hibridos de silica contendo 8% de colageno e apos a
incorporacgdo de SIN, foram analisadas por microscopia eletronica de varredura (MEV).
A espectroscopia de raios X por dispersdao em energia (EDS) foi a técnica integrada

escolhida para identificar e quantificar elementos quimicos nas amostras.
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Previamente as andlises, os hibridos de silica contendo coldgeno foram fraturados
com nitrogénio liquido. As amostras foram coladas em stubs de aluminio e metalizadas
com um feixe plasmaético de ouro por meio do dispositivo de revestimento a vacuo Leica
EM ACE200, com intuito de melhorar a condutividade das amostras analisadas. As
imagens de MEV foram obtidas com detectores de elétrons secundarios no equipamento
Prisma E da Thermo Scientific, operado na voltagem de aceleracdo de 10 kV. As
micrografias foram realizadas no Laboratério de microscopia e caracterizacdo de
materiais (LabMiCaM) da Universidade Federal de Sado Carlos (UFSCar — campus

Araras).
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5. Resultados e discussdes
a. Anélise macroscopica dos hibridos de silica contendo colageno

A figura 9 mostra as fotografias dos hibridos de silica contendo 2%, 5% e 8% de
colageno e obtidos apo6s evaporacdo do solvente. Verificou-se, macroscopicamente, que
a adicdo de diferentes concentracdes de colageno interferiu na morfologia dos hibridos
de silica. Este fato pode ser constatado observando as irregularidades e heterogeneidade
da superficie dos hibridos com a menor concentracdo de coldgeno adicionada. Estas
caracteristicas podem ser verificadas na figura 10, que exibe, em particular, o hibrido

contendo 2% de colageno.

Figura 9. Fotografias obtidas apds a evaporagdo do solvente e formagdo dos hibridos de
silica contendo (A) 2%, (B) 5% e (C) 8% de colageno.

Figura 10. Fotografia do hibrido de silica contendo 2% de colageno evidenciando a
heterogeneidade do material.
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O solvente utilizado nas reacBes do processo sol-gel pode influenciar na
homogeneidade do material obtido. Braga e colaboradores (2021), reportaram a
influéncia dos solventes na homogeneidade quimica durante a obtencao de mulita através
do processo sol-gel, onde melhores resultados foram observados com o uso de alcool
etilico e isopropilico. O xerogel e os hibridos obtidos neste trabalho também foram
sintetizados com etanol, no entanto, o que pode justificar a falta de homogeneidade sé&o
as fibras dispersas do coladgeno escolhido para compor o material hibrido de silica.

O ensaio de compressdao mecanica ndo foi realizado para as amostras de xerogel
de silica puro e também para o xerogel de silica com TEC. A formacdo do xerogel de
silica puro ocorre quando o solvente usado na sintese é evaporado completamente,
acarretando na formacéo de um po e, quando o TEC foi adicionado, o material formado
se mostrou muito quebradico, justificando o motivo do ensaio mecanico ndo ser
empregado para estas amostras. A figura 11 mostra o aspecto do xerogel de silica com
TEC, obtidos ap6s a evaporacdo do etanol. Quando TEC foi adicionado ao xerogel, uma
superficie com aspecto translucido foi observada, bem como o aparecimento de trincas.
Esta aparéncia pode ser explicada pelas condigdes de evaporacdo do etanol utilizado
durante a sintese.

Figura 11. Fotografia do xerogel de silica contendo TEC ap0s a evaporacdo total do
solvente.

A superficie do xerogel de silica pode ser afetada pela composigdo, temperatura
de processamento durante a sintese, formacédo e secagem. Para obtencdo de xerogéis, o
solvente é evaporado em condi¢des de secagem ambiente, podendo apresentar alteracdes

na superficie do material (NIU et al., 2019). Groult e seus colaboradores (2021),
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realizaram um estudo comparando as formas de secagem de subprodutos das rea¢des do
processo sol-gel com pectina, em que a evaporacao de xerogéis induziu um encolhimento
macigo e colapso da estrutura. Estas informagdes levam a compreender as rachaduras
formadas no xerogel de silica com TEC, que também podem estar relacionadas com as
forcas capilares e com a velocidade que as amostras foram secas. Além disso, a pesquisa
de Ahola et. al. (2000) revelou que o modo de secagem de um xerogel de silica, contendo
PEG, néo interferiu nas propriedades de degradacéo da matriz e sobre a taxa de liberagéo

de citrato de toremifeno.

No entanto, quando o colédgeno foi adicionado e o hibrido formado, ndo foi
identificado a presenca de rachaduras. Além disso, é perceptivel que a rigidez e
flexibilidade foram fatores alterados apds a formacdo do hibrido de silica contendo

coléageno.
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b. Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)
A figura 12 exibe as representaces das estruturas quimica de TEOS, TEC e
colageno, respectivamente. Os grupos funcionais do colageno, por sua vez, podem ser
detectados por espectroscopia de FTIR, pois 0s grupos amida dos polipeptidios e

proteinas exibem varios modos vibracionais caracteristicos ao grupo.

Figura 12. Representacéo das estruturas de (A) TEOS, (B) TEC e (C) colageno.
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FONTE: Figuras A e B de autoria prépria, enquanto a imagem C foi extraida de (NELSON;
COX, p. 127, 2014) com adaptacdes.

A figura 13 exibe os espectros de FTIR do xerogel de silica, colageno em fibras
e TEC puro. O espectro do xerogel de silica exibiu duas bandas importantes na regido de
800 cm™ e 1104 cm™, que correspondem ao estiramento simétrico da ligacdo do oxigénio
do grupo Si-O-Si e ao estiramento assimétrico do oxigénio paralelo a linha Si-O-Si e Si-
O-C, respectivamente (INNOCENZI, 2003; OWENS et al., 2016). A banda em 953 cm™
pode estar atribuida aos estiramentos da ligacdo Si-OH, que surgem na regido entre 935-
980 cm, assim como pode ser identificado estiramentos dos grupos Si-O-CzHs,
proveniente da hidrélise parcial de TEOS (BUCKLEY; GREENBLATT, 1994;
COLTHUP; DALY; WIBERLEY, 1990; OLIVIO; BUZATO; SOUZA, 2021). A banda
em 3390 cm! é resultante do estiramento O-H de moléculas de 4gua e interacdo da mesma
com os grupos Si-OH (SOCRATES, 2001).
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O espectro do colageno em fibras evidencia as tipicas bandas de amida I, na regido
intensa com maximo em 1628 cm™, correspondente a estrutura secundaria do peptideo e
a ligacdo entre o trecho N-H e C=0. A amida Il pode ser observada em 1542 cm™, que
comumente surge na regido entre 1545-1520 cm™, oriunda as vibra¢des no plano da
ligacdo N-H e ao estiramento C—N. A presenca da amida Il pode ser identificada em
1232 cm™, devido as vibragoes de flexdo N-H acopladas com vibragdo de alongamento
C-N e C-H, sugerindo a estrutura helicoidal completa da amostra de coldgeno (RIAZ et
al., 2018). A regifo compreendida entre os valores de 3300 e 2932 cm™ podem estar
associadas com amida A (devido as vibracdes das ligacdes de hidrogénio dos grupos O-
H e N-H com o grupo carbonila da cadeia peptidica) e amida B (referente a vibragéo
assimétrica de CH>), respectivamente (TAMILMOZHI; VEERURAJ; ARUMUGAM,
2013). No geral, as amidas possuem bandas largas devido a presenca de ligacdo de
hidrogénio, sendo caracteristica geral dos aminoacidos presentes na molécula de
colageno. Além disso, a presenca de todas as amidas citadas anteriormente, sugere que 0
espectro faz referéncia a uma amostra do colageno tipo | (SIONKOWSKA et al., 2015).

