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RESUMO

O presente trabalho propde o desenvolvimento de novos vidros borato com propriedades
bioativas. Foram propostas trés composi¢Ges do seguinte sistema vitreo (em % de massa):
60B20s3 - 5CaF2 - (20-x)Na20 - (15-x)Ca0 - 2xP20s (x = 0, 1, 2). A adicéo de P20s foi investi-
gada como possivel facilitadora de nucleacdo da hidroxicarbonato de apatita (HCA). As pro-
priedades térmicas e espectroscopicas das amostras foram caracterizadas via calorimetria ex-
ploratéria diferencial (DSC), espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier
(FTIR) e micro-Raman. Os vidros foram entdo submetidos a testes in vitro por meio de sua
imersdo em fluido corporeo simulado (SBF) durante diferentes periodos de tempo. Depois de
retirados do fluido, a formacéo da camada da HCA foi avaliada por meio das técnicas de difra-
cdo de raios-X (DRX), microscopia eletronica de varredura (MEV), FTIR e micro-Raman.
Como critério de comparacao, amostras do vidro 45S5, primeiro vidro bioativo e considerado
padrdo ouro, foram produzidas e submetidas aos mesmos procedimentos que os vidros borato.
Todas as tecnicas comprovaram a formagao da HCA nos vidros borato, a qual ocorre por um
mecanismo continuo de degradacdo das amostras e é diferente do convencional, visto para o
45S5, além do respectivo carater bioativo dos vidros borato propostos no trabalho. Dentre eles,
0 vidro com 2% de P.Os apresentou os resultados mais semelhantes aos do 45S5, com a crista-
lizacdo mais rapida da camada de HCA entre os vidros borato, apds cerca 48 horas de imersao.
AlteracGes no pH do SBF utilizado também foram monitoradas, mostrando que a composi¢ao
sem P20s € a que libera maior quantidade ions no fluido e, consequentemente, a que degrada
com maior facilidade, enquanto a amostra com 2% de P>Os aparenta ter a maior resisténcia ao
ataque da solucdo. A comprovada bioatividade e as diferencas em seus processos de degrada-
¢ao, permitem afirmar que os vidros borato desenvolvidos neste trabalho podem potencialmente

ser aplicados como biomateriais.

Palavras-chave: Vidros bioativos, Vidros borato, Biomateriais, Teste in vitro, Hidroxicarbo-

nato de apatita.



ABSTRACT

This work aims to support the development of new borate glasses with bioactive proper-
ties. There were developed three different configurations of the following glass system (wt %):
60B203 - 5CaF> - (20-x)Na20 - (15-x)Ca0 - 2xP.0s (x = 0, 1, 2). The addition of P2Os was
investigated as a possible facilitator of the hydroxycarbonate apatite (HCA) nucleation. The
thermal and spectroscopic properties of the samples were characterized by differential scanning
calorimetry (DSC), Fourier transform infrared (FTIR) and micro-Raman spectroscopy. The
glasses were undergone in vitro tests by their immersion in simulated body fluid (SBF)
throughout different periods of time. After taken out of the fluid, the HCA layer formation was
evaluated by X-ray diffraction (DRX), scanning electron microscopy (MEV), FTIR and micro-
Raman spectroscopy. As a standard of comparison, the samples of the glass 45S5, the first
bioactive glass and considered gold standard, were produced and undergone the same proce-
dures of the borate glass. All the techniques assured the HCA formation on the borate glasses,
which occurs by a continuous mechanism of degradation of the samples and, is different from
the conventional one, seen for the 45S5, besides the respective bioactive character of the borate
glasses aimed in the work. Among the borate glasses, the one with 2% of P2Os presented results
with higher similarity with the 45S5, with a faster crystallization of the HCA layer after 48
hours of immersion. pH changes in the SBF were also monitored, showing that the free P2Os
composition is the one that releases the higher number of ions, and consequently, degrades
easier, while the sample with 2% of P2Os shows higher resistance in the solution. The proven
bioactivity and the differences among their degradation processes, allows saying that the borate

glasses, developed in this work, have e potencial application as biomaterials.

Keywords: Bioactive glasses, Borate glasses, Biomaterials, In vitro test, hydroxycarbonate ap-
atite.
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1 Introducéo e objetivos

A curiosidade e a caracteristica investigativa do Homem séo qualidades intrinsecas a
sua existéncia. Movido por essa natureza, toda a ciéncia e a consequente tecnologia desen-
volvida por ela, fez-se e faz-se cada vez mais répida e necesséria para a humanidade. Tentar
sobrepor-se aos fendbmenos naturais ou as adversidades causadas pelo cotidiano sempre
foram as chamas que motivaram a evolugéo do pensamento e da criatividade humana. Em
um desses desafios, 0 homem deu inicio a saga de tentar repor ou reconstruir partes perdi-

das ou defeituosas de seu corpo. Nasce ai a histéria dos biomateriais.

Os problemas fisicos, antes causados por trabalhos bracais excessivos, confrontos
com animais e eventualmente em guerras, hoje foram substituidos por acidentes gerados
pela industrializacdo, por fatalidades no tréansito e pelo aumento da expectativa de vida,
que leva a um maior desgaste dos tecidos do corpo. Guerras infelizmente ainda fazem parte
da sociedade contemporanea e ndo podem ser excluidas do quadro de causadoras de muti-

lacdes.

Uma maneira didatica de exemplificarmos o quédo susceptiveis estamos a estas ma-
zelas é por meio da observacdo de dados referentes a acidentes de transito. No Brasil, estes
foram a causa de mais de 200.000 casos de internacdes por ferimentos graves no ano de
2016. Podemos confrontar estes niUmeros com os referentes aos anos anteriores por meio
da figura 1. Segundo consta no banco de dados do Sistema Unico de Satde (DATASUS),
é visivel o continuo aumento do nimero de acidentes e, consequentemente, a demanda

gerada pela necessidade de se tratar as sequelas provenientes destes eventos [1].
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Figura 1: Estatistica nacional do nimero de internagcdes por ferimentos graves em acidentes de
transito no periodo de 2002 a 2016. Dados atualizados até a data de 11/02/2017. Adaptado da re-
feréncia [1].



Em busca de solucGes, ndo somente para problemas causados por acidentes de tran-
sito, o desenvolvimento de tecnologias voltadas a cuidados com a satde tem se tornado
cada vez maior e é refletido diretamente na economia. A criagdo e aprimoramento de ma-
teriais utilizados em dispositivos médicos ou que tém contato direto com sistemas bioldgi-
cos, compde uma parte importante dos cerca de 300.000 produtos para uso na area da satde
[2]. Utilizando o final do século passado como base de analise, somente no ano 2000 o
mercado mundial desses chamados biomateriais foi estimado em 23 bilhdes de dolares,
com taxa de crescimento de 12% ao ano, o que significaria, em 2015, ter ultrapassado 0s
100 bilhdes de dolares. A participacdo dos EUA se situava entre 35-45% do mercado mun-
dial, enquanto o mercado europeu era responsavel por cerca de 25% [2]. No Brasil, dados
de 2004 mostram que os gastos do Sistema Unico de Satde (SUS) com ortopedia totaliza-
ram cerca de 60 milhdes de reais, com 6.337 itens (exceto insumos) fornecidos por 39
empresas e precos de lista variando entre 3,17 e 48.000,000 reais. Somado a isso, houve,
somente em 2004, cerca de 1500 cirurgias de revisao, responsaveis por um gasto adicional

de quase 7 milhGes de reais em proéteses [2].

Para termos nogdo da abrangéncia de atuacdo destes biomateriais, eles podem ser
categorizados como dispositivos biomédicos, materiais implantaveis, dispositivos para a
liberacdo controlada de medicamentos, Orgaos artificiais e curativos, compreendendo
exemplares que vdo desde valvulas cardiacas, tubos de circulacdo sanguinea, sistemas de
hemodialise, suturas, placas, substitutos ésseos, tenddes, telas ou malhas, lentes e dentes,
até estruturas mais complexas na forma de filmes, implantes subdérmicos e particulas, bi-

ossensores, coracao, rim, figado, pancreas, pulmaoes e pele, dentre muitos outros [3].

O campo de estudo sobre biomateriais é extremamente vasto e a necessidade de de-
senvolver abordagens interdisciplinares na concepc¢do de novos exemplares é inevitavel.
Seu desenvolvimento exige a sinergia de grupos de pesquisa em ciéncia de materiais, bio-
logia, quimica, fisica e medicina [4]. A evolucdo natural dos estudos levou ao surgimento
de areas como a bioengenharia, engenharia biomédica, biotecnologia, biomecanica, enge-
nharia de tecidos entre outras. Por serem areas relativamente novas, suas definicdes nem
sempre sao claras, sendo praticamente impossivel evitar a superposicao entre os temas [2].
Dentre elas devemos destacar a engenharia de tecidos, ramo da ciéncia que se especializou
em buscar praticas para induzir o corpo a se autorregenerar em vez de promover a substi-
tuicdo de partes danificadas. Um conceito baseado na ideia de, a longo prazo, tornar 0s

sistemas de reparacdo e de substituicdo de partes defeituosas por formas genéricas ndo



humanas, os quais podem ser fornecidos, sob requisi¢cdo, para aplicagOes terapéuticas de
enxertos de pele ou reposicéo de 6rgdos [4,5] .

A engenharia de tecidos é hoje fundamental ao exercicio da medicina regenerativa, e
0 mercado potencial de produtos por ela desenvolvidos, como pele, osso e cartilagem, é
estimado em mais de 100 bilhdes de ddlares ao ano [2]. Mesmo assim ela ainda esbarra em
muitas dificuldades naturais. Os 0ssos, por exemplo, possuem a capacidade de regenerar-
se formando um novo tecido com a mesma estrutura do original. Entretanto, esta capaci-
dade é limitada por dois fatores importantes. O primeiro é a extensdo da lesdo, que pode
levar a necessidade de preenchimentos realizados com enxertos do proprio paciente, mas
gue acaba sendo limitada pela quantidade de material. O outro é a utilizacdo de materiais
artificiais, na maioria das vezes inertes, que podem causar rejeicdes e transmissdes de do-
encas ao hospedeiro. Desafios como esses movem a engenharia de tecidos a estudar e de-
senvolver materiais com propriedades fisicas, mecénicas e bioldgicas compativeis com a

dos tecidos vivos, de forma a estimular respostas adequadas aos sistemas anfitrides [6].

Pesquisas e publicagdes cientificas, tendo como tema biomateriais, se tornam cada
vez mais relevantes a cada ano. Em uma répida busca por periodicos disponiveis na base
de dados web of science [7], por meio do acesso ao portal CAPES, é possivel observar a
quantidade de trabalhos que possuem biomaterials como palavra-chave. A figura 2-A apre-
senta 0 nimero de publicacbes em funcgdo dos Gltimos 17 anos, e demonstra o0 notério e
crescente interesse em se estudar os mecanismos que concedem propriedades singulares a
estes materiais, bem como a énfase no aprimoramento e criacdo de outros novos. Dentre
estes 0s vidros bioativos, tema principal deste trabalho, seguem a mesma tendéncia como
apontado na relacdo de publicacdes que contém a palavra-chave bioactive glasses [7], ex-
posto na figura 2-B.

Esses vidros que possuem propriedades bioativas, ou seja, capazes de interagir e es-
timular uma resposta bioldgica do organismo hospedeiro, quando implantado in vivo, tem
sido alvo de interesse para aplicac6es biomédicas desde o inicio dos anos 70. Por serem
altamente versateis, esses também chamados “biovidros” continuam sendo amplamente in-
vestigados, e com o auxilio do surgimento da engenharia de tecidos, projetos que vao desde
a confeccédo de nanoesferas para liberagdo controlada de medicamentos, fibras que ajudam
na cicatrizacdo de feridas em diabéticos e até produtos ja comercializados como pastas para

reducdo de sensibilidade nos dentes tém sido impulsionados [8].
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Figura 2: (A) Numero de publicagdes por ano contendo o termo biomateriais como palavra chave.
(B) Numero de publicagdes por ano contendo o termo vidros bioativos como palavra chave.
Acesso realizado na data: 28/02/2018 [7].

Ao longo dos ultimos cinquenta anos, os avancos feitos no desenvolvimento de dis-
positivos confeccionados com o objetivo de promover a restauragéo e substituicdo dos te-
cidos biologicos foram notaveis e amplamente aplicados. Porém, ainda ha muitos proble-
mas a serem resolvidos e 0 sucesso desses grandes esforcos claramente exigem maior com-
preensao de varios conceitos, como biocompatibilidade, resposta do hospedeiro e interacéo

célula-biomaterial [4].

Este trabalho busca o desenvolvimento de novos vidros que possam ser aplicados
como biomateriais, olhando por um viés que foge aqueles ja bem consolidados em nosso
grupo de pesquisa e, assim, tenta estimular a interdisciplinaridade e o esfor¢co em conjunto

de areas do conhecimento que sdo complementares e podem ser muito frutiferas.

A escolha por estudar vidros da base borato foi feita por estas serem composi¢des
ainda pouco utilizadas, quando comparadas aos seus semelhantes silicato, e por possuirem
propriedades muito promissoras para diversas aplicagcdes como biomaterias. Vidros borato
sdo altamente reativos e possuem menor durabilidade quimica que silicatos, podendo, em
alguns casos, apresentar maior bioatividade do que seus analogos de silicio [9]. Algumas
das aplicacdes mais interessantes para vidros bioativos borato se concentram em tirar pro-
veito da capacidade de liberacdo de ions que podem estimular a angiogénese e o controle

de pH do meio, além de suas propriedades térmicas permitirem sua confecc¢éo em fibras ou



scaffolds! de forma mais facil, ofertando inimeras possibiladades de se expandir a aplica-
bilidade destes vidros [8].

O objetivo principal deste trabalho é estudar vidros borato utilizando trés composi-
¢cBes com concentracBes variadas de 6xido de fdsforo, avaliando seu potencial bioativo
mediante testes in vitro com a imersao das amostras em fluido corporeo simulado (SBF),
por diferentes periodos de tempo. Para analisar mudancas nas caracteristicas morfoldgicas
e estruturais apresentadas durante o procedimento in vitro, as amostras foram submetidas
as técnicas de microscopia eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia de absorg¢éo no
infravermelho via transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia Raman e difracdo de
raios-X (DRX). O pH do fluido em que os vidros foram imersos foi monitorado ao longo
de todo o processo, assim como também foram analisadas as propriedades térmicas para

os vidros por meio da calorimetria exploratéria diferencial (DSC).

De modo a garantir uma melhor avaliacdo dos resultados obtidos, amostras do vidro
45S5, o primeiro vidro bioativo desenvolvido e considerado até o hoje o mais bioativo [6],
foram submetidas aos mesmos procedimentos que os vidros borato, com o intuito de com-

parar as caracteristicas apresentadas por cada um, antes e ap0s o teste in vitro.

Este trabalho se divide em 5 capitulos. O primeiro e corrente, trata de contextualizar
0 interesse pelo estudo abordado e os objetivos. O segundo traz 0 embasamento tedrico
com énfase em biomateriais e vidros bioativos. O terceiro apresenta 0s materiais e métodos
utilizados no trabalho. O quarto relaciona os resultados e discussdes decorrentes dos pro-
cedimentos aplicados no capitulo precedente. O quinto e Gltimo aborda as conclusdes e
perspectivas obtidas da realizacdo do trabalho. Além disso, informacdes suplementares so-
bre assuntos relacionados as técnicas experimentais utilizadas, estdo contidas no apéndice
A.

