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RESUMO

Este projeto teve como objetivo estudar o Simulated Body Fluid (SBF), com e sem
imersao de vitroceramicas bioativas, utilizando técnicas espectroscopicas. Com o
monitoramento do pH do SBF em funcao do tempo, foram realizadas medidas por
meio das espectroscopias vibracionais Raman e de absorcao no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), além da técnica de espectroscopia de absorcdao no
ultravioleta-visivel. Os resultados indicaram que a espectroscopia FTIR-ATR foi a
técnica espectroscépica mais sensivel as variagdes idbnicas do SBF com imersao de
vitroceramicas, mostrando-se promissora para a avaliagdo de dindmica de
bioatividade in vitro em biomateriais.

INTRODUCAO

Para ser classificado como biomaterial, o0 material deve ter a capacidade de
induzir uma atividade biol6gica especifica quando entram em contato com tecidos ou
fluidos biol6gicos, desde que ndo prejudiquem o organismo vivo, sendo possivel
utiliza-los para tratamentos protéticos e terapéuticos (KOKUBO, 2006). A Food Drug
Administration (FDA) determinou que para ser considerado bioativo, um material ndo
deve ser rejeitado pelo organismo do paciente, sendo assim, deve-se levar em
consideracao a compatibilidade biolégica do material, bem como sua geometria,
controle elétrico e desempenho mecanico. Em 1960, surgiram o0s primeiros
biomateriais cujo objetivo era substituir tecidos danificados. Atualmente, na quarta
geracdo, com a evolugcdo da ciéncia e tecnologia, surgiram materiais com
capacidade de substituir mecanismos naturais do organismo, promovendo reagdes
especificas, podendo ser permanentes ou temporarios no organismo (FESTAS,
2020).

Ensaio de bioatividade acelular, in vitro, € um teste padrdao que avalia a
capacidade de um material interagir com o corpo, como a formacao de uma camada
de hidroxiapatita (HA) na sua superficie, simulando o ambiente fisiol6gico em
laboratério. Este tipo de teste é fundamental para desenvolver materiais que se
integrem bem com tecidos biol6gicos, como o ésseo, e para minimizar a rejeicao
pelo organismo, contribuindo para aplicagdes biomédicas mais seguras e eficazes. A
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utilizacao de solugbes com concentragdes ibnicas semelhantes ao sangue se
mostraram eficazes para tal andlise. Entre essas solugdes, incluem-se a solucao
aquosa de 0,9% de cloreto de sédio (NaCl), solugcdo tampao com fosfato (PBS),
solucao salina balanceada de Hank (HBSS), meio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM), o fluido corporal simulado (SBF), entre outros, sendo o SBF a solugdo mais
utilizada para fins biomiméticos (XIN, 2010). Em 2007, o SBF se tornou a principal
solucéo de teste de bioatividade com sua composicao definida conforme o protocolo
da Organizacao Internacional de Padronizagéo (ISO:23317). No entanto, a producao
do SBF tem um tempo limite de 28 dias para uso, devido as possiveis alteracdes
fisico-quimicas que acontecem, por exemplo, alteragdo do pH e a concentracéo
ibnica (KOKUBO, 2006).

As técnicas de anadlise elementar podem ser aplicadas para avaliacdo dos
SBF poés imersao, entretanto demandam preparacdes quimicas, tai como diluicao
em solventes. Neste viés, este projeto utilizou técnicas espectroscopicas na regiao
do ultravioleta-visivel (Uv-Vis) e infravermelho préximo, como alternativa nao
destrutiva para avalicdodas interacdes ibnicas do SBF sem e com a imersdo do
biomaterial em diferentes tempos, a fim de promover maiores estudos sobre suas
propriedades.

MATERIAIS E METODOS

O SBF foi preparado utilizando o método proposto por Kokubo (KOKUBO,
2006.), com cada composto pesado na balanca analitica (UW220D, Shimadzu) com
precisdo de 0,1 mg. No ensaio de bioatividade in vitro os biomateriais sdo imersos
em SBF durante diferentes intervalos de tempo, a 36,5°C. Para controle das
possiveis alteracbes do SBF, foram separadas 5 aliquotas de 25 ml de SBF e
submetidas as mesmas condicées de um ensaio de bioatividade, porém sem a
imersao de biomaterial, durante 1, 7, 14, 21 e 28 dias. Também foram analisadas
amostras de SBF com a imersdo da vitroceramica bioativa, produzida a partir do
sistema vitreo calcio-sodio-boro denominado no decorrer do trabalho de P3, durante
os intervalos de 14 e 28 dias. Os SBF’s, com e sem imersao de P3, em todos os
periodos descritos foram analisados pelas técnicas espectroscopicas de absorcao
no UV-Vis, Raman e FTIR.