O plastificante TEC puro apresenta banda na regido de 3500 cm™, referente ao
estiramento O-H, bem como em 2988 cm™ referente ao estiramento do grupo metil,
usualmente visualizados entre 2980 e 2700 cm™. O agrupamento éster da molécula de
TEC pode ser evidenciado onde o maximo é 1730 cm™, pois a regido entre 1730-1715
cm corresponde a vibragdo de estiramento C=0 e C-O (TEIXEIRA et al., 2021). Além
disso, picos de menor intensidade referentes ao estiramento C-O podem ser observados
em 1193 cm™e 1120 cm™* (SOCRATES, 2001).
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Figura 13. Espectros de FTIR referente ao xerogel de silica, colageno e do plastificante
TEC puro.
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A figura 14 mostra os espectros referente ao xerogel de silica apds a adicéo de
TEC e apo6s a adicdo de 2%, 5% e 8% de colageno levando a formacéo do hibrido. O
espectro do xerogel de silica com TEC exibiu algumas bandas caracteristicas ao TEC,
correspondentes ao estiramento O-H (em 3500 cm™), estiramento do grupo CHs (em 2985
cm™?) e & vibragdo de estiramento C=0 e C-O referente ao grupo éster de TEC (em 1726
cm™). As bandas especificas do xerogel de silica puro também podem ser observadas e
estdo posicionadas na faixa de 959 cm™ e 797cm™?, atribuidas aos estiramentos da ligacdo
Si-OH e ao estiramento simétrico da ligacdo do oxigénio do grupo Si-O-Si,
respectivamente. O surgimento destas bandas sugere que o TEC esta incorporado na

matriz hibrida de silica, proveniente das rea¢6es do processo sol-gel.

No entanto, ndo foi observado deslocamento de banda, manifestando que nessas
composicdes testadas ndo foi possivel identificar interacdo molecular entre os
componentes do xerogel de silica e ap6s a obtengdo do hibrido de silica com diferentes

concentragdes de colageno.

Além disso, as bandas referentes as amidas A, B, I, Il e Ill, grupamentos tipicos
do colégeno tipo I, ndo foram observadas com intensidade apos a adi¢cdo do mesmo e
formacgdo do hibrido, podendo estar sobrepostas. Lee e seus colaboradores (2012)

obtiveram espectros do xerogel contendo colageno, em que as regides onde sdo
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encontradas as amidas foram identificadas, todavia, nenhum subproduto foi formado

devido ao aparecimento de bandas caracteristicas ao xerogel de silica e colageno.

Figura 14. Espectros de FTIR que correspondem ao xerogel de silica com TEC e do

hibrido de silica contendo 2%, 5% e 8% de colageno.
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c. Termogravimetria (TG) e Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A TG foi empregada com o intuito de avaliar a estabilidade térmica das amostras,
além de relacionar a perda de massa com a decomposi¢do de cada componente e dos
hibridos. A figura 15A exibe os termogramas referente as amostras de xerogel de silica,
colageno e TEC puro, onde foi possivel identificar a perda de 20,8% de massa do xerogel
de silica entre 40 e 120°C. Esta porcentagem de perda de massa esta atribuida a remocéo
de &gua quimicamente adsorvida e ao solvente residual (ASARO et al., 2010). No entanto,
apos este estagio de perda de massa, um perfil constante foi observado até 700°C, por
conta da estabilidade térmica da estrutura do xerogel de silica. Este mesmo
comportamento ja foi identificado anteriormente por Kunst et. al. (2017), Ravarian et.al
(2013) e Wei et. al (1992).

As curvas termogravimétricas do colageno apresentam dois estagios de
porcentagem de perda de massa, correspondentes a perda de agua da estrutura entre as
temperaturas de 25 e 80°C e a degradacdo térmica atribuida a perda de massa da proteina
envolvendo a quebra de ligagcdes amida na faixa de temperatura de 250 — 400°C. Por outro
lado, o TEC puro apresenta volatilizacéo iniciada por volta de 140°C (TEIXEIRA et al.,
2021).

Na figura 15B sdo apresentados os termogramas ao xerogel de silica com TEC e
dos hibridos com 2%, 5% e 8% de colageno, respectivamente. O termograma que
representa 0 xerogel de silica com TEC apresentou decomposicdo em 3 principais
estagios, em que as temperaturas iniciais de degradacdo (Tonsent), temperatura final
(Tendset) e o percentual de perda de massa de cada um dos eventos podem ser
visualizados na tabela 1. O primeiro evento pode estar relacionado com a evaporacao de
agua ou de qualquer residuo de solvente, ja 0 segundo evento pode ser correspondente a
volatizacéo de TEC e a degradacgédo dos demais constituintes do xerogel de silica pode ser

que esteja associado ao terceiro evento.
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Figura 15. Termogramas referentes ao (A) xerogel de silica, colageno em fibras, TEC

puro e (B) xerogel de silica com TEC, hibridos de silica contendo 2%, 5% e 8% de colageno.
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A figura 16 apresenta as derivadas das curvas termogravimétricas de (A) xerogel
de silica, colageno em fibras, TEC puro e (B) xerogel de silica com TEC, juntamente com
os hibridos contendo as variacGes de 2%, 5% e 8% de colageno. As curvas derivadas
corroboram com o fato de que adi¢do de TEC na matriz do xerogel faz com que o inicio
da perda de massa ocorra em maiores temperaturas, quando comparado com o0
termograma referente ao xerogel de silica puro. Além disso, € possivel observar que,
quando o colageno foi incorporado a matriz, 0 comportamento das curvas se manteve

similar ao xerogel de silica com TEC.

Os hibridos de silica contendo colageno apresentaram, para cada um dos trés
eventos térmicos constados, menor percentual de perda de massa com o aumento da
quantidade de colageno. Na tabela 1 fica evidente que o hibrido de silica com 2% de
colageno possui maior perda de massa do que as amostras contendo 5% e 8% do mesmo.
A intensidade dos picos das derivadas exibidos na figura 16B, podem ser avaliados ainda

com relacdo a quantidade de colageno presentes no material hibrido.
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Figura 16. Curvas derivadas dos termogramas referentes ao (A) xerogel de silica,
colageno em fibras, TEC puro e (B) xerogel de silica com TEC e apds obtencdo do hibrido de
silica contendo 2%, 5% e 8% de colageno.