! S40 estruturas de suporte para crescimento e regeneracéo de tecidos em aplicagdes biomédicas. Con-
cedem uma arquitetura funcional para o desenvolvimento e diferenciacéo celular enquanto se degradam.



2 Revisao bibliografica

Este capitulo faz um apanhado geral sobre temas importantes no desenvolvimento
deste trabalho. Ele conta com topicos que servem como guia para uma melhor compreenséao
do que se pretende estudar, abordando situagdes e resultados que podem ser esperadas na
pesquisa de vidros bioativos.

2.1 Biomateriais

Embora atualmente sejam amplamente difundidos e estudados, a utilizacdo de mate-
riais para repor partes perdidas ou danificadas do corpo humano remonta a periodos histo-
ricos de 2500 anos a.C.. A pratica de substituir dentes e partes 6sseas por materiais como
ouro, marfim, madeira e até pedras preciosas € relatada em antigos textos orientais de me-
dicina. Todavia, os provaveis precursores no uso de implantes aloplasticos? em vida tenham
sido os maias. Esse costume, datado do inicio do seculo VI, péde ser confirmado por um
fragmento de mandibula encontrado por Wilson Popenoe, na “Playa de los Muertos”, Hon-
duras, em 1931. A mandibula que Popenoe achou continha pedacos de conchas substi-
tuindo dentes e pode ser vista na figura 3. Testes radiograficos posteriores concluiram que,
devido a osteointegracdo® entre as conchas e 0 0sso, os implantes foram feitos com o paci-
ente vivo [10,11].

Figura 3: Foto de um fragmento de mandibula com implantes de conchas marinhas. Adaptado da
referéncia [11].

2 O termo aloplastico, em medicina, refere-se a um material capaz de ser colocado dentro de um or-
ganismo vivo (favorecendo sua forma, moldando parte dele) e que mesmo sendo diferente possa comportar-
se de maneira semelhante ao tecido proprio do organismo, sendo tolerado por este.

3 Ancoragem direta de um implante pela formagcéo de tecido dsseo ao seu redor sem crescimento de
tecido fibroso na interface osso-implante.



Com o passar dos anos e a evolugdo da medicina, as técnicas de esterilizacdo e as-
sepsia® foram aperfeicoadas, permitindo que, em meados de 1860, fossem feitos implantes
aloplasticos com maior seguranca e menores riscos de infeccdes. Desde entdo, inlmeros
outros tipos de materiais foram pesquisados e confeccionados de modo a apresentar com-

patibilidade e nenhuma rejeigédo do corpo humano [12].

Durante conferéncias organizadas pela European Society for Biomaterials Biomate-
rials (Sociedade Européia para Biomateriais, em traducdo livre), feitas com o intuito de
buscar defini¢Oes para o termo biomateriais, chegou-se, na primeira edi¢éo realizada em
1986, ao seguinte consenso: “Biomaterial é qualquer substancia ou combinacéo de subs-
tancias, que ndo sejam drogas, de origem animal ou sintética que pode ser usada por um
periodo de tempo, como parte ou como um todo de sistemas que tratam, aumentam ou
substituem quaisquer tecidos, 6rgaos ou fungbes do corpo”. Mais tarde, no segundo en-
contro, em 1991, a definigdo foi readaptada e passou a ser: “Materiais com propdsito de
interagir com sistemas biologicos para avaliar, tratar, aumentar ou repor qualquer tecido,

6rgao ou funcdo do corpo” [5].

Os anos de experiéncia no desenvolvimento e aplicacdo dos biomateriais produziram
consensos acerca das necessidades a serem atendidas. Concluiu-se que os biomateriais de-
vem apresentar propriedades especiais para se adaptarem as aplicacdes a que os destinam.
Basicamente, devem resistir a interagdo com o organismo, sem se degradar nem produzir
qualquer resposta bioldgica adversa, local ou sistémica®, independente da maneira como
reagird quando aplicado in vivo. Dentre os requisitos essenciais para a selecdo e emprego

de um material comum como biomaterial, tém-se [6,13]:

e Biocompatibilidade: depois de implantado, o material deve resistir ao ataque
do sistema biol6gico sem sofrer a liberacdo de substancias nocivas ao hospedeiro, bem
como perda de seu proposito.

e Biofuncionalidade: o material deve apresentar propriedades fisicas e meca-

nicas que o permitam desempenhar a fungéo planejada.

4 Assepsia € o conjunto de procedimentos que visam impedir a introducdo de germes patogénicos em
determinado organismo, ambiente e objetos.
5 Capaz de afetar inteiramente um organismo.



e Esterilizacdo: quando submetido a técnicas de esterilizacdo que podem con-
ter uso de radiagdo gama, gas oxi-etileno e autoclavagem®, as propriedades do material ndo
devem ser afetadas.

e Manufatura: o formato e o conforto do material implantado devem ser ga-

rantidos sem comprometimentos em suas propriedades.

Os biomateriais podem ser classificados em trés grupos de acordo com a aplicacéao a
que se destinam. Estes sdo: substituicdo de tecidos moles’, substituicdo de tecidos duros® e
materiais para o sistema cardiovascular. Na ortopedia e odontologia foram definidas trés
geracOes conceituais distintas em relacdo a resposta apresentada pelo biomaterial apds o
implante [6,11,14].

Devido a pouca experiéncia, a primeira geragdo foi voltada para materiais que com-
binassem propriedades fisicas com a minima resposta imunoldgica do tecido hospedeiro.
Dentre estes se destacam 0s materiais metalicos, cerdmicos e polimeéricos. Alguns exem-
plos s&o: aco inoxidavel, ligas de titanio e cobalto-cromo, zirconia, alumina, silicone, po-
lietileno (PE), poliuretanos (PU), polimetilmetacrilato (PMMA\), polipropileno (PP), resi-

nas acrilicas entre outros [15,16].

A geracdo seguinte é caracterizada pela utilizacdo de biomateriais com capacidade
de melhorar a resposta bioldgica e a ligacdo tecido hospedeiro/implante, bem como pela
criacdo de materiais com degradacao progressiva durante a regeneracdo do novo tecido, 0s
chamados materiais reabsorviveis. Essa fase € marcada por exemplos como os biovidros,
as bio-vitroceramicas, os fosfatos de célcio, o acido poligligélico (PGA), &cido polilactico
(PLA), o poli 3-caprolactona (PCL), polihidroxibutirato (PHB), o acido hialurénico, a qui-
tosana e os hidrogéis [15,16].

A terceira e Ultima geracao combina conceitos de bioatividade e biodegradabilidade
sem substituir totalmente os materiais das geracdes anteriores. Com o intuito de regenerar

o0 tecido e ndo simplesmente substitui-lo, encontramos os seguintes produtos: cimentos

¢ Consiste em manter o material contaminado a uma temperatura elevada, por meio do contato com
vapor de agua, durante um periodo de tempo suficiente para destruir todos os agentes patogénicos.

" Refere-se a classe de tecidos animais com matriz extracelular rica em fibras de colageno e elastina.
Incluem tecidos epiteliais, muculares e conjuntivos ndo mineralizados.

8 Refere-se ao tecido mineralizado que se tornou firme e trabalha no corpo como mecanismo de apoio
e protecdo. Estes incluem 0ssos, dentes e esmalte



Gsseos reabsorviveis, proteinas morfogenéticas® dsseas (como BMP2) associadas a cera-
micas de fosfato de calcio, cartilagem para regeneragdo de articulagGes (Carticel®, Gen-
zime Co.), pele artificial (Intergra® Life Science) e scaffolds de ceramicas e vidros bioativos
[15,16]. Na tabela 1 sdo citados biomateriais, suas caracteristicas e aplica¢cdes [15,16]. En-

quanto alguns exemplos podem ser vistos nas fotos expostas na figura 4.

Figura 4: Exemplos de biomateriais na atualidade: (A) Hidroxiapatita porosa e (B) Cimento de
hidroxiapatita utilizados para reconstrucdo da estrutura facial [17]; (C) Placa de vidro bioativo
utilizados para reconstrucédo da estrutura facial [17]; (D) Implantes de polietileno poroso utilizado
na reconstrucdo auricular [17]; (E) Protese de polietileno utilizado para implante de queixo [17];
(F) Implante mandibular de copolimero randémico linear de 82% de acido poli-L-latico (PLLA) e
18% de &cido poligligélico (PGA) [17]; (G) Dispositivos de titanio utilizados para reconstrucéo
da estrutura facial [17]; (H) Ligas metalicas como elementos estruturais na estabilizagdo de fratu-
ras 6sseas [18]; (1) Polimeros utilizados como membranas e implantes de cirurgia artroscopica e
espinha [19].

9 E uma proteina capaz de induzir a transformagcéo de células mesenquimais (indiferenciadas) em car-
tilagem e osso.
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Tabela 1: Biomateriais, suas vantagens, desvantagens e aplicacdes [20].

Biomaterial

Vantagens

Desvantagens

Aplicacdes

Polimeros

Polietilenos, Poliés-
ter, Poliuretano, Po-
limetilmetacrilato,
Politetrafluoretileno
e Silicone

Elasticidade, facil
fabricacéo, baixa
densidade

Baixa resisténcia
mecanica, degrada-
¢ao dependente do

tempo

Suturas, artérias,
veias; maxilofacial
(nariz, orelha, maxi-

lar, mandibula,
dente), tend&o artifi-
cial, oftalmologia

Metais e Ligas

Aco inoxidavel, Ti-

tanio, Tantalo, Liga
de Niquel-Cromo,
Liga de Titanio e

Liga Cobalto-Cromo

Alta resisténcia a
tensao, alta resistén-
cia ao desgaste, alta
energia de deforma-

cao

Baixa biocompatibi-
lidade, corrosdo em
meio fisioldgico,
perda das proprieda-
des mecanicas com
tecidos conectivos
moles, alta densi-
dade

Fixacgdo ortopédica
(parafusos, pinos,
placas, fios, hastes);
implantes dentarios

Ceramicas e Vidros

Alumina, Zircbnia,
Carbono, Fosfatos
de calcio, Porcelana
e Vidros bioativos

Boa biocompatibili-
dade, resisténcia a
corrosao, alta resis-
téncia a compressdo

Baixa resisténcia a
tensdo, baixa resis-
téncia mecanica,
baixa elasticidade,
alta densidade

Ossos, juntas, den-
tes, valvulas, ten-
ddes, vasos sangui-
neos e traqueias arti-
ficiais

Compositos

Fibra de carbono-re-
sina termofixa, Fibra
de carbono-termo-
plastico, Carbono-
carbono e Fosfato de
Caélcio-colageno

Boa biocompatibili-

dade, resisténcia a

corrosao, alta resis-
téncia a tensao

Dificuldades com
incompatibilidade
entre 0s materiais

Vélvula cardiaca ar-
tificial, implantes de
juntas de joelho
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Uma ultima forma de classificar um biomaterial é de acordo com 0 mecanismo de
resposta de sua interagdo interfacial com o tecido vivo. Desta forma, podemos rearranja-

los como [6]:

e Inerte: necessita de fixagdo morfoldgica com auxilio de parafusos, sutura ou
até cimentacdo. Apresenta pequena aderéncia com formacdo apenas de uma cépsula fi-
brosa. Exemplos: metais, zirconia, alumina e polietileno (PE).

e Poroso: forma uma fixacéo do tipo bioldgica com possivel osteocondugio®,
podendo desenvolver crescimento de tecido para dentro dos seus poros providenciando
uma boa ligacdo mecanica. Exemplos: hidroxiapatita porosa e metais revestidos com hi-
droxiapatita.

e Bioativo: quando implantado in vivo, este material desencadeia mecanismos
de crescimento de uma camada de hidroxicarbonato de apatita (HCA) em sua superficie.
Esta camada biologicamente ativa, possui estrutura e estequiometria similar a fase mineral
do 0sso natural, e é capaz de desenvolver uma forte ligagdo junto ao colageno. Exemplos:
hidroxiapatita sintética, biovidros, bioceramicas e bio-vitroceramicas.

e Reabsorvivel: diferente dos outros biomateriais, depois de implantados estes
se dissolvem, sdo lentamente absorvidos e substituidos por tecido fibroso, desde que a taxa
de sua reabsor¢éo seja metabolicamente estavel. Exemplos: beta fosfato tricalcico (B-TCP),

polimeros biodegradaveis, &cido poli-L-latico (PLLA) e sais de fosfato de calcio.

2.2 Hidroxiapatita

Apatita ¢ a denominagdo genérica de uma série de minerais isomorfos*! com estrutura
hexagonal e pertencentes ao grupo espacial P6s/m, geralmente representada pela formula
R10(X04)sJ2, que podem corresponder a [14]:

R: Ca®*, Sr?*, Pb?*, Cd?*, Mg?*, Fe?*, Na*, K*
XO: POs*, AsO4*, VO, SiOs*

J.F,ClI,OH ,Br, Oy

10 E 3 capacidade do implante agir como um guia para o crescimento do tecido sseo novo, proveniente
do hospedeiro.
1 Minerais de composicdo quimica diferente, mas analoga, que cristalizam no mesmo sistema.
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Esses compostos sdo encontrados na natureza em varias partes do mundo como cons-
tituintes de rochas igneas®? e metamorficas®®, especialmente em calcarios cristalinos e tam-
bém em fosseis [21]. Quando na forma de fosfato de calcio hidratado, a apatita recebe o
prefixo “hidroxi” relativo a hidroxila OH", passando a se chamar Hidroxiapatita [22]. Esta
forma de apatita possui férmula estequiométrica definida por Ca1o(POa4)s(OH)2 e razéo en-
tre atomos de célcio e fésforo (razdo molar Ca/P) igual a 1,67, sendo o fosfato de célcio

mais estavel e um dos menos soluveis [14].

Com cristalografia e estequiometria caracteristicas, a hidroxiapatita pertence ao sis-
tema hexagonal com grupo espacial P63/m, definido por uma simetria perpendicular aos
trés eixos “a” equivalentes (a1, a2 € as) que formam entre si um angulo de 120 °. A hidro-
xiapatita possui os parametros de rede de sua célula unitaria dados por: “a” = “b” = 0,9432
nm ¢ “c”= 0,6881 nm, e tem a representacdo de seu arranjo atdmico ilustrado na figura 5.
Como podemos ver, ela é composta por seis tetraedros fosfato e dez ions de calcio, com

duas hidroxilas posicionadas nas arestas da célula [21,23].

Figura 5: Representacdo do arranjo atémico da hidroxiapatita. Adaptado da referéncia [23].

Os parametros de rede, a cristalinidade, a estabilidade, a solubilidade e outras propri-
edades da hidroxiapatita podem ser alteradas por meio de substituicdes catiénicas e ani6-
nicas em sua estrutura. Os sitios de Ca?* podem ser substituidos por cations metélicos ou

vacancias, os grupos fosfatos podem dar lugar a carbonatos e vanadatos, enquanto as

12 S50 aquelas resultantes da consolidagéo do magma.
13 Resultam da transformacéo de outras rochas preexistentes, agora, sob novas condicdes de tempera-
tura e pressao.
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hidroxilas tém sua troca feita por fltor, cloro e também carbonato. As substitui¢des em que
0 carbonato é incorporado a rede acontecem em maior quantidade. Aquela em que ele entra
no lugar do fosfato é conhecida como substituicdo do tipo B, enquanto a tipo A representa

sua troca com a hidroxila [6,14,21,24].