2 ml de SBF foi condicionado em cubeta de quartzo, de caminho éptico de
1cm, para obtengao dos espectros de transmitancia no UV-Vis, sendo realizado uma
medida por amostra, utilizando um espectrofotometro UV/Vis/NIR (Lambda 1050,
PerkinElmer), no intervalo de 800 a 200 nm, com resolucdo espectral de 1 nm.
Como referéncia foi utilizada a agua ultrapura mili-Q. Para a espectroscopia Raman
foram depositados 100 ul de SBF em um espelho de ouro, seco por 60 minutos em
condicbes normais de ambiente, utilizando um espectrometro Confocal y-Raman
(Senterra, Bruker) com objetiva de magnificacdo de 20x, focando o laser de
excitagdo (785 nm e poténcia nominal de 100 mW). Cada espectro foi uma média de
15 varreduras, com tempo de integracdo no sensor de 5 s, resolucao espectral de 9
a 15 cm™ e obtidos no intervalo de 4000 a 400 cm™. Os espectros de FTIR-ATR
foram obtidos por meio de um espectrdmetro de FTIR (Vertex 70V, Bruker) acoplado
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ao acessorio de Reflectancia Total Atenuada (ATR) (Platinum, Bruker) equipado com
cristal de diamante. 2 pl de SBF foram depositados sobre o cristal, e aguardou-se 60
min para evaporacao da agua (em condigdes normais de ambiente) para inicio de
cada medida. Cada espectro € uma meédia de 128 varreduras, no intervalo espectral
entre 4000 e 400 cm' com resolucdo de 4 cm™. Os espectros de FTIR-ATR e
Raman foram normalizados pelo vetor normalizagéo utilizando o software OPUS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros de transmitancia no UV-Vis mostraram alteragbes significativas
na solucao do SBF apds a imersdo P3. Enquanto as amostras do SBF sem imersao
de P3, chamado de controle, mantiveram uma estabilidade nos 28 dias, exceto por
uma reducao da transmitancia na regidao de 230 — 260 nm. Ao fazer a comparacao
entre o SBF controle e com imersao do biomaterial, entre os tempos de 14 e 28 dias,
€ observado um deslocamento na banda em 205 nm para maiores comprimentos de
onda, sendo um indicativo da interacdo e degradacdo de P3. A natureza de
absorbancia do material sugere que a dinamica entre o SBF e o biomaterial liberam
ions e compostos capazes de absorver energia na entre a regiao de 200 — 230 nm,
no ultravioleta. Entretanto, nao foi possivel identificar os compostos relacionados a
esta alteracéo.

Ao utilizar a técnica de espalhamento Raman o espectro do SBF controle
apresenta bandas semelhantes as do SBF com imerséo, impossibilitando assim, a
analise de possiveis contribuicbes da dinamica ibnica entre o material e o SBF
durante os periodos de imerséo, sendo avaliado que essa técnica nao é tao sensivel
ao tipo de analise desejada.
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Figura 1. A) Espetros de FTIR-ATR do SBF controle e com imerséo da vitroceramica P3 em fungéo
de diferentes tempos. B) Comportamento das areas das bandas de borato em fungéo dos tempos em
imersao.

Ja a espectroscopia FTIR-ATR permitiu monitorar de forma mais evidente
interacdes entre P3 e o SBF em duas regides principais: entre 775 e 945 cm™ e 1240
e 1440 cm™, onde o SBF n&o apresentou bandas, como observado na Figura 1.A).
Ao analisar a area absoluta dessas bandas em funcdo do tempo, foi possivel
observar que a dindmica entre o SBF e P3 € mais intensa nas primeiras horas,
estabilizando-se ap6s periodos mais longos, como mostrado na Figura 1.B).
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Segundo estudos prévios (DOS SANTOS, 2023), onde a vitroceramica P3 foi
estudada em detalhes, é possivel associar as duas regides destacadas a modos
vibracionais de boratos. A regido entre 775 — 945 cm™ é tipica das unidades de BOjs
e BO, associados a estiramentos assimétricos de B-O de grupos diborato. Ja a
regido entre 1240 e 1440 cm™' pode estar associada a grupos trigonais de boro com
modos de vibragdo de estiramentos de boro e oxigénio. Desta forma, a
espectroscopia FTIR-ATR permitiu avaliar a evolucao de dissociagcao de P3 por meio
das bandas de grupos borato, que sdo de fundamental importancia para avaliacao
da bioatividade da amostra.

CONCLUSOES

As técnicas espectroscopicas empregadas nas condigcdes experimentais
deste estudo apresentaram sensibilidade as alteragdes ibnicas tanto do SBF
controle, quanto do SBF com P3 em imersdo. O destaque ficou com a
espectroscopia FTIR-ATR que permitiu a analise da dindmica dos grupos boratos
presentes em P3 em meio ao SBF, mostrando-se uma técnica promissora para
estudo do SBF com imersao de diferentes biomateriais. Compreender o meio pés-
imersao em teste de bioatividade acelular € uma importante informacao para o
emprego de biomateriais em aplicacées biomédicas.
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