O 00

°§ -015 [ A
e -1,0

T -15 .

© 20 p— Xerc?gel de sullga

s 5 —— Colageno em fibras

(1] )

.q;) 3.0 —— TEC puro

o 0 100 200 300 400 500 600 700
S 00

e  -0,1

X 0,2 B
E -0,3

) 'gg —— Xerogel de silica com TEC

© -0,6 —— Hibrido de silica com 2% de colageno
-5 :0’7 —— Hibrido de silica com 5% de colageno
_g 08 —— Hibrido de silica com 8% de colageno
qh) '

(@)

0 100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (°C)

A tabela 1 mostra os valores das temperaturas referentes aos eventos ocorridos
para as amostras de xerogel de silica, colageno em fibras, TEC puro e dos hibridos
contendo 2%, 5% e 8% de colageno. E destacado na tabela 1 as temperaturas iniciais de
degradacdo (Tonset), temperatura final de degradacao (Tendset), temperatura maxima de
decomposicdo (Tmax) e a porcentagem de perda de massa, equivalentes a cada evento

térmico observado nos termogramas e suas respectivas derivadas nas figuras 15 e 16.
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Tabela 1. Dados dos eventos referente as amostras de xerogel de silica, colageno em

fibras, TEC puro e dos hibridos de silica com as variagdes de colageno.

Tonset (°C) | Tendset (°C) | Tmax (°C) Per&)a;ge(gz’?ssa

Xerogel de
S|I|ca

Colageno em
Fibras

TEC puro

Xerogel de
silica com TEC

Hibrido de
silica com 2%
de colageno

Hibrido de
silica com 5%
de colageno

Hibrido de
silica com 8%
de colageno

As propriedades térmicas de TEC, quando incorporado a polimeros, ja foram
exploradas na literatura anteriormente. A decomposi¢do do poli (4cido latico), por
exemplo, ocorreu em temperaturas menores na presenca deste plastificante, o que
ocasionou na diminuigdo da estabilidade térmica do material (MAIZA et al., 2015).
Katopodis e colaboradores (2020) identificaram que o TEC acarretou na formacao de
misturas altamente instaveis termicamente e, ao ser utilizado com poli(alcool vinilico)
para uso em processos de formulacdo farmacéutica, a degradacdo do polimero ocorreu
em temperatura inferior aos demais plastificantes da pesquisa. Esse mesmo
comportamento foi observado quando TEC foi incorporado para modificagdo de filmes
de celulose (HONGPHRUK; AHT-ONG, 2010).

Por outro lado, efeito do plastificante TEC nas propriedades térmicas de hibridos
de silica, ainda ndo foi explorado na literatura. No entanto, o poli(etileno glicol) (PEG) ja
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foi utilizado como plastificante em filmes obtidos via sol-gel, onde a degradacéo térmica
ocorreu em maiores temperaturas com a adicdo de PEG, melhorando a estabilidade
térmica desses hibridos (KUNST et al., 2017). Esta adi¢do de PEG em materiais hibridos
de silica ndo exibiu curvas de TG que se assemelham ao de xerogel de silica com TEC,
porém, ambos plastificantes contribuiram para que a decomposicdo se iniciasse em

maiores temperaturas.

Além disso, foi possivel identificar que a estabilidade térmica observada no
xerogel com TEC e nos hibridos contendo 2%, 5% e 8% de colageno, podem ser
provenientes da estabilidade térmica do xerogel de silica puro. A insercdo de TEC na
matriz hibrida contribuiu para que a decomposi¢édo dos constituintes dos hibridos de silica
contendo col&geno se iniciasse em maiores temperaturas, quando comparado a curva do

xerogel de silica puro.

A adicédo de coladgeno em fibras também influenciou na estabilidade térmica dos
hibridos, onde o aumento da quantidade de colageno resultou em menor percentual de
perda de massa. Na literatura, Dai e seu grupo (2019) verificaram maior termoestabilidade
em composito a base de celulose bacteriana, no momento em que colageno em fibras foi
incorporado. Quando Li e colaboradores (1994) adicionaram coldgeno em um material
hibrido contendo polipirrol, o perfil da curva termogravimétrica sugeriu que houve a
incorporacéo do colageno ao material hibrido e a variagdo da concentragéo de influenciou
nas propriedades térmicas desse material. A revisdo deste trabalho propde que foi possivel
aincorporacao de colageno nos hibridos de silica e que a quantidade de colageno interfere

na estabilidade dos mesmos.

A figura 17 mostra as curvas de DSC para as amostras de xerogel de silica puro,
xerogel de silica com TEC e colageno em fibras. O DSC do xerogel de silica puro exibe
dois picos endotérmicos na regido de 140°C (5,47 J g1) e 175°C (157,23 Jg 1), em que o
primeiro esta relacionado com a remocao de agua ligada a superficie e o segundo pode
ser correspondente a desidroxilagdo dos grupos silanois e remogdo de desidrolise
(ASARO et al., 2010).

A curva que representa adicdo de TEC ao xerogel exibe o desaparecimento dos
eventos térmicos que estavam bem definidos para o xerogel de silica puro. Geralmente,

quando TEC é incorporado em materiais poliméricos, alteracdes em pardmetros como a
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temperatura de transicdo vitrea, de cristalizacdo e de fusdo, sdo observados (MAIZA et
al., 2015).

A curva correspondente ao colageno em fibras evidencia um pico endotérmico em
65°C que pode estar relacionado com a quebra de ligagcGes quimica e ao processo de
desnaturacdo. A transicdo proxima de 125°C estd associada a perda de agua ligada a
proteina, enquanto a regiao entre 150-200°C corresponde a decomposi¢do do colageno
(LIZARAZO-FONSECA et al., 2019).

Figura 17. Curvas de DSC referente as amostras de xerogel de silica, xerogel de silica

com TEC e colageno em fibras.
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A figura 18 mostra as curvas de DSC para os hibridos com 2%, 5% e 8% de
colageno. O hibrido de silica com 2% de colageno apresentou dois picos endotérmicos na
regido de 170°C e em 220°C, que se assemelham com os picos endotérmicos observados
na curva correspondente ao xerogel de silica puro. Esta semelhanca pode estar relacionada
com a falta de homogeneidade desses hibridos e a quantidade insuficiente de colageno na

amostra analisada.

O hibrido de silica contendo 5% de colageno apresentou um pico endotérmico
iniciado em 136°C até 205°C, que podem estar associados com a perda de agua do

coldgeno. Enquanto o hibrido com 8% de coldgeno manifestou o0 mesmo perfil de curva,
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porém, os picos endotérmicos apareceram em temperaturas menores, iniciado por volta
de 115°C ate 205°C.