Um dos principais constituintes do 0sso € a &gua, entretanto, se seco, cerca de dois
tercos do seu peso tem origem na sua fase mineral, a qual é composta por fosfato de calcio
na forma de apatita carbonatada com baixa cristalinidade e dimensdes nanomeétricas. O
terco restante € a fracdo organica que inclui varias proteinas, sendo a principal delas o
colageno tipo 1 [14]. Além dos principais fons que compde a apatita bioldgica (Ca?*,PO4>
e OH"), ela sempre contém cerca de 4,5% de fons CO3z%, assim como uma série de outros
em escalas bem menores, como Mg?*, Na*, K*, CI, F". Deficiente em célcio, a apatita bio-
I6gica tem razdo molar Ca/P sempre menor que 1,67, mas se aproximando desse valor

conforme o organismo envelhece, a0 mesmo tempo que aumenta sua cristalinidade [14].

Outra curiosidade sobre a apatita bioldgica diz respeito a diferenca na formacao dos
tecidos 0sseos dos dentes. Esses possuem uma parte mais externa, o esmalte, formada por
mais de 90% de matéria inorganica, majoritariamente por hidroxicarbonato de apatita. A
caracteristica especial do esmalte dentario, quando comparado com 0s demais 0ss0S, Sa0
seus cristais muito maiores, com formas prismaticas e fortemente orientados. Néo existe
material bioldgico que pode se comparar com o esmalte em termos de dureza e durabili-

dade. Entretanto, ele ndo pode se regenerar [14,25].

Devido ao crescente interesse nas propriedades da hidroxiapatita, um grande nimero
de técnicas vém sendo desenvolvidas para sua sintetizacdo [21]. As mais conhecidas utili-
zam de precipitacdo em solucbes aquosas [26] ou reacdes no estado sélido [27], mas tam-
bém pode-se encontrar métodos mais baratos e ecologicamente viaveis como o desenvol-
vido por Weinand [28], no qual o p6 da hidroxiapatita é obtido por meio da limpeza, cal-
cinacdo e moagem de 0ssos de peixe. Durante 0s processos de sintese da hidroxiapatita em
solugdes, condigbes como pH e temperatura podem influenciar o surgimento de fases pre-
cursoras a sua formacao, como o fosfato de célcio amorfo (ACP) [29]. Tido como defici-
ente em célcio, o ACP pode eventualmente ser convertido de forma direta em hidroxiapa-
tita ou, de maneira indireta, dar origem a uma fase intermediaria como fosfato octacalcico
(OCP) [30].
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Como citado no topico anterior, a bioatividade de um material implica a sua capaci-
dade em desenvolver uma ligacéo interfacial com o tecido hospedeiro por meio de uma
camada de HCA [31]. Do ponto de vista espectroscdpico, a comprovacao do surgimento
desta camada na superficie do material pode ser feita pela observacdo de bandas na regido
do infravermelho referentes a grupos fosfato e carbonato, presentes em posic¢des especifi-
cas do espectro [32]. Além disso, algumas caracteristicas podem denotar o quao cristalina
¢ HCA formada, como o estreitamento ou melhor separacdo espectral de certas bandas
[33]. No caso de medidas de DRX, o fato destas camadas serem normalmente muito finas
e pouco cristalinas acaba prejudicando sua detecgéo, entretanto, quando seu crescimento
acontece sobre superficies amorfas como de vidros bioativos, os picos ainda que largos e
pouco intensos da HCA se sobressaem [34]. Uma Ultima analise pode ser feita por meio de
imagens de MEV da superficie das amostras, porém, neste caso, as imagens servem mais

como um complemento do que uma comprovagao em si [35].

2.3 Vidros

2.3.1 Conceitos gerais sobre vidros

Os materiais vitreos estdo entre os mais utilizados pelo Homem, tanto que sua pre-
senca data desde os primeiros registros histéricos das civilizaces. Facilmente encontrados
no nosso dia a dia e aplicados das mais diversas formas, os vidros sdo utilizados tanto na
confec¢do de objetos simples como janelas e utensilios domésticos, quanto na fabricacéo
de recipientes para conter substancias altamente corrosivas e filtros para revestimento de
estruturas aeroespaciais [36]. Para linguas anglo saxas, a origem da palavra vidro, “glas”
ou “glass”, é derivada do Latin “glacies”, que significa gelo. Por meio dela vemos a refe-
réncia direta a uma das caracteristicas que mais chamavam a atencdo sobre os vidros, a
transparéncia [8]. Essa é apenas uma das peculiaridades destes materiais que os distingue
de tantos outros. Mas como séo formados e por qué os vidros apresentam tantas singulari-

dades quando comparados a outros materiais ?

Tentando entender melhor sobre materiais vitreos, Zachariasen publicou, em 1932, o
famoso artigo “The Atomic Arrangement in Glass” [37]. Estendendo ideias empiricas de
Goldschmidt, este artigo se tornou a base para os mais variados modelos de estrutura dos

vidros e é, provavelmente, o artigo mais citado na literatura de vidros inorganicos [36,38].
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Zachariasen propunha que: “o arranjo atdmico em vidros era caracterizado por uma
rede tridimensional estendida, a qual apresentava auséncia de simetria e periodicidade”.
Ainda segundo o pesquisador, a presenca ou auséncia de periodicidade e simetria em uma
rede tridimensional, seria o fator de diferenciacéo entre um cristal e um vidro [37]. A figura
6-A traz a representacdo bidimensional do arranjo cristalino simétrico e periodico de um
cristal de silica (SiO2) , enquanto a figura 6-B mostra um esquema bidimensional para uma

rede vitrea do mesmo material, caracterizando a auséncia de simetria e periodicidade [39].
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Figura 6: Estrutura (A) cristalina e (B) vitrea da silica. Adaptado da referéncia [39].

Na grande maioria dos casos, a temperatura ambiente, vidros apresentam rigidez me-
canica e se comportam como sélidos. Entretanto, microscopicamente estes materiais de-
monstram estrutura muito semelhante a de liquidos e, por isso, os termos “sélido ndo-cris-
talino” e “liquido super-resfriado” sdo usados para designa-los [40]. Na definicdao dada por
Shelby consta que: “Vidro é um sélido amorfo com auséncia completa de ordem a longo
alcance e periodicidade, exibindo uma regido de transicao vitrea. Qualquer material, inor-
ganico, organico ou metal, formado por qualquer técnica, que exibe um fenémeno de tran-

sicdo vitrea é um vidro. ” [36].

Os vidros diferem do que conhecemos como um sélido cristalino de varias maneiras.
Se aquecermos um sdlido cristalino puro e de uma Unica fase, em certo ponto ele fundira
em uma temperatura bem definida. Quando isto ocorre, existe uma mudanga abrupta do
estado solido para o liquido. Diferentemente, se tentarmos repetir 0 mesmo experimento
para uma peca de vidro, ndo notaremos uma temperatura especifica de transicao de estados,
mas sim uma conversdo mais suave do solido para o liquido, provavelmente um liquido

bastante viscoso [8].
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A figura 7 mostra as mudancas de volume para temperaturas caracteristicas durante
0 processo de formacédo de um vidro. Ao longo do resfriamento o material tem seu volume
diminuido gradualmente. Tm é a temperatura em que solido e liquido possuem a mesma
energia livre de Gibbs, isto é, uma quantidade infinitamente pequena de cristais esta ter-
modinamicamente em equilibrio com o liquido. Abaixo desta temperatura o resfriamento
continuo apresenta dois caminhos possiveis. O primeiro, da cristalizacdo, leva a uma brusca
diminuicdo do volume do material e caracteriza o processo de solidificacdo. O segundo
caminho, o qual leva a formacéo do liquido super-resfriado, geralmente se da devido a alta
taxa de resfriamento, levando as moléculas do material tornarem-se cada vez menos mo-
Vveis, até que seus grupos ndo possam mais se rearranjar em velocidade rapida o suficiente
para alcancar o volume caracteristico daquela temperatura. A sequéncia deste resfriamento

com temperatura abaixo da curva de transformacao, leva a formacao do estado vitreo [36].

A transicdo vitrea do vidro sélido para o vidro liquido viscoso é uma importante
propriedade [8]. Como citado na definicdo de Shelby, ela é um fenémeno crucial para clas-
sificarmos um material como vidro. Ainda mais curioso sobre ela é o fato de que, ao con-
trario de um ponto de fusdo, a extensdo sobre a qual acontece e sua temperatura de inicio,
Tg, dependem de como o vidro foi feito, da taxa de resfriamento e se o vidro passou ou néo

por tratamentos térmicos [36,40].
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Figura 7: Mudancas de volume que podem ocorrer durante o resfriamento de um liquido. Adap-
tado da referéncia [38].
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Do ponto de vista da teoria cinética de formag&o dos vidros, o determinante na ori-
gem de um vidro pode ser considerado em termos de uma competigéo entre as velocidades
de cristalizacéo e de resfriamento. A cristalizacdo se refere a combinacao de dois proces-
s0s: nucleacédo e crescimento de cristais. As duas etapas podem ocorrer simultaneamente,
mas sao distintas com relacdo a lei de velocidades que obedecem [38]. Na nucleacdo, uma
quantidade suficiente de atomos forma uma primeira estrutura ordenada, os nucleos. Esta
etapa € muito importante, pois se ndo houver nucleos presentes a cristalizagdo jamais ocor-
rera. Depois disso, o0 crescimento de cristais facilita a formacdo de novas camadas de ato-
mos ao redor dos nucleos. O crescimento desses nucleos, se impedido, pode deixa-los com
tamanho muito reduzido, a ponto de ndo serem detectados ou, em termos praticos, permi-
tindo a vitrificacdo do material. Neste contexto, as velocidades de nucleacdo e crescimento,

juntamente da taxa de resfriamento, determinam se um vidro serd ou nao formado [31,38].

Existem vérios métodos de produzir um vidro, dentre eles o que se destaca por ser
mais utilizado na confec¢do de vidros bioativos [41] é também o mais comum, conhecido
como fusdo e resfriamento. Este método envolve a selecdo de matérias-primas, calculo das
proporcoes relativas, pesagem e mistura dos reagentes para obtencdo de um material de
partida homogéneo [38]. Em seguida estes precursores sao aquecidos a altas temperaturas
até atingir o estado liquido. O material fundido € entdo resfriado rapidamente em contato
com agua, vertido em um molde ou até extraido em fibras continuas, de acordo com o

formato final desejado [36].

Na producao de vidros via fusdo e resfriamento, caso das amostras utilizadas neste
trabalho, a escolha dos reagentes é de suma importancia. Cada constituinte do vidro pode
desempenhar uma funcéo especifica no seu processo de fabricacdo e, no geral, sdo dividi-
dos em cinco categorias, as quais séo: o agente formador, agente fundente, agente modifi-
cador, agente de cor e de refino. E importante ressaltar que o mesmo reagente pode ser
classificado em diferentes categorias quando utilizado para diferentes propositos. O 6xido
de aluminio, por exemplo, atua como formador em vidros aluminatos, mas é considerado

um modificador na maioria dos vidros silicato [36,38].

Os formadores de vidro sdo essenciais e responsaveis pela criacao da rede tridimen-
sional estendida aleatoria, com os maiores representantes desta categoria dados pelo SiO»,
P2Os e B20z. Os vidros podem conter mais de um formador desempenhando esta funcéo,

além destes componentes serem a base para nome genérico do vidro. Os fundentes tém a
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funcéo de reduzir a temperatura de processamento para valores inferiores a 1600 °C, sendo
0s mais comuns 0s Oxidos de metais alcalinos como o célcio, litio, sodio e potassio. O
agente modificador controla efeitos colaterais causados pela adi¢do dos fundantes, como a
diminuic3o de sua durabilidade quimica. E por meio da introducéo de modificadores que
as propriedades de um vidro sdo alteradas e orientadas para uma dada aplicacdo. Exempla-
res desta classe incluem os 6xidos de metais alcalinos terrosos e de transi¢do, embora Oxi-
dos de metais alcalinos também sejam constantemente enquadrados nessa categoria. Os
agentes de cor, como o proprio nome sugere, sdo utilizados para conferir cor aos vidros, e
sdo usualmente produzidos pela adi¢do de compostos de metais de transicdo com subnivel
incompleto. Por ultimo, os agentes de refino sdo adicionados para promover a remogao de
bolhas geradas no fundido. Incluem-se ai os 6xidos de antimonio e arsénio, KNOz, NaNO3,
NaCl, CaF2, NaF, NasAlF3 e alguns sulfatos [36,38].

2.3.2 Vidros Borato

Embora possuam um arranjo atdbmico marcado pela falta de simetria e periodicidade
a longo alcance, os atomos que constituem um vidro podem manter uma ordem de curta
escala dependente de sua composicdo. Variagcdes na razdo entre 6xidos formadores e mo-
dificadores influenciam na estrutura e polimerizacéo da rede vitrea, afetando diretamente
as propriedades do material. Entender um pouco mais sobre essas estruturas pode nos for-
necer uma boa ferramenta para interpretar dados experimentais dos vidros, bem como per-
mitir o aprimoramento de caracteristicas especificas como solubilidade, liberacao iénica e
bioatividade [31,36].

Por serem a base dos materiais analisados neste trabalho, daremos destaque para 0s
vidros borato. Vidros formados apenas por B.O3 sdo compostos por grupos trigonais pla-
nares B@s, no qual “@” representa atomos de oxigénio de ligagdo, majoritariamente estru-
turados como anéis boroxol de seis a&tomos como mostra a figura 8. Unidades B@s que se

situam fora dos anéis e conectam uns aos outros sdao chamados B@s isolados [31].

Gy
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Figura 8: Estruturas formadas em vidros puramente boratos. Adaptado da referéncia [36].
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As ligacOes covalentes B-O-B entre essas estruturas séo chamadas de pontes de oxi-
génio (BO), e o nimero médio dessas BO’s por atomo formador de rede define sua conec-
tividade [31]. Ao contrario do que acontece com vidros silicato e fosfato, a adigéo inicial
de 6xidos modificadores ao vidro borato ndo produz a quebra de pontes de oxigénio, em
vez disso, grupos trigonais B@z sofrem uma mudanca de coordenacgdo e passam a gerar
grupos tetraédricos B@4™ negativamente carregados, com um cation modificador para equi-

librar a carga.