Figura 18. Curvas de DSC referente aos hibridos de silica contendo 2%, 5% e 8% de

colageno.
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d. Ensaio mecanico de compressao

As propriedades mecénicas dos materiais hibridos orgénicos-inorgénicos séo
governadas pela morfologia desenvolvida durante o método de sintese, independente da
natureza dos seus constituintes (MAMMERI et al., 2005). Apesar disso, o teor de cada
componente pode interferir na elasticidade do material hibrido, por isso, os hibridos de
silica contendo 2%, 5% e 8% de colageno foram submetidos a ensaios de compressédo

mecanica para verificar este comportamento.

Conforme mostrado no item 5a, a incorporacdo do colageno ao xerogel de silica
com TEC acarretou na formacdo de hibridos assimétricos e de superficies irregulares.
Apesar disso, apds 0s espécimes receberam a carga, as fibras ainda se mantiveram unidas
e houve pouca fragmentacdo dos hibridos de silica contendo colageno, uma caracteristica
satisfatoria que difere o comportamento mecanico do colageno em fibras, também
observado anteriormente por Gonzélez Hernandez (2011). O perfil das curvas de
compressdo-deformacéo é 0 mesmo para todas 0s espécimes, assim como para os hibridos
de silica contendo as variacGes de 2%, 5% e 8% de colageno, que estdo exibidos nas

figuras 19, 20 e 21, respectivamente.

A figura 19 revela o comportamento dos espécimes referente ao hibrido de silica
contendo 2% de colageno. O espécime 4 foi o que apresentou deformacdo de 35% em
resisténcia de compressdo maxima equivalente a 2,4 MPa. Enquanto o espécime 1
apresentou menor valor de deformacao, cerca de 0,6 MPa. A discrepancia entre os valores
de compressdo pode ser consequéncia da irregularidade dos hibridos, como ja
mencionado anteriormente. Por conta disso, a média dos valores de compressdo e
deformacéo dos espécimes para todos os hibridos de silica com as variacdes de colageno
foi calculada e esta exibida na figura 22, onde o hibrido com 2% de colageno exibiu
compressdo meédia de 1,7 MPa (x0,6).

Lemos e sua equipe (2016) concluiram que o excesso do componente inorganico
diminuiu a resisténcia e a capacidade de resistir a deformacgéo, quando quitosana foi
adicionada em arcaboucgos de biovidro sintetizados via sol-gel. Esta informacdo pode
sugerir que o comportamento mecanico dos espécimes do hibrido de silica contendo 2%

de colageno é dependente do excesso de xerogel de silica e da falta de homogeneidade.
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Figura 19. Curvas de Compressao (MPa) x Deformacdo (%) dos espécimes do hibrido

contendo 2% de col&geno.
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As figuras 20 e 21 exibem as curvas referente aos hibridos de 5% e 8% de

colageno, na devida ordem. O espécime 4 do hibrido de silica contendo 5% de colageno

exibiu deformacdo de 30% em resisténcia de compressdo equivalente a 2,5MPa.

Enquanto o espécime 6 do hibrido de silica com 8% de colageno apresentou deformacao

de 25% com compressdo de 2,8MPa. As variagfes nas curvas de compressao versus
deformacéo também podem ser justificadas devido a falta de homogeneidade dos hibridos
compostos de 5% e 8% de colageno.

Figura 20. Curvas de Compressao (MPa) x Deformacdo (%) dos espécimes do hibrido

contendo 5% de colageno.
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Figura 21. Curvas de Compressdo (MPa) x Deformacdo (%) dos espécimes do hibrido

contendo 8% de col&geno.
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As curvas correspondentes aos valores médios dos espécimes dos hibridos de 5 e
8% de colageno estdo exibidas na figura 22, facilitando a comparagdo entre eles. A
resisténcia de compressdo média foi de 1,8 MPa (£0,5) e 2,1 MPa (+0,4) para 5% e 8%

de colageno, respectivamente.

Os hibridos de silica contendo 5% e 8% de colageno apresentaram menor
porcentagem de deformacdo em resisténcia de compressdo maiores do que para 0sS
hibridos de silica contendo 2% de coladgeno. Este fato propde que em maiores
concentragcdes de colageno, o hibrido de silica se torna mais resistente a compressao.
Nesta mesma direcdo, Oliveira e colaboradores (2007) averiguaram que o aumento da
fracdo do polimero em biovidros hibridos, reflete em uma resisténcia maior a compressao
e deformacdo na tensdo maxima. Outros testes de compressdo mostraram que 0 aumento
da quantidade de alcool polivinilico em espumas hibridas melhorou as propriedades
mecanicas do material (OLIVEIRA et al., 2009). Compdésitos de poli (D, L) lactido e
biovidro também apresentaram maiores valores para modulo de flexdo e resisténcia,

quando a concentracao do polimero era 10% em peso do biovidro (PEREIRA et al., 2014).
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Figura 22. Curvas de Compressdao (MPa) x Deformacdo (%) referentes a média dos
espécimes dos hibridos contendo 2%, 5% e 8% de colageno.
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As propriedades mecanicas dos hibridos de silica contendo colageno também
devem ser adequadas para a regeneracdo 0ssea, pois este processo pode ser afetado pela
forca mecanica e pela distribuicdo de tensdes. Por isso, 0 modulo de Young (ou modulo
de elasticidade), que é proporcional a rigidez do material quando esta submetido a
compressdo, pode permitir a avaliagdo do material de acordo com os requisitos para uma
aplicacdo especifica (LUO et al., 2019).

O médulo de Young é geralmente expresso em GPa (Giga Pascal). Em geral, um
modulo de Young préximo ao do tecido 6sseo natural (cerca de 15 a 20 GPa) é
considerado ideal para a regeneracdo 6ssea. O modulo de Young do osso depende
fortemente da estrutura espacial, por exemplo, quando uma amostra de osso trabecular (o
qual é formado por um tecido esponjoso) tem um espago anisotropico, o0 médulo de

Young dessa estrutura também possui um espaco anisotropico (GERAETS et al., 2008).

A figura 23 expde os valores médios e o0 desvio padrdo para 0 moédulo de Young
em funcdo da porcentagem de colageno em presente no hibrido de silica. Os modulos de
Young dos hibridos de silica com 2%, 5% e 8% variam entre 2,3 MPa e 11,6 MPa, com
isso, é possivel identificar que o aumento da concentracdo de coldgeno, resulta no
aumento do modulo de Young. Este fato leva a confirmar que o colageno pode influenciar
na maleabilidade dos hibridos de silica.
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Figura 23. Média e desvio padréo correspondente ao modulo de Young (MPa) em funcéo

da quantidade de colageno dos hibridos de silica.
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Os modulos de Young determinado por tensdo versus compressao do 0SSO
trabecular ja foram revisados anteriormente por Wu e colaboradores (2018). Valores do
maodulo de Young referentes a materiais utilizados na tibia proximal, fémur distal e cabeca
femoral, variaram entre 750-1680MPa. O mddulo de Young proximo de 12MPa, como é
0 caso dos hibridos de silica contendo colageno, é considerado relativamente baixo para
aplicacbes de regeneracdo Ossea. Em especial, para tecidos dsseos com elevadas
demandas mecénicas, como as extremidades longas dos ossos (por exemplo, fémur e
tibia) e a coluna vertebral. Esses tecidos requerem materiais com propriedades mecanicas

mais elevadas para suportar as cargas mecanicas a que estdo submetidos.

No entanto, os hibridos de silica contendo colageno aqui obtidos podem ser
adequados para aplicacbes em tecidos 6sseos que sdo submetidos a esfor¢cos menores,
como 0ssos faciais ou de costelas, ou para situagbes em que a regeneragdo 0Ossea €
complementada por outros tratamentos, como imobilizacdo ou terapia farmacoldgica
(ABERE et al., 2022). A escolha do material adequado para a regeneracao 6ssea depende
de maltiplos fatores, incluindo a localizagdo da lesdo, a gravidade da leséo, a idade e 0
estado geral de satde do paciente, entre outros (WANG et al., 2022). Por isso, os hibridos
de silica contendo colageno podem ser indicados para defeitos 6sseos, preenchimento de
lesGes ou em locais onde houve perda de massa 0ssea, como casos de periodontite (XUE
etal., 2022).
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e. Difracdo de raios X

A figura 24 exibe o difratograma de raios X para as amostras de xerogel de silica,
colageno em fibras e xerogel de silica com TEC. O xerogel de silica apresentou
comportamento de pico semelhante a silica amorfa centrado nos angulos de difracéo (26)
7,38° (pico A) e 23,56° (pico B). Na silica amorfa, unidades de silica tetraédricas
individuais sdo unidas aleatoriamente, em que ha um curto intervalo de periodicidade para
a unidade basica SiO4*. Ainda assim, ndo ha periodicidade em seu arranjo que ndo seja
dentro desta unidade basica tetraédrica (AKTI; BALCI, 2023). Radin et. al, afirmam que
a presenca de uma banda larga entre 15° a 30° é indicacdo que o xerogel € um material
monofésico amorfo (RADIN et al., 2002).

O colageno exibiu dois picos caracteristicos (pico A e pico B) em angulos de
difracdo (20) 7,76° e 21,92° agudo e outro largo arredondado, que correspondem aos
picos de difracdo de coldgeno que contem proteinas com estrutura ordenadas ou
fragmentos de estrutura ordenada, respectivamente (GAO et al., 2023). Liu e
colaboradores (2023), afirmam que os éangulos de difracdo encontrados, estdo
relacionados com a distancia entre as cadeias moleculares do coldgeno que estdo

atribuidas a conformacdo da tripla hélice.

O difratograma do xerogel de silica com TEC indica apenas a presenca de um
largo pico (pico A), em angulo de difracdo (20) 21,22°, sugerindo que amostra continua
amorfa mesmo apos a adi¢do do plastificante. Por outro lado, a adicdo de TEC em
biocompdsitos de poli(acido latico) e celulose microcristalina, induziu a cristalizacao
apos introducéo de 15% de TEC, melhorando a cristalinidade e outras propriedades (como
a ductibilidade) do material (PAUL et al., 2021). Uma aceleracdo na cristalizagdo do
poli(acido lactico) também pode ser identificada com a insercdo de TEC, que pbde
justificar informagdes como a diminuicdo da temperatura de transicdo vitrea (MAIZA et
al., 2015). O TEC também contribuiu na melhoria do inchamento de argilas organicas,
devido a intercalagdo do mesmo com a argila, resultando na ligacdo de hidrogénio entre
grupos hidroxila (DE LIMA et al., 2012).
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Figura 24. Difratograma de raios X referente ao xerogel de silica, coldgeno e xerogel de

silica com TEC.
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A figura 25 exibe os difratogramas de raios X para os hibridos de silica contendo
2%, 5% e 8% de colageno, em que indica a permanéncia do aspecto amorfo também para
estas amostras. Halos afastados e alongados, com baixa intensidade, localizados entre 15°
- 40° (20) podem ser observados com mais clareza para as amostras com maior percentual
de colageno. Porém, a presenca destes halos ndo indica organizagdo na estrutura atdbmica
do material hibrido de silica contendo colageno. De acordo com Akti e colaboradores
(2023), a determinacdo da fase cristalina, apos incorporacdo de componentes na estrutura
do xerogel, pode ser dificil uma vez que SiO. é amorfa por natureza. Esta mesma
explicacdo foi adequada para nanoparticulas de o6xido de ferro que foram incorporadas
em xerogeéis, onde 0 mesmo comportamento foi mencionado (PAI et al., 2021). Por outro
lado, a resisténcia da fase amorfa em biovidros, mostra-se mais vantajosa, uma vez que a
fabricacdo destes materiais sem a presenca de fases cristalinas possui alta bioatividade in
vitro (BELLUCCI et al., 2020).
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Figura 25. Difratogramas de DRX referentes as amostras de xerogel de silicacom TEC e

apos a formacéo do hibrido de silica contendo 2%; 5% e 8% de colégeno.
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f. Incorporacédo de sinvastatina e ensaio de liberacao controlada

i.  Caraterizacao do hibrido de silica contendo coladgeno e SIN por FTIR, TG,
DSC e DRX

A incorporagdo da SIN ocorreu no material hibrido de silica com 8% de colageno,
pois foi a formulacdo que apresentou melhores propriedades térmicas e mecéanicas. A
incorporacdo deste farmaco ocorreu nas proporc¢des de 0,1%; 1,0% e 2,0% em relacéo a
massa de colageno presente no hibrido de silica. As fotografias da imagem 26 s&o
referentes ao hibrido de silica contendo 8% de coladgeno, o qual foi escolhido para

incorporacdo do farmaco.

Figura 26. Fotografias referentes a (A) superficie e (B) espessura lateral do material
hibrido de silica contendo 8% de colageno, o qual foi escolhido para realizar a incorporagédo de
SIN.

A) B)

As amostras do hibrido de silica contendo 8% de colageno e as varia¢fes das
concentracdes de SIN foram submetidas as analises de caracterizacdo. Realizar a
caracterizacdo do material hibrido apds incorporar SIN é importante porque permite
avaliar se o farmaco afetou as propriedades do material e também permite identificar as
interacbes quimicas entre o farmaco e o material. Dessa forma, é possivel extrair
informacdes para o desenvolvimento e otimizacdo de materiais hibridos em aplicacbes

farmacéuticas, como a liberacdo controlada de medicamentos.