Os novos grupos formados podem se rearranjar em anéis com um ou dois tetraedros
B@4 e até mesmo em estruturas maiores como diboratos, exemplificadas na figura 9. Por
possuir agora uma estrutura tridimensional, o vidro torna-se mais polimerizado, ou seja,
adquiri maior conectividade entre suas componentes [31,36]. Todavia, se a adicdo de mo-
dificadores a composicao continuar, ocorrerd a conversdo de grupos tetraédricos em trigo-
nais, mas agora com a formacéo de pontes de oxigénio ndo ligantes (NBO’s). Primeira-
mente se formardo anéis e cadeias metaborato e, em seguida, surgirdo espécies piroboratos
[31]. Esse processo que comeca a acontecer quando a concentracdo de modificadores
atinge cerca de 33% da composic¢éo molar do vidro, leva a um aumento de sua despolime-

rizacdo [36].
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Figura 9: Superestruturas encontradas em vidros borato. Os circulos cortados representam pontes
de oxigénio. Adaptado das referéncias [42,43].
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Assim como nas composicdes a base de silicio e fosforo, é possivel fazer uma anélise
das quantidades relativas de grupos estruturais presentes nos vidros borato. Estudos com
as técnicas de ressonancia magnética nuclear (NMR) e FTIR, mostraram que vidros do
sistema M20-2B,03 (com M0 representando Oxidos alcalinos) tem a formacéo de isdbme-
ros trigonais favorecida conforme se aumenta o raio do cation modificador, desde Li* a
Cs™. Por meio do célculo de sua conectividade ou Nc (network connectivity), o grau de
polimerizacdo da rede borato pode ser estimado de forma similar a feita para os vidros
silicato e fosfato. Para composi¢cdes em %mol do sistema binario xXM.0-(100-x)B.03 que
contenham x < 33%, a conectividade da rede é dada em funcéo da fracdo de boros quadri-
coordenados (N4) por meio de expresséo 1, enquanto para valores de x > 33% ela pode ser
calculada pela equacéo 2 [8,36,44]:

X
Ny = Toom (1)

_ 300-4x 2)

4™ (500-5x)

As mudangas néo lineares na conectividade da rede borato, conforme se acrescenta
Oxidos modificadores em sua estrutura, tém reflexo direto em suas caracteristicas fisicas e
por isso este fendbmeno é comumente chamado de anomalia do boro [36]. Em contraste
com vidros silicato e fosfato, boratos podem apresentar valores maximos ou minimos de
suas propriedades conforme se varia a razéo M20/B20s. Como exemplos podemos citar a
robustez da rede vitrea e a Tg, 0s quais crescem com 0 aumento do nimero de grupos
tetraédricos e caminham em sentido oposto a solubilidade, exemplo visto na figura 10-A e
10-B. E importante citar que os valores minimos e maximos de cada propriedade também
dependem da capacidade do cation modificador em criar fortes ligacdes cruzadas. A figura
10-A também apresenta variacGes que podem ocorrer nesses parametros de acordo com o

o6xido modificador utilizado.
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Figura 10: (A) VariacOes da temperatura de transi¢éo vitrea em fungdo da concentragéo de Oxi-

dos modificadores em vidros binarios B,03.M,O com M = Li, K e Na. (B) Mudancas da taxa de

dissolucdo de vidros borato B,Os.Li.O em funcdo da quantidade de Li para duas temperaturas di-
ferentes. Adaptado da referéncia [31].

2.4 Vidros Bioativos

2.4.1 Breve historia sobre os vidros bioativos

“Em uma conferéncia de pesquisas em materiais do exercito
americano, realizada no verdo de 1967, em Sagamore (Flérida),
eu compartilhei uma viagem de 6nibus com um Coronel do exército
que tinha retornado recentemente aos Estados Unidos depois de
uma viagem de servico no Vietnd, como oficial de alimentacdo com
o Corpo Médico do Exército. Coronel Klinker ouviu pacientemente
a minha descricdo entusiastica de nossos experimentos de raios
gama nos semicondutores de fosfato de vanadio. Quando fiz uma
pausa, ele fez uma pergunta que mudou a minha vida: "Se vocé
pode fazer um material que ira sobreviver a exposicdo a alta ener-
gia de radiacédo, vocé pode fazer um material que sobreviva a ex-
posi¢édo ao corpo humano? " [41]. (HENCH, 1969)

Estas foram as palavras de Larry. L. Hench descrevendo o momento que Ihe serviu

de inspiracéo e incentivo para desenvolver o primeiro biovidro [41].

Movido pela indagacdo do Coronel Klinker, Hench deu inicio em seus estudos no
ano de 1969. Até entdo se acreditava que quando materiais feitos pelo homem fossem im-
plantados no corpo humano, resultariam na formagéo de uma interface ndo aderente com o
tecido e, consequentemente, facilitariam a reacdo de rejeicdo do organismo. Assim, a én-
fase inicial de Hench foi buscar materiais que fossem o mais inerte possivel quando expos-

tos em meios fisiologicos [41].
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Depois de observar que o corpo humano rejeitava metal e polimeros sintéticos for-
mando tecido cicatricial, Hench notou que isto acontecia porque os tecidos vivos ndo séo
compostos de tais materiais. Ele entdo propés utilizar componentes contidos no préprio
0sso0, como fosfatos de calcio que, em tese, ndo deveriam ser rejeitados pelo corpo [41].
Nasceu ai a composicao especial do vidro que alterou irreversivelmente a historia ditada
pela primeira geracdo de biomateriais.

O vidro feito por Hench e implantado em fémur de ratos pelo Doutor Ted Greenlee
e seus colegas da Universidade da Fl6rida, tinha sua composi¢do formada por 45% de SiO»,
com modificadores de rede dados por Na2O e CaO na mesma proporcao, 24,5%, e adicéo
de 6% de P20s, para simular a razdo Ca/P mais proxima da hidroxiapatita. A porcentagem

dos reagentes utilizados era dada em quantidade de massa [41,45].

O vidro recebeu 0 nome 45S5 para representar sua quantidade significativa de silica
(45S) e a razdo molar Ca/P, esta igual a 5. Esse vidro ndo formou tecido cicatricial na
interface de ligacdo com o 0sso de forma que o isolasse do fémur do hospedeiro. Segundo
palavras do proprio Doutor Greenlee, o implante ndo sairia do lugar mesmo que se fizesse
qualquer tipo pressdo sobre ele. Anos depois, uma avaliagdo quantitativa da resisténcia ao
cisalhamento interfacial, em modelos de ratos e de macacos, viria mostrar que a resisténcia
da ligac&o interfacial entre o agora comercialmente nomeado Bioglass® e 0sso cortical, era
igual ou maior do que a resisténcia do 0sso hospedeiro [41]. Na tabela 2 sdo apresentadas
algumas propriedades do 45S5.

Tabela 2: Propriedades fisicas do 45S5 (Bioglass®) [8].

Propriedade Valor
Densidade 2,7g/cm?
Temperatura de transi¢do vitria 538°C
Temperatura de inicio de cristalizacao 677 °C
Temperatura de fuséo 1224 - 1264 °C
Coeficiente de expansédo térmica 15,1 x 108 °C*!
Indice de refracéo 1,59
Tenséo de ruptura 42 MPa
Modulo de Young 35 MPa
Moddulo de cisalhamento 30,7 GPa
Tenacidade a fratura 0,6 MPa m*?
Dureza Vickers 5,75 GPa

A criacéo do Bioglass®, em 1969, foi publicada em um artigo de 1971 [45], no qual

é descrita a composicao do vidro e a evidéncia da sua capacidade de ligacdo com o tecido
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0sseo por meio da microscopia eletrénica de transmissdo (MET). O conceito do biovidro
levou ao desenvolvimento de uma nova classe de biomateriais, que hoje sdo conhecidos
como materiais bioativos, usados em implantes ou préteses para reparar ou substituir 0ssos,

articulaces e dentes.

Visando quantificar a bioatividade dos biovidros e vitroceramicas baseadas no sis-
tema ternario CaO-SiO2-Na>O, Hench desenvolveu o diagrama expresso na figura 11 [41].
Nele observamos regides demarcadas para distinguir as diferentes quantidades de cada re-
agente do sistema ternario, o qual também continha 6% em porcentagem de massa de P20s
para todas as composic6es. Hench entdo definiu um Iy, indice de bioatividade, para cada
ponto do diagrama. Este indice mede o nivel de bioatividade do material e é definido como
o0 inverso do tempo necessario para que mais de 50% da superficie da amostra desenvolva

ligacdo com o tecido hospedeiro [6].

SI04

Cao "ﬂ:ﬂ

Figura 11: indice bioatividade para regides do sistema CaO-SiO,-Na,O, todas contendo 6% de
massa de P.Os. Regido A (branca) pertence a vidros com maiores bioatividades; regido B (verde)
é refente a vidros ndo bioativos; regido C (amarela) é referente a vidros reabsorviveis; regido D
ndo forma vidro. Adaptada da referéncia [46].

Vidros e vitroceramicas com composi¢do dentro da regido A (parte branca) desen-
volvem uma camada de hidroxicarbonato de apatita que facilita sua ligacdo com tecidos
Vivos, tanto em testes in vitro como in vivo. Composi¢des no circulo mais interno da parte
A possuem os maiores indices de bioatividade e sdo representadas pelo 45S5. As que estdo

dentro da linha tracejada também permitem ligacdo com tecido mole (coldgeno). Materiais
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contidos na regido B sdo inertes, e aqueles na regido C sdo altamente reabsorviveis. A

regido D ndo permite a formacéo de vidro [6,46].
2.4.2 Conceitos basicos sobre biovidros

De forma geral, os vidros bioativos sdo compostos pelos mesmos 6xidos convencio-
nais utilizados na fabricacdo de vidros de janelas, porém em proporc¢des diferentes. Quando
comparados a vidros comuns, sua maior distin¢do é a baixa durabilidade quimica proveni-
ente da menor conectividade de sua rede vitrea. Essa caracteristica concede aos biovidros
uma alta taxa de degradag@o quando em contato com meios aquosos [31]. Uma rede alta-
mente conectada que contenha grandes proporcdes de pontes de oxigénio, possui menor
solubilidade in vivo e, consequentemente, ndo desencadeia as rea¢es que garantem bioa-

tividade ao material [8,31].

Por meio do calculo do Nc do Bioglass®, o valor obtido é igual a 2,12. Isso representa
uma rede formada majoritariamente por grupos Q2 e alguns poucos Q* (pela notagio Q"
“n” representa o nimero de BO’s por tetraedro SiO4). Vidros bioativos tendem a ter um Nc
entre 2 e 2,6. Para valores superiores o material ndo apresenta boa bioatividade devido a

sua resisténcia a dissolucéo [31,47].

Quando implantados, os biovidros degradam produzindo estimulos a diferenciacéo
de células progenitoras em osteoblastos. Este fenbmeno expressa o carater osteoindutivo
destes biomateriais. Sua propriedade osteointegradora garante uma forte ligacdo com o
0ss0 hospedeiro e induz o crescimento de um novo tecido 6sseo sobre sua superficie, ou

seja, a osteocondugéo [8].

Analises das diferencas na taxa de regeneracdo 6ssea in vivo [48] indicaram gue exis-
tem duas classes de biomateriais. A “classe A” permite a osteoconducao e osteoestimulacao
como consequéncia de respostas intra e extracelulares rapidas na interface do vidro com o
meio fisiologico. E a “classe B”, que estimula apenas a osteoconducdo. As consequéncias

clinicas dessas diferencas sdo vistas diretamente na taxa de crescimento 6sseo [6].

A conexdo entre o biovidro e o tecido 6sseo se da pela formagdo de uma camada de
hidroxicarbonato de apatita na superficie do vidro, a qual acontece logo nas primeiras horas
apos a implantacdo. Essa camada de HCA tem uma composicao similar a fase mineral do
0sso natural e desenvolve uma resistente ligagdo com o tecido hospedeiro gracgas a intera-

cdo, via processos celulares, entre sua topografia de escala nanométrica e fibras de
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colageno [8]. Quanto mais rapido for o processo de formacdo da HCA, melhor é a ligacéo
entre o vidro e o tecido hospedeiro e maior seré seu I, [31].

Para garantir uma boa aplicacdo clinica, a dissolucdo dos biovidros devem ter uma
taxa compativel com os processos celulares que sustentam a regeneragdo e o crescimento
de um novo tecido, contréria a caracteristica inerte dos vidros tradicionais. Sua fragilidade
mecanica € seu ponto fraco, que o impede de ser utilizado em aplicacbes que requerem

sustentacdo de cargas [31].

2.4.3 Vidros bioativos borato

Vidros bioativos baseados em silicatos como 0 45S5 tém sido amplamente estudados
desde o inicio dos anos 70, por isso possuem muitas de suas propriedades ja bem definidas
[41,49]. Em contraste, a aplicacdo de vidros a base de boro para tentar desempenhar as
mesmas funcdes comecou a ser investigada com maior énfase a partir da década de 90, ou
seja, € bem mais recente [31]. Devido ao foco central deste trabalho tratar do desenvolvi-
mento de vidros bioativos borato, explanaremos com maior atencdo sobre composicoes
vitreas similares e diferentes aplicacdes que podem servir como comparagao e estimulo

para futuras abordagens.

A primeira tentativa de utilizar um vidro com boro para aplicacdes biomédicas foi
feita por Brink em 1997 [24,50]. Com o intuito de melhorar a manufatura dos biovidros
sem diminuir sua bioatividade, Brink fez a introducdo de boro em vidros silicato. De forma
similar, Huang e colaboradores [51] utilizaram a mesma base e, em passos, substituiram
porcdes de SiO2 por B2O3, obtendo um acréscimo na conversao do vidro em HCA quando

em contato com solucgdes de fosfato.

Por possuirem propriedades térmicas diferentes dos vidros silicato, vidros borato per-
mitem sua aplicagdo como vidros bioativos de formas menos convencionais. Uma maneira
de explorar ainda mais o potencial clinico desses materias é por meio de sua confec¢do em
formas e estruturas diferentes. Além de seu uso tradicional como pedagos maci¢os ou em
po, é possivel fabricar fibras, esferas, scaffolds e até usa-los como recobrimento na super-

ficie de outros materiais [6].

Com a quantidade certa de calcio em sua composicéo, fibras de vidros bioativos bo-
rato tém a capacidade Unica de formar cavidades ocas em curtos periodos de tempo. Por

serem feitas de um material biocompativel, essas fibras permitem o crescimento de tecidos
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moles em seu interior com direcdo preferencial e, assim como podem ser usadas para esti-
mular os processos de cura, também auxiliam o transporte de vasos sanguineos para regides

especificas [8].

De forma similar, microesferas de biovidros borato podem reagir com solugfes que
contenham fosfato para formar interiores ocos e cobertos por uma camada de HCA. Essa
camada é porosa e pode ser carregada com uma droga especifica. Uma vez implantada, a
microesfera sofrerd a permeacao da droga para o tecido da regido em que se encontra. Esta
aplicacdo explora o conceito de drug delivery, o qual potencializa a utilizagéo de altas doses
de medicamento sem prejudicar o corpo inteiro e evitando os riscos do paciente desenvol-

ver dependéncia [8]. A imagem de uma microesfera oca pode ser vista na figura 12.

Figura 12: Imagem de MEV de uma microesfera oca de HCA, feita a partir da reagéo de vidros
borato em solucdo de fosfato. A microesfera com cerca de 150 um de didmetro foi quebrada in-
tencionalmente para mostrar seu interior oco. Adaptado da referéncia [8].

Por meio de técnicas como Eletrospinning € possivel se fabricar nanofibras de bio-
vidros. Aliadas as propriedades angiogénicas dos vidros borato, essas nanofibras vém
sendo investigadas para aplicacdo na cicatrizacdo de feridas, como pode ser visto no exem-
plo da figura 13. A estrutura da fibra age separando o conteudo sélido do sangue de sua
fracdo liquida. Esta separacdo é altamente eficaz na formac&o de codgulos sanguineos ne-
cessarios no processo de cicatrizacdo de feridas e, ainda, devido ao aumento do pH da

regido com a qual a fibra interage, também concede propriedades antimicrobianas [8].