Os espectros de FTIR referente ao hibrido de silica contendo 8% de colageno e
SIN, que estdo exibidos na figura 27, mostram a presenca das mesmas bandas
identificadas anteriormente para o material sem o farmaco. A SIN possui bandas
caracteristicas por volta de 3530 cm™ (oriundas da vibragdo de alongamento O-H), em
2986 cm™ e 2879 cm™ (que sdo correspondentes a vibragdo de alongamento C-H) e em
1628 cm! (devido a vibragéo de alongamento de grupos carbonila C-O e C=0) (ABDEL
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HAKIEM; MOHAMED; ALI, 2021). Estas bandas também sédo caracteristicas ao TEC,
que foram elucidadas no espectro da figura 14 do item 5c. As bandas especificas do
xerogel de silica puro também podem ser observadas e estdo posicionadas na faixa de 959
cmte 797 cm’, correspondentes aos estiramentos da ligacio Si-OH e ao estiramento

simétrico da ligacéo do oxigénio do grupo Si-O-Si, respectivamente.

Figura 27. FTIR dos hibridos de silica com 8% de colageno e as variacdes de SIN.
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Nos espectros de FTIR para os hibridos de silica contendo 8% de colageno e as
variacdes de SIN, as bandas referentes ao TEC e a SIN podem estar sobrepostas. No
entanto, ndo foi observado deslocamento de banda, manifestando que ndo houve interagéo

molecular entre o material hibrido e o farmaco.

A figura 28 apresenta as curvas de DSC para as amostras dos hibridos de silica
contendo 8% de colageno e 0,1%, 1,0% e 2,0% de SIN incorporado. O perfil de curva
para o farmaco puro apresenta o valor de temperatura de 138°C, que pode estar atribuido
a fusdo de SIN (JIANG et al., 2012). Apds a adigdo do farmaco ao material, picos
endotérmicos apareceram em temperaturas menores, iniciados por volta de 52°C até
148°C, 51°C até 135°C e 50°C até 139°C, para o hibrido contendo coldgeno com 0,1%,
1,0% e 2,0% de SIN, respectivamente. A SIN apresentou este mesmo comportamento
para um estudo de dissolucao por formulagéo de dispersdo sélida ternaria, em que o pico
endotérmico encontrado esta relacionado com a solubilidade deste farmaco em
transportadores fundidos a baixas temperaturas (MAHBOOBIAN et al., 2022). Além
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disso, perfis caracteristicos de curvas de DSC reportados anteriormente e a diminuicao na
temperatura de fusdo do material com a presenca do farmaco, permitem afirmar que esta
técnica foi capaz de identificar a presenca de SIN nas amostras (GORNIAK et al., 2022;
RAO et al., 2010; WU et al., 2014; ZULCAIF et al., 2022).

Figura 28. Curvas de DSC referente ao hibrido de silica com 8% de colageno e as

variagdes de SIN incorporado.
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A figura 29 exibe o difratograma de raios X para a amostra do hibrido de silica
contendo 8% de coladgeno e as variacBes das concentracdes de SIN. A partir do
difratograma é possivel identificar que a ndo houve alteracdo na cristalinidade dos
hibridos de silica contendo colageno e SIN. Contudo, para o hibrido de silica contendo
colageno e 2,0% de SIN, um pico de baixa intensidade pode ser notado préximo do angulo
de difragdo 5,02°, valor também mencionado por Pandya et. al. (2008). Este farmaco
geralmente apresenta picos de difracdo proeminentes dentro do intervalo de angulos de
difracdo (20) 10°-70°, que indicam a natureza cristalina da SIN (KNAPIK-
KOWALCZUK et al., 2019). Portanto, apesar da incidéncia deste pico aparente para o
hibrido de silica contendo o maior percentual de SIN, ndo foi possivel afirmar que a SIN

alterou o padrdo amorfo das amostras.
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Figura 29. Difratograma de raios X referente a amostra do hibrido de silica com 8% de

colageno e as variagOes das concentracdes de SIN incorporado.
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ii.  Perfil de liberacédo de SIN nos hibridos de silica contendo 8% de colageno

Como j& mencionado anteriormente, as aliquotas coletadas durante o ensaio de
liberacdo foram analisadas por espectroscopia de UV-visivel. Para determinar a
concentracdo de cada aliquota coletada, foi determinada uma curva de calibracdo. A curva
de calibracdo é uma ferramenta que permite estabelecer um padrdo entre a concentragdo
do farmaco e a absorbéancia, bem como também permite verificar se o sistema possui taxa
de liberacdo constante e previsivel. A curva de calibracdo da absorbancia versus
concentracdo de SIN estd exibida na figura 30. Neste experimento, foram preparadas
algumas solucdes com diferentes concentragdes de SIN (0,32 mg mL™ - 9ug mL™), em
que as absorbancias de cada uma dessas solugdes foram medidas no comprimento de onda
de 238nm.

Figura 30. Curva de calibracdo da absorbancia versus concentracdo de SIN.
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Apos a obtencdo da curva de calibracdo, foi possivel fazer a determinacdo da
concentracdo das aliquotas coletadas no ensaio de liberacdo dos hibridos de silica
contendo colageno e proporgdes de 0,1%; 1,0% e 2,0% de SIN. A média da concentragéo
do farmaco de valores obtidos em triplica, em funcdo do tempo em horas de experimento,

estéo apresentados na figura 31.
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Figura 31. Perfil de liberacdo de SIN do hibrido de silica contendo 8% de colageno e (A)
0,1%, (B) 1,0% e (C) 2,0% de SIN.
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O perfil de liberacdo de SIN nos hibridos de silica contendo 8% de colageno se
apresenta discrepante para cada percentual do farmaco incorporado. Também é possivel
observar que a concentragdo maxima de SIN (0,32 mg mL™?) ja é liberada por completo
logo nos minutos iniciais ao experimento, para todas as concentra¢des incorporadas nos
hibridos. Isso mostra que a SIN foi dispersa no hibrido de silica contendo colageno, porém
ndo foi possivel identificar os mecanismos de controle para a sua liberacdo, justamente

por conta da rapida velocidade que a SIN foi liberada.

Além disso, os graficos da figura 31, apontam que concentracdes de farmaco
liberado estdo ultrapassando o valor da quantidade maxima de SIN presente nas amostras.
Por exemplo, a concentragdo maxima liberada é de 2,38 mg mL™ (ap6s 144 horas), 3,23
mg mL? (apds 120 horas) e 5,46 mg mL™ (apds 144 horas), para os hibridos de silica
contendo 0,1%, 1,0% e 2,0% de SIN, respectivamente. A literatura salienta que uma
explosdo inicial no perfil de liberacdo de SIN é comum para as primeiras horas iniciais
ao experimento (NOROUZ DOLATABADI et al., 2023). No entanto, a tendéncia dos
gréficos de liberagdo controlada em funcdo do tempo, ap6s o material diminuir
gradualmente a liberacdo ou parar de liberar o farmaco, é que a quantidade de SIN
liberada permaneca constante e o grafico se mantenha horizontal. Tao e colaboradores
(2020), identificaram a dose de 65,2% de liberagcdo cumulativa nas primeiras 2 horas e
100% apds 32 horas de experimento, evidenciando este alinhamento do grafico. Yu et. al.
(2017) visualizaram um equilibrio na liberacdo apds 60 horas, enquanto Yang e sua
equipe (2012) produziram um composto revestido de polidopamina que foi capaz de
liberar o farmaco continuamente ao longo de 28 dias.