Estudos em biovidros da familia dos boratos também permitiram o descobrimento de
um outro fenémeno. Jung e Day [52] perceberam que a adigdo de elementos como zinco,

estroncio e ferro tendem a inibir a nucleacdo da HCA favorecendo a formacéo de carbonato
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de célcio quando em testes in vivo. O carbonato de célcio é um precursor da HCA e pode
ser dissolvido por osteoclastos numa taxa mais rapida. Isto significa que o corpo pode re-
modelar o biomaterial de forma mais rapida sem deixar evidéncias de que o implante esteve
ali [8].

(a) (b)

() (d)

Figura 13: (a) Um tufo de nanofibras de biovidro borato; (b) Imagem de MEV das fibras; (c) Uma
ferida de um paciente com diabetes aberta, antes do tratamento; (d) A mesma ferida fechada com
as nanofibras de vidro borato. Adaptada da referéncia [8].

Os trabalhos mais recentes com biovidros borato se concentram em confecciona-los
como scaffolds utilizados na engenharia de tecidos. Os primeiros deste tipo, derivados de
vidros borato, foram feitos em 2005, usando tratamento de sinterizacdo e presséo suave.
Um outro exemplo é o vidro 13-93B2, um dos mais promissores materiais utilizados na
fabricacédo de scaffolds tipo espuma. Produzido pela técnica de Polymer foam replication,
esses scaffolds de vidro borato possuem microestrutura e comportamento mecénico quase
idéntico ao do osso trabecular humano, o que o torna um dos mais promissores candidatos

para aplicagdes clinicas como enxertos 6sseos [24].

2.4.4 Diferentes composicdes e produtos a base de biovidros comerciali-
zados
Apesar da enorme gama de composic¢des testadas in vitro e in vivo, apenas algumas

poucas sao comercialmente disponibilizadas para aplicacbes médicas [53]. A principal con-

siste em utilizar os vidros bioativos como enxerto 6sseo na ortopedia e periodontia. Em
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ambos 0s casos 0 vidro é usado para regenerar e curar defeitos sseos que podem surgir
devido ao resultado de traumas*, doencas como osteoporose, defeitos congénitos ou cau-
sados pela remocéo de tumores e cistos. Problemas periodontais geralmente acontecem no
0sso maxilar proximo a raiz do dente [8,47]. Contudo, se comparado ao 0sso cortical, o
Bioglass® e outros vidros bioativos possuem aspectos mecanicos inferiores, como menor
resisténcia a tracdo e maiores modulos de Young e cisalhamento, o que ndo os tornam
indicados para implantes em defeitos 6sseos que precisam suportar carga, mas sim para

reparar regides cercadas por 0sso hospedeiro [8].

Hoje em dia a maioria dos produtos a base de vidros bioativos comercializados séo
manufaturados como particulas de diferentes tamanhos ou como pequenos mondlitos. Os
pos de biovidros sdo normalmente obtidos pela versao do vidro fundido em agua, dando

origem a pequenos granulos que séo entéo secos e peneirados nos tamanhos desejados [31].

Talvez o produto baseado em vidros bioativos de maior sucesso comercial tenha sido
0 PerioGlas® (NovaBone Products LLC, Alachua, FL). Utilizadas no reparo do tecido pe-
riodontal, essas finas particulas de biovidros como o Bioglass® e o BoneAlive® (S53P4)
sdo normalmente misturadas com sangue da regido do defeito e transformadas em um tipo
de massa que pode ser pressionada para recobri-lo. O sangue também age introduzindo

células e fatores de crescimento que ajudam na regeneracdo da parte danificada [6,8].

Inimeros vidros bioativos tém utilizado variacdes composicionais para adquirir pro-
priedades fisicas ou estimular reac6es especificas ap6s a interacao in vivo. Como exemplos
temos [24]:

¢ Titdnio e Prata: A adicdo de 6xidos destes elementos permitem a liberacdo de ions
que concedem propriedades antibacterianas ao vidro.

e Aluminio: Apesar de diminuir a bioatividade, a incorporacao de alumina fortalece
propriedades mecanicas do biovidro, Gtil em implantes 6sseos e dentarios.

e Zinco e Magnésio: Sao capazes de exercer efeito estimulador na proliferacéo, dife-
renciacao e capacidade de mineralizacdo 6ssea dos osteoblastos.

e Ferro: Além de aumentar o contraste em imagens de raios-X, as propriedades mag-

néticas do ferro tem sido utilizadas na fabricacdo de vidros para tratamento de cancer.

14 E uma lesdo ou ferida mais ou menos extensa, produzida por acdo violenta, de natureza fisica ou
quimica, externa ao organismo.
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e Cromo e Itrio: Estudos em vidros borosilicato de calcio com adi¢do de cromo ga-
rantem aumento da resisténcia a carga do material, enquanto o itrio melhora a resisténcia a
desvitrificacdo.

e Estroncio: Tem mostrado ser beneficial a saude do crescimento 6sseo. Particulas de
vidros bioativos contendo o elemento sdo comercializadas com o nome StronBone® (Re-
pRegen Ltda, UK) [8]. Na tabela 3 s&o listadas algumas composicdes de diferentes vidros

bioativos.

Tabela 3: Composic¢des de diferentes vidros bioativos (mol%). Adaptado das referéncias

[8,24,31,39].

Vidros SiO2 | P20s | Na2O | CaO | CaF2 | K2O | MgO | SrO | B20O3 | CuO | ZnO |Fe203
45S5 (mol%) 461 | 26 | 244 | 269 - - - - - - - -
4555 (Wt9%) 450 | 6,0 | 245 | 245 | - ; ; ; ; - - ;
45S5F (mol%) 46,1 | 2,6 | 24,4 | 13,45|13/45 - - - - - - -
S53P4 (Mol%) 539 | 17 | 227 | 218 | - ; ; ; ; - - ;
S53P4 (wt%0) 53 4 23 20
S53P5 (wt%0) 530 | 4,0 | 230 | 20,0 - - - - - - - -
Sr10 (wt%) 441 | 59 | 240 | 216 - - - 4.4 - - - -
13-93 (mol%o) 546 | 17 6 22,1 - 7,9 1,7 - - - - -
13-93 (Wt%) 530 | 40 | 6,0 | 200 - 120 | 50 - - - - -
13-93B3 (wt%0) - 40 | 6,0 | 20,0 - 120 | 50 - 530 | - - -
6P61 (Mol%) 610 | 25 | 100 | 135 | - | 24 | 107 | - - - - -
6P55 (Mol %) 541 | 25 | 115 | 159 | - | 34 | 126 | - - - - -
6P50 (mol%) 494 | 25 | 149 | 16,6 - 35 | 13,2 - - - - -
ICIE1 (mol%) 49,46 | 1,07 | 26,38 | 23,08 - - - - - - - -
ICIE16 (mol%) 49,46 | 1,07 | 6,6 |36,27 - 6,6 - - - - - -
ICIE1-10Sr (wt%o) 4822 | 25 | 265 | 189 - - - 3,9 - - - -
1B (wt%) 29,3 - 24,0 | 239 - - - - 17,0 - - -
2B (wt%0) 14,4 - 234 | 234 - - - - 33,1 - - -
3B (wt%) - - 229 | 229 - - - - 486 | - - -
Cu-3 (Wt%o) - 398 | 598 |19,92| - 1195 4,98 - 5279 04 - -
CS (Wt%o) - 39 | 586 |1952| - |11,71| 488 | 2,0 |51,73| 04 - -
CSZ (wt%) - 38 | 58 |19,32| - 1159|483 | 20 |512 |04 | 1,0 -
CSZF (wt%0) - 384 | 576 19,20 - |1152| 48 | 20 |5088| 04 | 10 | 04
58S (mol%o) 60 4 36

Além dos exemplos citados acima, recentemente o Bioglass® pode ser encontrado
como ingrediente ativo em pastas de dente utilizadas para reducdo de sensibilidade. Sen-

sodyne Repair & Protect (GlaxoSmithKline, UK) esta disponivel em mais de 20 paises e é
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dita “potencializada pela NovaMin”. NovaMin® (GlaxoSmithKline, UK) séo particulas fi-
nas do Bioglass® que ajudam a reduzir a dor sentida nos dentes quando pessoas comem ou
bebem coisas quentes ou frias. Essa dor € produto da exposicdo da dentina e as vezes cau-
sada pelo recuo da gengiva. A dentina contém tubulos que levam terminacdes nervosas.
Quando coisas quente ou frias fluem por esses tubulos a dor € estimulada. Pastas de dente
tradicionalmente usadas para o tratamento da sensibilidade utilizam sais de potassio que
temporariamente anestesiam as terminacdes nervosas, enquanto testes clinicos da escova-
cao com NovaMin® indicam que as particulas de vidro liberam ions que aumentam o pH
do meio, causando a precipitacdo de minerais como a HA sobre os tabulos da dentina,
blogueando-os. A similaridade da composicdo da HA com o esmalte dentério € beneficial

ao dente e facilita sua recuperacéo [8].

2.4.5 Mecanismo de formacao da HCA

2.4.5.1 Mecanismo de formacédo da HCA em vidros silicato proposto por Hench e An-
derson

Como ja foi superficialmente abordado, os vidros bioativos sdo capazes de desenvol-
ver uma forte ligagdo mecanica com o tecido hospedeiro quando aplicados in vivo. Em vez
de provocar um encapsulamento fibroso, o biovidro desenvolve em sua superficie uma ca-
mada de HCA que tem composi¢do e tamanho de cristalito similar ao encontrado nas apa-
titas dos 0ssos e dentina, garantindo uma fixagdo quimica com a regido do implante [8].
Durante o processo de formacdo da HCA o biovidro apresenta o carater osteoestimulante,
liberando ions que ativam diferentes familias de genes. Isto pode desencadear a regulagédo
da osteogénese® e a producéo de fatores de crescimento, além de proporcionar a regenera-
¢ao de tecidos moles, a cura de feridas e a angiogénese!® [31]. A camada de HCA nucleada
sobre os vidros bioativos também providencia uma interface de ligacdo com os tecidos
moles, entretanto, 0 mecanismo de interacdo entre 0s biovidros e as células que compéem

os diferentes tecidos ainda é pouco compreendido.

Além de determinar o grau de bioatividade de um material, o tempo requerido para
a nucleacdo da HCA depende de fatores como a composic¢do do vidro, sua estrutura e geo-
metria [41]. Para tentar entender melhor todo o processo e explicar o mecanismo de for-
macdo da HCA em vidros silicato, Hench e Anderson [6] propuseram dividi-lo em onze

15 E 0 processo de formacdo do 0sso novo proveniente de células especificas.
16 E o termo usado para descrever o mecanismo de crescimento de novos vasos sanguineos a partir
dos ja existentes.
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estagios que vao desde a exposi¢do do vidro ao tecido, até a mineralizacdo da matriz 6ssea.
Destas, as primeiras cinco etapas sdo relacionadas ao crescimento da camada de HCA e
podem acontecer em testes in vitro com a utilizacdo de agua destilada, solucdo tampéo,
SBF entre outros [6].

A degradacéo in vitro de vidros silicato como o 45S5 acontece de maneira incongru-
ente, ou seja, apresenta a lixiviacdo seletiva de alguns elementos. Ela também depende do
pH da solucéo e da razao entre a area superficial do vidro e o volume do fluido [31]. A
figura 14 traz a representacdo dos primeiros cinco estagios da interacdo de um vidro bioa-
tivo a base de silicio com o SBF.

SBF SBF
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Figura 14: Representacao da formagdo da camada de HCA em vidros bioativos silicato.(A) Lixi-
viacdo ibnica e quebra da rede silicato; (B) Repolimerizacéo da rede de silicio e liberagdo de ions
de fosfato e de célcio; (C) Deposicao dos ions de fosfato de calcio na superficie do vidro e forma-
cao da camada de fosfato de calcio amorfo; (D) Cristalizacdo da HCA. Adaptada da referéncia
[54].

Para um pH menor que 9, a primeira etapa de reagcdo ¢ dominada por trocas idnicas
de ions alcalinos e alcalinos terrosos (Na* e Ca*) com cations da solucdo (H* ou H3O"). A
carga e o raio do ion modificador de rede afetam sua taxa de lixiviacdo. fons alcalinos e
ligagbes mais fracas com ions de raio maior sdo retirados mais facilmente. Como conse-
quéncia, forma-se um gradiente de concentracao de cations modificadores na superficie do
vidro (figura 14-A) [55]. Esta primeira etapa pode ser representada pelas seguintes expres-

soes:
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=Si-ONa+H > =Si-OH + Na (3)
=Si-OCa+H > =Si-OH + Ca (4)

A rede de silica também pode reagir com a &gua por meio da hidratacdo de suas

ligacGes com ions metalicos, como expressa a equacao 5:

=Si-ONa + H,0 > =Si-OH + Na + OH 5)

As hidroxilas formadas nas etapas anteriores agem como catalisadoras no processo
de dissolucgdo da rede. Quando o meio atinge valores de pH iguais a 9, a hidrélise domina
a despolimerizacdo da rede vitrea e causa a liberacao de silica soluvel no fluido (figura 14-

A). A equacdo 6 demonstra esta etapa:

=Si-0-Si= + H,0 > =Si-OH + =Si-OH (6)
Todavia, com o decorrer do processo 0s grupos silanol (=Si-OH) também podem se

condensar em uma camada de gel rica em silica (figura 14-B). Esta camada porosa e hidra-
tada tem sua formacé&o representada por:

=Si-OH + =Si-OH > =Si-0-Si= + H,0 (7)

Quando a solubilidade dos ions dissolvidos é excedida, tem inicio a migracdo de
grupos Ca?* e PO4* vindos das regides internas do vidro (figura 14-B) e precipitadas da
solucdo sobre a camada de silica gel. Esta camada também providencia sitios para a for-
macao do filme de fosfato de calcio amorfo (ACP) e age como uma barreira de resisténcia
a dissolucao (figura 14-C), o que pode explicar o fato de algumas composic¢des de vidros

bioativos manterem um ndcleo vitreo intacto apos anos de sua implantacao [8].

A etapa final do processo que ocorre in vitro compreende a gradual cristalizacdo da
ACP e aincorporacio de ions a sua estrutura cristalina (figura 14-D), como OH", F e COs*
, formando assim a HCA ou fluorapatita (FA). Quando o biovidro é altamente bioativo,
como o Bioglass®, os primeiros cinco estagios de reacdo acontecem em até 24 horas
[6,8,31].

Os seis estagios finais descritos por Hench e Anderson acontecem apenas na presenca
de tecidos vivos e sdo caracterizados, em ordem de formacéo, por: adsorcdo de proteinas

especificas na superficie do vidro, agio de macréfagos?’, adeséo de células indiferenciadas,

17 S40 as células de grandes dimensdes que fagocitam elementos estranhos ao corpo.
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diferenciacéo celular, formagao de matriz extracelular e mineralizagdo da matriz. Para os

vidros como 45S5 esta evolucao leva entre seis e doze dias até ser completa [6,8,31].

2.4.5.2 Mecanismo de formacéo da HCA sugerido para vidros borato

Para entendermos o mecanismo de formagdo da HCA em vidros borato, é determi-
nante a compreensdo do processo de dissolugdo destes materiais. Tendo em vista 0s ind-
meros estudos sobre a degradacao de vidros silicato, sabe-se pouco quando comparado o
mesmo comportamento de vidros borato. Vidros a base de boro apresentam uma dissolucéo
rapida em solugdes aquosos e taxas que decrescem com aumento do pH do meio, ao con-

trario dos silicatos que dissolvem de forma mais facil em ambientes basicos [51].