Dado que as concentragcGes reconhecidas pelo espectrofotobmetro de UV-visivel
estdo extrapoladas, bem como o perfil de liberagdo de SIN esta incompativel com os
dados da literatura, pode-se argumentar que ha a possibilidade de outro componente do
material estar absorvendo no mesmo comprimento de onda da SIN. Em outras palavras,
quando a radiacdo UV-vis incide na amostra do hibrido de silica contendo colageno e
SIN, as moléculas presentes neste material absorvem a energia da luz, passam para o
estado excitado e a quantidade de luz absorvida é medida pelo equipamento que calcula
a concentragdo atraveés do comprimento de onda da leitura. Para a realizacdo deste
experimento, a leitura ocorreu no comprimento de onda de 238nm, em que é observado a

absorcéo de SIN no espectro de UV-vis.
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Cao e colaboradores (CAO et al., 2022), realizaram um estudo comparativo de
colageno extraido de pele de lula, onde os espectros apresentaram picos de absorc¢ao entre
226-228 nm. J& em pesquisas anteriores, valores de absorcdo entre 230 nm, que €
caracteristico a estrutura de tripla hélice do coldgeno, foram identificados (PAL;
NIDHEESH; SURESH, 2015). Enquanto a faixa de absorbancia maxima entre 210-240
nm, que estad entre o valor de comprimento de onda utilizado neste trabalho, foi
caracterizada e associada aos grupos C=0, -COOH e CONH_ das cadeias polipeptidicas
do colageno (TAMILMOZHI; VEERURAJ; ARUMUGAM, 2013).

Estas pesquisas citadas sugerem que as altas concentracOes identificadas nos
gréaficos da figura 31, podem estar relacionadas ndo somente com a absor¢éo de SIN, mas
também com a absorcdo de fragmentos da estrutura do colageno em fibras, utilizado para
compor o material hibrido de silica. Por conta disso, o ensaio de liberacdo controlada para
as amostras dos hibridos de silica contendo 8% de coladgeno foram realizadas sem a
incorporacéo de SIN e o perfil de liberagdo esta exibido na figura 32. Dessa forma, como
h& a comprovacao de liberacdo de colageno no mesmo comprimento de onda escolhido
para analisar a liberacdo de SIN, ndo foi possivel distinguir qual dos componentes estdo

liberando as concentragdes identificadas.

Figura 32. Perfil de liberagdo controlada correspondente ao hibrido de silica contendo 8%

de colageno, sem a adicdo de SIN.
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g. Microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de raios X
por dispersdo em energia (EDS)

A analise de microscopia eletronica de varredura (MEV) permite a visualizacao
de imagens de alta resolucdo da estrutura superficial e superficie da fratura dos materiais
hibridos, permitindo avaliar sua homogeneidade, tamanho de particula e distribuicdo. A
MEV pode ser utilizada para determinar a composic¢do quimica dos materiais hibridos,
incluindo a presenca de elementos bioldgicos e de materiais de suporte, bem como para

avaliar a interface entre esses componentes (GAUTHIER, et al., 2005).

As imagens obtidas por MEV e as microanalises elementares por EDS, referente
as amostras de xerogel de silica puro e xerogel de silica com TEC, podem ser observadas
nas figuras 33 e 34, respectivamente. Ambas amostras estavam em meio auto suportado,
durante a analise, para facilitar a comparacao entre a superficie do xerogel de silica puro

e do xerogel de silica com o plastificante.

Figura 33. Imagens de MEV das amostras de xerogel de silica puro nas ampliacGes de
(A) 500x e (B) 1000x; bem como imagens das amostras de xerogel de silica com TEC nas
ampliages de (C) 500x e (D) 1000x.
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Figura 34. Microanélise elementar por EDS para (A) xerogel de silica puro e (B) xerogel

de silica com TEC, indicando a presenca dos elementos O, Si e C.
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Nas figuras 33A e 33B, em que foram obtidas nas ampliac6es de 500x e 1000x,
respectivamente, é possivel observar uma superficie lisa e com a presenca de agregados
aleatoriamente distribuidos. Esta mesma morfologia ja foi identificada na literatura, em
escala de 20 um, para ormosils produzidos com TEOS na exploracdo eletroquimica de
hibridos frente & pesticida (OLIVI1O et al., 2018). No entanto, em imagens de MEV

obtidas a partir do pd de xerogel de silica, através do processo sol-gel com hidrélise em
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meio acido, estruturas porosas e altamente hidrofilicas podem ser identificadas (PAUN et
al., 2022; ZHOU et al., 2012).

A adicdo do plastificante TEC ao xerogel de silica, em que a imagem esta
disponivel na figura 33C e 33D, nas respectivas ampliagdes de 500x e 1000x,
apresentaram uma superficie rugosa e a formacdo de poros. O tamanho dos poros
formados estdo entre 2-3um. Na literatura, a adicdo de TEC em filmes de borracha natural
causou rugosidade superficial e 0 surgimento de uma estrutura porosa, assim como
observado no presente trabalho (ISSARAYUNGYUEN; PICHAYAKORN;
PHAECHAMUD, 2014). Nas membranas de poli(L-acido latico) e TEC, uma superficie
irregular e levemente rugosa também pode ser identificado, porém com a presenca de
poros maiores. (CARDOSO et al., 2013).

Elementos como oxigénio (O), silicio (Si) e carbono (C), podem ser observados
com clareza a partir da anélise de EDS, assim como indica as imagens 34A e 34B, para
ambas as amostras. A predominancia dos elementos de O e Si é oriunda dos grupos
siloxanos e silanois, provenientes do processo sol-gel. Ja a presenca do elemento C, pode
ser devido a hidrolise parcial de TEOS (BUCKLEY; GREENBLATT, 1994). Porém, este
elemento fica mais evidente e em maior porcentagem na amostra de xerogel de silicacom
TEC, indicando a presenca da cadeia carbbnica caracteristica do plastificante TEC. A
tabela 2 exibe os valores em porcentagem de peso para os elementos evidenciados por
EDS.

Tabela 2. Tabela referente aos valores em porcentagem de peso de cada elemento

identificado por EDS para as amostras de xerogel de silica e xerogel de silica com TEC.

Amostra C (%) O (%) Si (%)
Xerogel de silica 4,3 60,2 35,4
Xerogel de silica com TEC 11,9 54,0 34,1

A figura 35 A e B exibe a imagem de MEV referente a superficie, nas respectivas
ampliacBes de 500x e 1000x, bem como a superficie de fratura do hibrido de silica
contendo 8% de colageno. Enquanto a figura 35 exp0e e as microanalises elementares por
EDS da amostra do hibrido de silica contendo 8% de colageno.
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Figura 35. Imagens de MEV da amostra do hibrido de silica contendo 8% de colageno
referentes a (A) superficie em ampliacdo de 500x; (B) superficie em ampliagdo de 1000x; e (C)
superficie da fratura em ampliacdo de 50x.
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Figura 36. Microandlise elementar por EDS para amostra do hibrido de silica contendo

8% de colageno, indicando a presenca dos elementos O, Si, N e C.
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Na figura 35, onde é exibido a imagem de MEV do hibrido de silica contendo 8%
de colageno, nas ampliacdes de 500x (A) e 1000x (B), é constatado uma heterogeneidade
e irregularidades na superficie. Aglomerados de pequenos poros, indicados através do
circulo vermelho, bem como regides de superficie lisa e rugosa (indicados com a seta e
circulo amarelo, na devida ordem) também podem ser observados. Estas caracteristicas
morfoldgicas ja foram observadas em um curativo de coldgeno de esponja marinha para
curativos de lesdes cutaneas (ABDIAS SIMON SALES, 2022). Enquanto na figura 35 C,
que representa a amostra fraturada, as fibras do colageno presente no hibrido de silica
estdo distribuidas aleatoriamente em linhas longas, circuladas em azul, em uma regiao

heterogénea e rugosa.

A anélise de EDS do hibrido de silica contendo 8% de colageno, exibida na figura
36, revela que os elementos O, Si e C permaneceram evidentes. A incorporacdo do
colageno, portanto, leva o surgimento do elemento nitrogénio (N), resultante das cadeias
polipeptidicas que possuem grupamentos aminos. A tabela 3 mostra os valores em
porcentagem de peso referente aos elementos O, Si, C e N, verificados na amostra do
hibrido de silica contendo 8% de colageno.

Tabela 3. Tabela referente as porcentagens de peso dos elementos O, Si, C e N,
encontrados na amostra do hibrido de silica contendo 8% de colageno.
Amostra C (%) O (%) Si (%) N (%)

Hibrido de silica contendo 22,9 53,8 18,5 4.7
8% de colageno
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As imagens de MEV referente ao hibrido de silica contendo 0,1% e 1,0% de SIN
estdo em anexo apos o item 8 das referéncias. J& as imagens de MEV da superficie (A e
B) e da superficie de fratura (C) referente a amostra do hibrido de silica contendo
colageno e 2,0% de SIN, bem como as imagens da microandlise por EDS, estdo exibidas
na figura 37 e 38. A heterogeneidade na superficie do material ainda é evidente quando
analisado a micrografia da amostra nas ampliagdes de 500x (A) e 1000x (B), em que a
aparéncia rugosa e lisa foram indicadas com as setas vermelhas. Contudo, na figura 37 B,
pontos esféricos de tamanho similares (entre 4,7 a 4,9um) podem ser observados com
clareza. A figura 37 C também exibe a evidencia das fibras aleatoriamente distribuidas,

oriundas do colageno presente no hibrido de silica.

Os elementos quimicos O, Si, C e N, também foram identificados na amostra do
hibrido de silica contendo coladgeno e 2,0% de SIN por analise de EDS. A partir desta
andlise ndo foi possivel observar novos elementos quimicos presentes que diferenciasse
esta amostra da qual a SIN ndo foi adicionada. Isso ocorreu por conta de a molécula de
SIN ndo apresenta nenhum outro elemento quimico diferente dos quais foram
identificados. A tabela 4 exibe os valores em porcentagem de peso referente aos
elementos O, Si, C e N, verificados na amostra do hibrido de silica contendo 8% de
coladgeno com 2,0% de SIN.

Tabela 4. Tabela referente as porcentagens de peso dos elementos O, Si, C e N,

encontrados na amostra do hibrido de silica contendo 8% de colageno e 2,0% de SIN.

Amostra C (%) O (%) Si (%) N (%)

Hibrido de silica contendo 8% 26,3 51,4 18,5 3,8
de colageno e 2,0% de SIN

Como a estrutura quimica da SIN, representada anteriormente na fig. 7 do item
3d, ndo possui nenhum outro elemento quimico diferente dos demais ja identificados, ndo
é possivel afirmar que estes pontos sejam particulas do farmaco. Porém, a adicdo de SIN
em filmes de poli(3-hidroxibutirato), apresentou uma imagem de MEV com uma
superficie mais lisa no local onde o farmaco estava presente (DOURADO et al., 2021).
Além disso, estudos correlacionam a presenga de pontos mais claros na matriz com
cristais de farmacos, bem como surgimento de pequenos aglomerados de cristais ao redor
do farmaco se faz presente na superficie (LIU et al., 2012b; PARHI; SURESH, 2016).
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Figura 37. Imagens de MEV da amostra do hibrido de silica contendo 8% de colageno
apos a incorporacdo de 2,0% de SIN, em que (A) é referente a superficie do material com
ampliagdo em 500x; (B) superficie com ampliacdo de 1000x e aparecimento de poros em escala
micromeétrica; e (C) a superficie de fratura em ampliagdo de 19x.
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Figura 38. Microanalise elementar por EDS para amostra do hibrido de silica contendo
8% de colégeno ap6s a incorporagdo de 2,0% de SIN, indicando a presenca dos elementos O, Si,
NeC.

40 ym ——
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6. Conclusoes

O processo sol-gel foi eficiente na obtencdo de hibridos de silica contendo
colageno, nas concentracdes de 2%, 5% e 8%. A adi¢do de TEC foi confirmada por FTIR,
e a sua presenca contribuiu para o aumento da estabilidade térmica dos hibridos de silica
contendo colageno. Além disso, o carater amorfo dos hibridos de silica ndo foi alterado

apos a incorporacao deste pastificante.

O colageno influenciou na estabilidade termica dos hibridos e suas fibras dispersas
influenciou na falta de homogeneidade e regularidades, que foram comprovadas através
das curvas de DSC, do perfil das propriedades mecanicas evidenciadas pelo ensaio de

compressdo e nas imagens de MEV.

O ensaio de liberagdo controlada foi influenciado pela absorcdo de colageno no
mesmo comprimento de onda analisado, ndo sendo possivel distinguir qual a
concentracdo exata de SIN liberada. No entanto, é possivel concluir que os hibridos de
silica contendo colageno e SIN podem ser empregados em defeitos dsseos, lesdes,
traumas, desgastes, como osteoindutor ou osteocondutor, onde a compressao mecanica
exigida é menor. A periodontite, uma doenca que leva a perda de massa 0ssea, pode ser

uma sugestao de aplicacéo.
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ANEXO

Imagens de MEV referente as amostras do hibrido de silica contendo 8% de colageno
com 0,1% de SIN (superficie de fratura e superficie):
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Imagens de MEV referente as amostras do hibrido de silica contendo 8% de colageno
com 1,0% de SIN (fratura e superficie):
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