Goetschius e colaboradores [56] estudaram o comportamento da dissolucao de vidros
borato em 4gua, variando as concentraces de 6xidos alcalinos e alcalinos terrosos nas
composicdes. Eles observaram que aqueles com maiores fracdes de unidades de boro qua-
dri-coordenadas foram os mais duraveis. De fato, como citado no topico 2.3.2, a solubili-
dade do vidro borato diminui pela capacidade das unidades de boro tetraédricas criarem
mais BO’s. Velez e colaboradores [57] estudaram a cinética de dissolucdo de vidros bina-
rios de litio borato em agua e solucdo tampdo com pH igual a 7. Por meio de medidas de

perda de massa, observaram que a dissolucdo desses vidros é linear em relagdo ao tempo.

Em composig¢des ternérias com dxidos alcalinos e alcalinos terrosos, o efeito na dis-
solucdo é discutido em termos da razdo carga/raio i6nico do cation modificador. Para com-
posicdes com quantidades fixas de 6xidos alcalinos terrosos, a taxa de degradacdo aumenta
com a incorporacdo de Oxidos alcalinos obedecendo a ordem: Li<Na<K. O processo in-
verso, mantendo fixas as proporcdes de 6xidos alcalinos, apresenta taxas de dissolucéo que

crescem de acordo com a presenca dos seguinte elementos: Mg<Ca<Sr [8].

De forma geral os processos que governam a degradacao do vidro borato e levam a
formacéo da HCA sdo muito parecidos com os que acontecem nos silicatos. As diferencas
se baseiam em duas caracteristicas importantes. A primeira é que vidros borato nao pos-
suem a capacidade de se repolimerizar e formar camadas de borato gel. A segunda, que é
influenciada pela primeira, € que o processo de degradacao destes vidros acontece de forma
congruente, com a hidratacdo e a hidrolise da rede vitrea acontecendo ao mesmo tempo
[31].

A partir do contato inicial do vidro borato com a solugdo aquosa, a hidratacdo das

ligagOes de boros tetraédricos causa a troca de ions alcalinos e alcalinos terrosos por
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prétons. Quando esta reagdo ocorre em um boro quadri-coordenado, cria-se uma instabili-
dade que provoca um rearranjo e consequente formacdo de uma unidade triangular, esque-

maticamente demonstrados como segue [56]:
=B-O-B=Na + H,O0 - =B-OH + B@3; + Na + OH (8)

Em unidades borato tri-coordenadas a hidratacdo também produz grupos hidroxil si-
milares, como podemos notar pela expressdo 9. Ambas reacoes de hidratagdo culminam no

aumento de pH do meio [58].
=B-ONa + H,0 - =B-OH + Na + OH (9)

Ao mesmo tempo a hidrolise provoca o ataque da agua as BO’s da rede vitrea, assim
como faz para vidros silicato. Como resultado acaba desencadeando um consequente au-

mento do pH, como representa a seguinte expressao [59]:
=B-O-B=+ H,O0 - =B-OH + =B-OH (10)

O progresso da dissolucédo do vidro borato se da pelos continuos e simultaneos pro-
cessos de hidratacdo e hidrolise. Um decréscimo nas taxas de algum destes fenémenos pode
causar a diminuicdo da degradacdo do vidro, assim como o efeito da dissolugdo do vidro
no pH da solucdo vai depender de sua composicdo inicial [58,59]. A partir de entdo, com a
presenca de ions de calcio e fésforo no meio ou sua liberacdo, em casos de composicdes
que contenham tais elementos, resultard a deposicao de fosfato de célcio na superficie dos
vidros. O aumento do tempo de reacdo permite que a recém-formada camada de fosfato de

calcio amorfo possa cristalizar numa forma mais estavel como a HCA [51].

Em geral, vidros borato sdo mais reativos em ambientes aquosos do que vidros sili-
cato, o que pode ser uma grande vantagem em diversas aplicacdes biomédicas que reque-
rem liberacdo controlada de ions [52]. Taxas mais lentas favorecem a reposicdo 6ssea em
scaffolds, enquanto a agilidade do processo auxilia a cicatrizagdo de tecidos moles [8].
Independente da composicao do vidro, o desenvolvimento de uma camada de HCA em sua
superficie quando submetido a testes in vitro € aceito como determinante na potencial bio-
atividade do material [4,6,8,31].
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3 Materiais e métodos

Este capitulo aborda a producdo das amostras utilizadas no trabalho, bem como es-
pecifica os precedimentos de preparo dos vidros para o teste in vitro. Ele também contém
fotos de vérias etapas do desenvolvimento experimental e informacdes sobre as configura-
¢Oes das técnicas aplicadas. Um conteido suplementar e mais detalhado sobre as técnicas

aplicadas no estudo dos vidros é exposto no apéndice A.

3.1 Preparacdo das amostras

As quatro amostras apresentadas neste trabalho foram produzidas na Universidade
Federal do Maranh&o (Campus de Imperatriz) em conjunto e sob a supervisao da Professora
Dra. Franciana Pedrochi. As amostras de vidro borato desenvolvidas pertencem ao seguinte
sistema: 60B203 - 5CaF; - (20-x)Na20O - (15-x)Ca0 - 2xP.0s (x= 0, 1, 2). A amostra do
vidro 45S5, utilizada como comparativo, foi produzida para se obter a mesma composi¢éo
desenvolvida por Hench [41]. As composicGes de todas as amostras podem ser vistas mais
facilmente na tabela 4.

Na confeccéo dos vidros utilizou-se um forno convencional mantido sob atmosfera
ambiente. Os reagentes utilizados foram CaCOs, Na.COs, P.Os, B2O3, CaF2 e SiO2, todos
da marca Sigma Aldrich® e com grau de pureza entre 98 e 99,99%. Previamente os reagen-
tes foram pesados em balanca analitica para se obter amostras com massa igual a 7 gramas.
O CaCO3 passou pelo processo de desgaseificagdo a 900 °C, com objetivo de promover a
liberacdo de todo o CO. do composto, deixando assim, apenas o 6xido de calcio (CaO).
Apos a desgaseificacdo todos os outros componentes foram colocados no cadinho de pla-
tina, homogeneizados manualmente e levados ao forno de atmosfera ambiente. A sinteti-
zacdo dos vidros foi feita pelo método de fusdo e resfriamento, por meio do qual os com-
ponentes foram submetidos a altas temperaturas, elevadas acima dos seus respectivos pon-
tos de fusdo, chegando a cerca de 1100 °C para os vidros borato e 1300 °C para o silicato,
temperatura em que permaneceram por aproximadamente duas horas, a fim de garantir uma
maior homogeneidade e eliminar todas as possiveis bolhas existentes. Em seguida, o fun-
dido foi vertido em um molde de aco inoxidavel previamente aquecido a temperatura
abaixo de suas temperaturas de transicao vitrea (Tg), aproximadamente 450 °C, sofrendo

um rapido resfriamento. Posteriormente o material foi colocado em um forno para
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tratamento térmico, ajustado em aproximadamente 400 °C, durante 5 horas. Ap0s este pro-
cedimento o forno foi desligado, permanecendo a amostra em seu interior até que a tempe-
ratura ambiente fosse alcancada. Este processo permite que as tensdes internas sejam di-

minuidas e que o vidro obtenha maior resisténcia mecanica.

Tabela 4: Nomenclatura e composicdo (% em massa e % mol) das amostras preparadas.

BVO BV2 BvV4 45S5
Reagentes wt% mol% wt% mol%  wt% mol% wt% mol%
B203 60 57 60 57,8 60 58,5
CaF: 5 4 5 4,1 5 4,2
Na20 20 21,3 19 20,5 18 19,7 24,5 244
Cao 15 17,7 14 16,7 13 15,7 24,5 26,9
P20s 2 0,9 4 1,9 6 2,6
SiO2 45 46,1

Depois de prontos, os vidros foram cortados em discos de aproximadamente 2 mm
de espessura e 10 mm de diametro (diametro do molde), e entdo seccionados ao meio para
aumentar a quantidade de amostras, ambos procedimentos realizados com uma serra dia-
mantada. Cada uma das amostras recebeu polimento em lixas de carbeto de silicio nas gra-
maturas de 400 e 600, respectivamente, de modo a aumentar sua area superficial. Por fim,
as amostras seccionadas foram limpas em ultrassom por 30 min utilizando acetona e alcool
isopropilico, respectivamente. Pedacos remanescentes dos cortes foram pulverizados em
almofariz de 4gata para utilizagdo nas medidas de FTIR, DSC e DRX. Os vidros recém-

preparados e apos serem cortados e polidos podem ser vistos na figura 15.
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BVO

Figura 15: (A-C) vidros borato recém-preparados; (D) vidro silicato - Bioglass® recém preparado;
(E) vidros ap6s processo de corte e polimento.

3.2 Teste de bioatividade in vitro

Os estudos de bioatividade in vitro foram feitos por meio da imersdo das amostras
em solucdo SBF, a qual foi preparada de acordo com procedimento desenvolvido por
Kokubo [35]. O processo de imersao foi realizado em tubos plasticos de fundo cénico,
mantendo a razdo do volume de SBF pela area superficial da amostra igual a 0,1 ml/mm?
[60], e sem que o vidro tivesse contato com as paredes ou o fundo do tubo. O tubo selado
foi posto em um banho térmico, mantido a 36,5 °C. Fotos das etapas do procedimento de

imersao das amostras podem ser vistas na figura 16.

Ao término de cada periodo de imersdo, que compreendeu os intervalos de tempo de:
1,3, 6,24, 48, 96 horas e 7, 14, 21 e 28 dias, as amostras foram retiradas do contato com
o fluido e suavemente enxaguadas com &gua deionizada, de modo a inibir a continuacéo
da atividade entre o vidro e o SBF. Em seguida as amostras foram condicionadas secas em
estufa regulada em 50 °C, e armazenadas até 0 momento em que fossem submetidas a me-
didas.
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Prendedor plastico ( lmeni%jﬁj}SBF

Amostra

Figura 16: Etapas do procedimento de imersdo das amostras. (A) Amostra fixada no suporte para
manté-la verticalmente posicionada durante imersdo em SBF. (B) Amostra posta em contato com
0 SBF dentro do tubo platico. (C) Amostras resguardadas no banho térmico durante o procedi-
mento in vitro.

Para comparagdo dos resultados pds imersdo em SBF, foram utilizadas amostras de
HA produzidas pelo Prof. Dr. Wilson R. Weinand, do Departamento de Fisica da UEM,
cujo o processo de producdo via calcinacdo de 0ssos de peixe tem registro de patente ins-

crito sob 0 nimero de processo Pl 0506242-0.

3.3 Caracterizacéo das amostras

Com excecdo do peagametro e do equipamento de DTA, os demais equipamentos
utilizados neste trabalho, como DSC, FTIR, micro-Raman, DRX e MEV, pertencem ao

COMCAP-UEM (Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa).
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3.3.1DSCeDTA

Antes da imersdo em SBF os vidros borato foram submetidos a aplicacdo da técnica
de DSC em um calorimetro comercial (modelo STA 409 PC/PG, NETZSCH). Nesta ana-
lise, 20 mg do p6 de cada amostra foram aquecidos a partir da temperatura ambiente, cerca
de 22 °C, ate 900 °C, segundo uma taxa de 10 K/min e sob fluxo de gas argénio de 60
ml/min. N&o foi possivel repetir a aplicagdo da mesma técnica para a amotra do 45S5 de-
vido a imprevistos técnicos. Para tentar obter uma anélise termica mais proxima da que foi
realizada para os vidros borato, o biovidro 45S5 foi submetido a técnica de DTA no equi-
pamento comercial (modelo DTG-60 SHIMADZU) pertencente a UFMA do Campus de
Imperatriz. Para esta analise, 10 mg do p6 do vidro foram aquecidos sob a mesma taxa e
intervalo de temperatura dos vidros borato, e submetidos a uma atmosfera de nitrogénio
com fluxo de 60 ml/min. Somente a analise térmica ndo foi realizada com amostras ap6s

imersdao em SBF.

3.32FTIR

A absorcdo de infravermelho foi realizada nos vidros em pé e na camada raspada que
cresceu sobre sua superficie apos imersdo. A técnica de FTIR foi feita por meio de um
espectrometro no modo de transmitancia (modelo Vertex 70V, BRUKER). As amostras
foram diluidas e pastilhadas em KBr, na proporcao de 199 mg de KBr para 1 mg de amos-
tra. Cada espectro € uma média de 128 varreduras, na faixa espectral de 4000 a 400 cm-,
com resolucdo espectral de 4 cm-. Todas as medidas foram realizadas em vacuo, minimi-

zando as contribuicdes atmosféricas e de umidade.

3.3.3 Micro-Raman

Os espectros Raman foram obtidos por meio de um espectrometro Raman confocal
(modelo Senterra, BRUKER), com excitagdo em 532 nm, poténcia nominal de 20 mW e
equipado com uma lente de 20x de magnificacdo. Cada espectro é uma média de 100 var-
reduras de 3 s de tempo de integracdo, compreendendo a regido espectral entre 350 e 1500
cm e com resolucédo espectral de 3-5 cm-1

3.3.4 DRX

A difracdo de raios-X foi feita no pé dos vidros e na camada raspada que se formou
em sua superficie ap6s imersdo. O instrumento utilizado foi um difratmetro (modelo D8

Advance, BRUKER) com configuracdo Bragg-Bretano (6:26), fonte de radiagdo Ko do
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cobre, tenséo de 40 kV e 35 mA de corrente. Cada medida foi feita com passo de 0,01947
°e com 15 s por passo, no intervalo de 20 ° a 70 °.

3.3.5 MEV

Para obter as micrografias das superficies das amostras antes de imersdo, assim como
da camada raspada ap0s a imersdo dos vidros pelos periodos de 96 horas, 7 e 28 dias, foi
utilizado um MEV (Quanta 250, FEI) configurado com magnificacdo maxima de 20000x
e aceleragéo do feixe de 15 keV.

3.3.6 pH

As medidas de pH durante o processo de producdo do SBF, bem como antes e apds
a retirada de imersdo das amostras decorrentes do procedimento in vitro, foram realizadas
com um peagametro (H1 2223, HANNA Instruments) com preciséo de = 0,005. As medidas
eram realizadas com o fluido em temperatura ambiente (cerca de 24 °C) e a a calibracdo do
eletrodo foi realizada em pH 4, 7 e 10 em todos os dias de medida.
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4 Resultados e Discussao

Este capitulo conta com os resultados obtidos por meio da submissdo das amostras
as técnicas apresentadas no capitulo anterior, tanto antes quanto depois de passarem pelo
procedimento de imersdo em SBF. Para cada técnica, comegaremos com uma abordagem
descritiva dos dados obtidos, enunciando os pontos importantes a serem considerados. Em
seguida sera feita uma discussao acerca dos comportamentos observados para as amostras

de vidros borato, bem como sobre as reacdes desencadeadas ap0s o precedimento in vitro.

4.1 Calorimetria Exploratodria Diferencial

Em todas as analises dos vidros temos de levar em consideracéo dois fatores impor-
tantes. O primeiro é que as trés amostras possuem quantidades diferentes de 6xidos modi-
ficares em sua composicéo, variando entre 39,6 e 43 % de sua massa molar. Isso por si SO
ja pode justificar inimeras mudancas nas propriedades dos vidros, ainda mais se levados
em consideracdo os efeitos causados pela anomalia do boro. O segundo é decorrente da
adicdo de P.Os aos reagentes. Por ser um elemento formador de rede, é dificil prever como
o fosforo atuara em conjunto com os demais componentes, sendo disruptor ou agregador

da rede borato.

Os resultados obtidos pelo DSC dos vidros borato, durante seu aquecimento, podem
ser vistos na figura 17. Utilizando o método de determinacdo de temperaturas especificas
descrito no apéndice A, no tdpico sobre calorimetria exploratéria diferencial, encontramos
as temperaturas de transicdo vitrea (Tg), inicio de cristalizacdo (Tx) e fusdo (T.), bem como

os valores das temperaturas dos picos de cristalizacdo (Tcl e Tc2), fusdo (Tm1 e Tm2), 0s
parametros AT (Tx — Tg) e o coeficiente de Hruby ou Kgi (Tx - Tg/ TL — Tx) para todas as

amostras borato, incluindo os resultados obtidos pelo DTA do 45S5. Os valores estéo dis-

postos na tabela 5.
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Figura 17: Resultado de DSC das trés amostras de vidros borato quando submetidas ao aqueci-
mento com taxa de 10 °K/min. Os pontos utilizados para o calculo das temperaturas especificas

estdo demarcados.

Tabela 5: Temperaturas e parametros obtidos por meio do DSC dos vidros borato e DTA do vidro

45S5.
Nomenclatura Tg(x5) Tx(5) Tcl(xl) Tc2(xl) To(*5) Tml(x5) Tm2(xl) AT Kgl
da amostra
BVO 485 587 598 658 768 791 819 102 0,563
BV2 501 642 662 682 791 809 141 0,946
BVv4 510 636 648 748 789 849 126 1,125
45S5 524 615 668 91

Observando a tabela 5, notamos que a Tg se desloca para valores mais altos conforme

se aumenta a quantidade de P>Os na composicao dos vidros borato. Embora seja nitido este

padréo de crescimento, os valores de Tx e T ndo seguem a mesma tendéncia. Vemos tam-

bém que a amostra BV2, a qual contém 2% de P.Os em porcentagem de massa, apresenta

as maiores temperaturas de inicio de cristalizagdo e fuséo.

Outra caracteristica que distingue as trés composi¢des borato sdo seus respectivos

picos exotérmicos. Em BV0 e BV2 notamos dois picos cada, discriminando a formacéo de

duas fases cristalinas. Esse ndo é o caso da amostra BV4, a qual contém um Unico e bem

definido pico de cristalizacdo. Em contraponto, os picos exotermicos de BVO e BV4 séo

sucedidos por dois endotérmicos, 0 que mostra que 0 processo de fusdo e dado em dois
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passos distintos, enquanto para BV2 ele é apenas um. Processos térmicos similares, que
demonstram a formagao de inumeras fases cristalinas durante o aquecimento dos vidros,
sdo comumente encontrados em estudos de vidros borato com diferentes composicoes [61].
Entretanto, a determinacéo de quais fases sdo formadas durante o processo exige uma abor-
dagem especifica feita por meio da aplicacdo da técnica de DRX, e ndo faz parte do foco
deste trabalho.

No caso do 45S5 encontramos o valor de Tg mais elevado dentre todas as amostras.
Além de possuir um Unico pico de cristalizagdo, para o intervalo de temperatura ao qual foi
submetido ndo foi possivel alcancar o ponto de fusdo da amostra, inviabilizando o célculo
de seu coeficiente de Hruby. Porém, resultados obtidos na literatura estipulam um Kg apro-
ximado de 0,17, ou seja, bem menor que os de BVO, BV2 e BV4 [31].

Como primeira observacdo dos resultados da analise térmica, a existéncia de uma
Unica transicao vitrea revela uma boa homogeneidade dos vidros recém-preparados [62].
A Tg também é uma medida da robustez de um vidro [63], e seu aumento pode ser relaci-
onado a um acréscimo da rigidez da rede vitrea [64]. Para BVO, BV2 e BV4, as mudancas
na Tg podem ser provocadas tanto pela adicdo de P2Os, quanto pela consequente diminui-

¢ao na concentracdo molar de 6xidos modificadores na composicédo dos vidros.

Por possuir um raio idnico menor que de ions de calcio e sédio, a substituicdo de ions
de fésforo pode causar uma compactacdo da estrutura vitrea, gerando um aumento da Tg.
Se assumirmos que a adi¢do de P2Os provoca a incorporacao de grupos fosfato a rede bo-
rato, e a consequente criacédo de ligaces B-O-P, teremos uma maior conectividade da rede,
corroborando, também, para um aumento nos valores de Tg. Além disso, a converséo de
grupos B@s em B@4", que ocorre durante as mudancas de concentragdes de 6xidos modifi-

cadores no vidro, também podem contribuir para a variacdo da Tg.

Podemos utilizar o método apresentado no capitulo 2, no tépico sobre vidros borato,
para estimar a proporcao de unidades borato quadri-coordenadas B@4 nos vidros. Consi-
derando que a adicdo de P2Os incorpora unidades fosfato a rede e os demais componentes
atuam como modificadores, por meio da equacéo 2 (se¢éo 2.3.2) encontramos 0s respecti-
vos valores de N4 para os vidros borato: BVO = 0,4491, BV2 = 0,4592 e BV4 = 0,4688.
Este acréscimo no nimero de unidades B@s aumenta a densidade de oxigénios na estrutura
do vidro, tornando-se um possivel responsavel pelo aumento dos valores de Tg das amos-
tras [64].
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O critério de estabilidade térmica dos vidros borato, AT, é maior que 100 °C. E sabido
que janelas térmicas com valores iguais ou maiores que 70 °C, correspondem a uma for-
macao Vitrea razoavel, valores maiores indicam formac@es ainda mais faceis [65]. Isso per-
mite que o liquido super-resfriado possa existir em uma vasta extensdo de temperaturas,
resistindo & nucleacdo de fases cristalinas. Esta estabilidade térmica corrobora na melhora
da habilidade de formac&o vitrea (GFA) [66], facilitando a producdo de amostras em peda-

¢os macicos [64] ou sua sinterizacdo em outros formatos [67].

O indicio de melhora na GFA dos vidros, dado pelos valores crescentes do coefici-
ente de Hruby, calculado conforme descrito na equacdo 12, do apéndice A, secdo A.1,
também pode ser explicado em termos da quantidade de superestruturas borato criadas na
amostra durante seu processo de fabricacdo. InUmeras espécies de superestruturas sao pro-
duzidas durante as reacdes de equilibrio que ocorrem quando a composicao esta no estado
liquido. Assim, para que haja a cristalizacéo, é necessario quebrar essas unidades superes-
truturais, de modo a criar e reorganizar topologicamente as estruturas apropriadas para a
formacdo de uma fase cristalina. Porém, a energia de ativacdo para este processo € maior
do que para a cristalizacdo do sistema sem unidades superestruturais, o que explica a exce-
lente capacidade de formagdo de vidros do sistema borato relativamente aos do silicato
[44].

Comparados ao 45S5, os trés vidros borato apresentaram propriedades térmicas van-
tajosas. Por exigirem menores temperaturas de fuséo durante sua confeccao, eles reduzem
o tempo de producédo. Além disso, os vidros borato apresentaram uma janela térmica maior
do que o0 45S5. Na producdo de fibras de vidro, por exemplo, este fator € importante para
controlar o didmetro desejado para a fibra, além de ajudar a evitar a formacdo de fases
cristalinas que inibem a bioatividade e dificultam a absorg¢éo pelo organismo [52]. O
mesmo vale quando se deseja fabricar scaffolds, pois quanto maior a janela térmica, melhor
é o intervalo de temperatura para configurar tamanho e interconectividade de poros [67].
Quando esses parametros séo comparados apenas entre os vidros borato, BV2 demonstra

os melhores resultados, tendo o AT mais amplo, seguido por BV4 e BVO, respectivamente.

4.2 Variagoes de pH durante o teste in vitro

A biodegradacdo de um material submetido a testes in vitro € tida como um processo

muito complexo [68]. No caso dos vidros bioativos, desempenha um papel fundamental no
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crescimento da camada de HCA e esté diretamente relacionada aos valores de pH do meio
utilizado [32,69,70]. Além disso, em alguns casos o pH também pode determinar qual fase

precursora da HCA sera formada sobre a amostra [30].

A figura 18 mostra a variagdo dos valores de pH do SBF para os diferentes intervalos
de tempo em que permaneceram em contato com as amostras de vidro. Observamos que o
pH da solugédo tem um valor inicial de 7,4 (0 mesmo que possui assim que € preparado para
temperatura de 36,5 °C), com sua maior taxa de crescimento nas primeiras 24 horas, e

tendendo a diminuir sua variacdo para periodos de tempo prolongados.
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Figura 18: Variacdo do pH do SBF em que as amostras BV0, BV2, BV4 e 45S5 ficaram imersas
pelos diferentes periodos de tempo do procedimento in vitro.

O comportamento dos valores de pH do fluido, observado durante todo o procedi-
mento in vitro para as quatro amostras, € marcado por um aumento abrupto e uma tendéncia
de estagnacdo, e esta de acordo com resultados encontrados em trabalhos similares, tanto
para vidros borato quanto silicato [9,34,71,72]. As fotos das figuras 19 a 22 mostram as
mudancas morfologicas notaveis a olho nu nos vidros apds o teste in vitro. As amostras
BVO0 imersas por 21 e 28 dias foram praticamente dissolvidas por completo durante o pro-

cesso, portanto suas fotos possuem um padréo diferente.
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Figura 19: Fotos das amostras do vidro BVO0 ap6s os diferentes periodos de imersdo em SBF..Se-
tas e circulos marcam os resquicios da amostra imersa por 28 dias.
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Figura 20: Fotos das amostras do vidro BV2 apo6s os diferentes periodos de imersao em SBF.
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Figura 21: Fotos das amostras do vidro BV4 ap6s os diferentes periodos de imersdo em SBF.

ﬂu

Figura 22: : Fotos das amostras do vidro 45S5 ap0s os diferentes periodos de imersdao em SBF.
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Para os vidros borato, os resultados sugerem que espécies como H*, H;O" e OH", da
solucdo, atacam a rede vitrea causando a dissolucao de boro (presumivelmente como ions
borato) e de ions modificadores (Na*, Ca>" e F), durante a degradagdo do vidro. Acoplado
a isso, o consumo de ions de fosfato do fluido, incorporados na formacgéo da camada de
fosfato de célcio, completam o processo que desencadeia as mudancas de pH [71,72,73].
Os vidros com menor durabilidade tendem a liberar mais ions no SBF, causando um au-

mento maior do pH quando comparados aos vidros mais resistentes [73].

E sabido que quando expostos a solugdes aquosas, 0s vidros borato tendem a se dis-
solver por completo, desde que ndo haja saturacédo do sistema [56], e que a taxa de disso-
lucdo diminui com o aumento do pH do meio, ao contrario dos silicatos [70]. No caso de
BVO0, BV2 e BV4, o nivel de degradacao observado para cada amostra, visualmente notado
nas figuras 19, 20 e 21, pode ter uma correlagdo com os valores de pH alcangados pelo

SBF utilizado em suas respectivas imersdes.

Nas composicdes apresentadas, aquela que mostrou a maior variacdo do pH é a que
ndo possui P.Os entre seus componentes. Comparativamente, a amostra com menor varia-
cao de pH possui 2%, em massa, de 6xido de fésforo, enquanto a com maior concentracéo
de fosfato obteve a posicdo intermediaria. Alguns trabalhos citam que o aumento do pH do
SBF é proporcional & quantidade de B>Os na composicdo do vidro [9], pois, nestes exem-
plares, a presenca de espécies B@s mais sollveis € favorecida [56]. Também é relatado que
a adicdo de fosfato ao vidro diminui sua durabilidade [74]. No entanto, para nossas amos-

tras ndo pudemaos evidenciar esses padrdes.

E importante perceber que existem varios fatores determinantes na degradagéo dos
vidros borato produzidos neste trabalho. Se olharmos pelos valores de Tg e da propor¢édo
de unidades B@4™ de cada vidro, seria esperado que BV4 tivesse a menor degradagdo. Além
disso, se a liberacdo de ions F~ da amostra é dada a custa do consumo de OH" da solucdo,
teriamos uma reducéo do pH do fluido [75], e a quantidade de CaF2 na composi¢éo seria
mais um aspecto a ser considerado. Um terceiro viés torna-se plausivel quando levamos
em conta que a incorporacao de fosfato ao vidro acontece junto da reducdo de calcio para
a mesma amostra, um elemento conhecido por ser agregador da rede [76]. Estes fatores nos
levam a crer que, para fazermos qualquer correlacdo mais direta sobre a degradagdo do
vidro e a consequente variagdo do pH do SBF, seria necessario, primeiro, a realizacdo de

medidas de perda de massa da amostra e de concentragdo i6nica da solucdo durante o
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procedimento in vitro, além da producéo de uma quantidade maior de vidros com variagoes

mais sutis nas concentragdes de fosfato.

Thind e colaboradores [73] analisaram testes in vitro de vidros borato com composi-
¢Oes semelhantes a BV0O, BV2 e BV4, mostrando que a amostra que possuia 2%, em massa,
de P2Os, apresentou-se mais duravel quando comparada a amostras sem fosfato ou com
maior porcentagem, desencadeando menores varia¢des de pH da solugdo em que foi imersa
e menores taxas de perda de massa. I1sso os fizeram especular que a incorporacao de 2% de
Oxido de fosforo aumentou a durabilidade da rede vitrea de sua amostra, de maneira a torna-

la menos degradada com o decorrer do procedimento.

Em contraste com os vidros borato, 0 45S5 apresentou varia¢fes de pH intermedia-
rias, com valores finais que ficam entre os encontrados para 0 BV2 e BV4. O processo de
degradacio do Bioglass® é conhecido e ja foi citado na secdo 2.4.3.1, ele se dé pela libera-
cao inicial seletiva de ions que causa o aumento do pH da solucdo e a conseguinte degra-
dacdo da amostra. Contudo, a capacidade de repolimerizacéo da rede silicato impede que
0 vidro se decomponha por inteiro, fazendo com que as taxas de variacdo do pH do fluido
decrescam, tendendo a valores de pH constantes.

Em vista da atuacdo do vidro quando aplicado in vivo, caso ele provoque um grande
aumento do pH da regido do implante pode gerar efeitos nocivos ao organismo [24]. Por
sofrer uma variacdo menor, mantendo o pH do meio mais proximo daquele encontrado em
fluidos corporais, BV2 foi o vidro que apresentou resultados mais promissores para apli-
cacéo direta no tecido vivo, mantendo valores muito parecidos com os encontrados para o
45S5. Contudo, BVO e BV4 ndo podem ter suas aplicagdes descartadas. Estudos relatam
que testes in vivo, em animais, mostraram que alteracdes de pH tendem a ser atenuadas
pelo processo continuo de trocas de fluidos do organismo [77]. Além disso, culturas de
células podem ser utilizadas para estimular uma conversdo in vitro das amostras em HCA,
precedente a sua aplicacéo in vivo [78], diminuindo liberacdes iniciais excessivas de com-

ponentes que podem ser prejudiciais ao corpo humano.



50

4.3 Espectroscopia Raman

Pré-imersao em SBF

Estudos do espectro Raman de vidros baseados em B>Os, mostram a presencga de uma
rede formada por unidades estruturais B&z e B@4~ que podem coexistir formando superes-
truturas, tais como anéis boroxol, grupos di-, ditri-, tri-, tetra-, penta-, piro-, orto- e meta-
borato, entre outras, como foi descrito no capitulo 2, secdo 2.3.2. A concentracdo destes
grupos borato em cada composi¢édo vitrea depende da natureza e proporcao de 6xidos for-
madores e modificadores de rede [79].

Por meio da figura 23 podemos observar que 0s espectros Raman das amostras de
vidros borato sdo semelhantes. A diferenca mais evidente entre eles se encontra no surgi-
mento de uma banda centrada em 943 cm™* para BV2 e BV4, com ombros em 1002 cm*
para BV2 e 992 cm™ para BV4. As demais distingOes observadas, conforme se aumenta a

quantidade de P20s na composicdo do vidro, tratam de pequenos ombros e deslocamentos

de poucos nimeros de onda para as bandas ja presentes na amostra sem 6xido de fosforo.
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Figura 23: Espectros Raman dos vidros borato antes de serem postos em imersdo em SBF.

Espectros Raman de vidros formados por 6xido de boro foram extensivamente estu-

dados em diversos trabalhos [42,43,80,81]. Para exemplares com grandes quantidades de
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B.03 € observada uma intensa banda centrada em 806 cm™, que representa vibragdes de
respiracdo simétrica de anéis boroxol, formados por grupos trigonais B@s [42,80]. Con-
forme se acrescenta dxidos modificadores a rede, as caracteristicas espectrais acabam mu-

dando.

A amostra BVO contém a menor concentragcdo molar de B20s3, ou seja, mais 0xidos
modificadores que as demais. Segundo o Review sobre a estrutura de vidros borato feito
por Meera e J. Ramakrishna [43], o surgimento conjunto das bandas em 534, 643, 761 e
949 cm, se da pela formacio de grupos pentaborato, mediante o0 aumento da quantidade
de modificadores no vidro. Isso também faz com que outras superestruturas comecem a
ganhar destagque nos espectros, como é o caso de grupos diborato, representados pela pe-
quena banda em torno de 1131 cm™ [43], assim como de anéis e cadeias metaborato, mar-

cados pela banda que cresce em torno de 1475 cm™ [43].

Conforme adicionamos o 6xido de fésforo a composicéo dos vidros borato, notamos
algumas mudancas em seus espectros Raman. Para as amostras BV2 e BV4, com 2% e 4%
de P20s, respectivamente, as bandas centradas em 534, 643, 1131 e 1475 cm™, atribuidas
em BVO0 as superestruturas de borato, sofrem atenuac6es ou deslocamentos para nimeros
de onda menores, além do alargamento da banda em 510 cm™ em BV4. De acordo com
Konijnendijk e Stevels [42], que estudaram mudancas no espectro raman de vidros borato
mediante a variacOes na concentragdo de Oxidos alcalinos e alcalinos terrosos, estas altera-
¢Bes ocorrem devido ao decréscimo da concentracdo molar de 6xidos modificadores nos

vidros borato.

Notamos também que a banda centrada em 761 cm™ em BV0 e BV2, desloca-se para
765 cm™® em BV4. Kamitsos e Chryssikos [80] atribuem esta banda as superestruturas de
pentaborato formadas por dois anéis de seis membros com um tetraedro B@a interligando-
0s. O seu deslocamento progressivo para niumeros de onda menores, caso que acontece em
BVO0 e BV2, e dado, segundo os autores, pelo aumento da quantidade de Na>O na compo-

sicdo de vidros borato.

Além das mudangas nos espectros descritas anteriormente, notamos bandas em 943
cm para os vidros BV2 e BV4, enquanto que para BV0, na mesma regido, existe apenas
uma banda menor, centrada em 949 cm™ e, como ja citado, atribuida a unidades pentabo-
rato. Larink and Eckert [82] estudaram a troca relativa na proporgdo de 6xido de boro e

fosforo em vidros borofosfato. De acordo com sua andlise por meio de espectroscopia
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Raman e NMR, eles atribuem a banda em 949 cm™ a formacéo de ligagGes B-O-P entre
grupos borato e fosfato. Por fim, também temos o surgimento de ombros em 992 e 1002
cm, para BV2 e BV4, respectivamente. Estes dois ultimos podem ser provenientes de
vibragdes de estiramento simétrico de ligacdes P-O, originadas de unidades polifosfato®
contendo atomos de boro, como consta na analise de biovidros borofosfato feito por Saranti
e colaboradores [83,84].

Pds-imersao em SBF

Ap0s serem submetidos ao procedimento in vitro em SBF, todos os vidros borato
demonstraram espectros Raman diferentes, mesmo para tempos curtos de contato com o
fluido. Essas mudancas ocorridas nas superficies das amostras sdo indicativos de alteracdes

estruturais significativas.

A figura 24 mostra os espectros Raman das superficies dos vidros BVO para diferen-
tes periodos de imerséo, e 0s compara ao espectro da hidroxiapatita sintética (HA) e as suas
principais atribui¢des quimicas [63] [83]. Notamos que a partir de 1 hora em exposicao ao
SBF 0s espectros tendem a apresentar as mesmas contribuicGes presentes no espectro da
HA. Além disso, a camada formada sobre a superficie dos vidros causa a atenuacdo das
bandas referentes as unidades borato. Como destaque temos o surgimento daquela que vem

a ser a mais marcante do espectro, centrada em 951 cm™.

Conforme o tempo de contato com o SBF aumenta, observamos que as bandas origi-
narias do vidro, localizadas entre as regides de 650-850 cm™ e 1250-1500 cm™, tendem a
ficar ainda menos visiveis. Em contrapartida, o aumento do periodo de imersao favorece o
surgimento de novas bandas, com centros aproximados de 430, 590, 1001 e 1070 cm™.
Enquanto isso, a banda antes posicionada em 951 cm™ se desloca para nimeros de onda
mais altos, atingindo 962 cm™ depois de 96 horas. Ao final dos 28 dias, 0 espectro da amos-
tra apresenta novas bandas em 582, 610, 619 e 1076 cm™, além do deslocamento das bandas
em 962 para 964 cm™ e 1001 para 1003 cm™, e da maior definigdo da forma das bandas em
430, 590.

18 S80 estruturas formadas a partir de unidades de POy tetraédrico (fosfato) e ligadas pelo comparti-
Ihamento de atomos de oxigénio.
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Figura 24: Espectros Raman da amostra BVO0 apds os diferentes periodos de imersédo do procedi-
mento in vitro. Junto estdo expostos o espectro da HA sintética para comparacao, bem como as
atribui¢oes das principais bandas. A letra “h” representa o periodo de imersdo marcado em horas,
enquanto “d” faz referéncia a dias.

As amostras BV2 e BV4 demonstraram comportamentos semelhantes a BVO apds o0s
periodos de imersdo em SBF. As diferencas se encontram no tempo requerido para que a
banda centrada em torno de 951 cm™, formada nas amostras depois de 1 hora de imersio,
fosse deslocada para 962 cm™. Para BV2 isso acontece apds 96 horas, enquanto para BV4
s6 ocorre com 21 dias. Além disso, BV4 desenvolve uma banda em 1080 cm™ ap6s ficar
imersaem SBF por 1 hora, 0 mesmo nao é observado para as demais amostras. Os espectros
de BV2 e BV4 depois de passarem pelo procedimento in vitro podem ser vistos nas figuras

25 e 26, respectivamente.

Além de todas as caracteristicas ja citadas para as trés amostras, ha uma outra notavel
em todos os espectros. Na regido entre 1430 e 1500 cm™, é possivel presenciar o surgi-
mento de uma pequena banda com centro em torno de 1464 cm™, sendo mais acentuada
em BVO do que em BV2 e BV4, e que vai desaparecendo para tempos longos de exposicéo
ao SBF.
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Figura 25: Espectros Raman da amostra BV2 apdés os diferentes periodos de imersdo do procedi-
mento in vitro. Junto estdo expostos o espectro da HA sintética para comparacao, bem como as
atribuicdes das principais bandas. A letra “h” representa o periodo de imersao marcado em horas,
enquanto “d” faz referéncia a dias.

Como primeira observacdo sobre 0s espectros expostos nas figuras 24, 25 e 26, é
possivel observar que, a partir da primeira hora de contato com o SBF, as bandas de uni-
dades borato, originarias dos vidros inertes, comecam a dar lugar a vibracbes correspon-
dentes a modos internos de ions PO4* [83]. Estas vibrages se encontram em quatro regides
do espectro. A primeira delas entre 400 e 500 cm%, correspondente a modos de dobramento
duplamente degenerados (v2) de ligagdes O-P-O. A segunda esta entre 530 e 650 cm™®, e
representa modos de dobramento triplamente degenerados (va) de ligagGes O-P-O. A banda
mais intensa do espectro se posiciona em torno de 962 cm™, e esté relacionada a vibragéo
do estiramento simétrico ndo degenerado (v1) de ligacbes P-. A ultima compreende o es-
paco entre 1025 e 1080 cm™, referente a modos de estiramento assimétrico triplamente

degenerados (v3) de ligacdes P-O [67,85].
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Figura 26: Espectros Raman da amostra BV4 ap6s os diferentes periodos de imersdo do procedi-
mento in vitro. Junto estdo expostos o espectro da HA sintética para comparacao, bem como as

atribuigdes das principais bandas. A letra “h” representa o periodo de imersdo marcado em horas,
enquanto “d” faz referéncia a dias.

O surgimento destas bandas no espectro da superficie dos vidros evidencia que a
substancia ali formada corresponde a HCA [67,83,86], assegurando a potencial bioativi-
dade dos vidros borato deste trabalho. Somado a isto, a definicdo das bandas de grupos
fosfato, apresentada pelo estreitamento diferente em cada amostra, nos revela que a nucle-

acdo e cristalizacdo da HCA ndo € igual para os trés vidros.

A diferenca mais chamativa é o deslocamento da banda referente ao estiramento si-
métrico da ligacdo P-O ndo degenerada. Em BVO e BV2 esta banda se desloca para 962
cm* ap6s 96 horas de imersdo, o que sé acontece depois de 21 dias para BV4. Isso de-
monstra um processo de cristalizagdo mais lento para a HCA nucleada sobre esta amostra
[83,87]. Para BVO, entretanto, a banda em 962 tende a 964 cm™ apés 28 dias, a qual, de
acordo com alguns trabalhos, continua representando vibragdes do fosfato vi, podendo es-
tar posicionada em até 965 cm™ [88]. Além disso, o surgimento das bandas referentes aos

fosfatos v, vs e vs, formadas precocemente em BVO e BV2 em relagdo a BV4, também
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podem corresponder a um processo de cristalizacdo mais rapido da HCA nucleada para as
duas primeiras [87,89]. Para melhor vizualisar este deslocamento da banda principal para
960 cm*, normalizamos os espectros em relagdo a banda de fosfato vi1 e 0s apresentamos

na figura 27.
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Figura 27: Espectros normalizados pela banda referente ao fosfato vi, provenientes da camada
crescida sobre as amostras BVO, BV2 e BV4 ap6s o procedimento de imersdo em SBF. O desta-
que é dado para regido de interesse, quando a banda atinge 960 cm™ e representa a cristalizagéo

da HCA.

Outro ponto que atrai atencdo nos espectros é o comportamento da banda em torno
de 1460 cm™. Notamos que ela chega a crescer para as primeiras horas de imers&o, porém
vai perdendo intensidade e desaparece para periodos prolongados. Esta banda pode repre-
sentar vibrages de unidades triangulares B@s que se formam da quebra de estruturas
B@. mais resistentes [59]. Possivelmente este processo ganha destaque em BVO por ser a
amostra com a degradacdo mais rapida, como sugerem os resultados de pH. Todavia, con-
forme o tempo de imersdo aumenta, essas formacdes mais frageis tendem a ser dissolvidas

e sobrepostas também.
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Para melhor avaliar o processo de cristalizacdo que ocorre na HCA formada nas
amostras, podemos observar o grafico da figura 28, no qual consta os valores da largura a
meia altura da banda referente ao fosfato vi, para as trés amostras borato e o0 45S5. O cal-
culo foi feito apenas apos esta banda se posicionar em 960 cm™. O método utilizado para
o célculo é descrito no tdpico sobre espectroscopia Raman, apresentado no apéndice A,

seccdo A.3.
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Figura 28: Comportamento da largura a meia altura da banda referente ao fosfato v1 para os vi-
dros boratos e 0 45S5 comparados a HA sintética (inserida em t = 0, pois ndo passou pelo teste de
bioatividade).

O grafico mostra uma tendéncia de estreitamento da banda referente a vibracdo P-O
do fosfato vi. O mesmo célculo feito para a HA sintética, utilizada como referéncia, revelou
um valor igual a 7,47. Quanto mais cristalina for a HCA, mais estreita sera esta banda, e
menor serd o valor de sua largura a meia altura. Seu posterior alargamento pode ser dado
pela reducdo na perfeicdo cristalografica da célula unitaria da apatita, conforme carbonatos

séo incorporados a ela [90].

As bandas atribuidas a grupos carbonato, 0s quais podem aparecer em torno de 690-
760 e 1070-1085 cm™ [87,89,91], tém sua presenca fracamente demarcada nos espectros
Raman, como ja relatado em outros trabalhos [91]. Para facilitar a visualizacdo das bandas
de carbonatos, utilizamos como exemplo os espectros normalizamos pela intensidade da

banda em torno de 961 cm™, da amostra BV2, a partir de 48 horas de imersio, e expomos
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a ampliagéo das regifes em que esses grupos se encontram, como pode ser visto na figura
29.
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Figura 29: Espectros normalizados da superficie da amostra BV2 imersa pelos periodos de tempo
compreendidos entre 48 horas e 28 dias. Em destaque estdo as regifes onde surgem as bandas que
representam carbonatos (CO3?), em 690, 715,C7r§>_(1) e 1070 cm?, além do fosfato (PO4*) em 1076

Assim como para as demais amostras, as bandas com centros aproximados de 690,
715 e 750 cm™, correspondem a modos de vibragdo va em fons COs?>, podendo as duas
primeiras representar a ocorréncia de substituicdes do tipo B, enquanto a ultima é relativa
a substituicdes do tipo A [90]. A outra banda, demarcada na figura 26 em 1070 cm™, é
referente a modos de vibragio vi em jons COs? [92], e se encontra sobreposta devido a
presenca proxima da banda relativa a ions PO+, em 1076 cm™*. A observacéo da figura 29
sugere que o desenvolvimento das bandas de carbonato acompanha o aumento dos valores
da largura a meia altura dispostos no grafico da figura 28, ou seja, conforme o tempo de
imersdo aumenta, a apatita vai sendo depositada na superficie dos vidros e seus cristais
ganham forma e tamanho, fazendo com que as bandas de fosfato comecem a surgir no

espectro. Por outro lado, a concomitante incorporagdo de carbonatos diminui a
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cristalinidade da HCA, dando origem as bandas de fons COs? vistas em seu espectro. Este
processo é desencadeado mais cedo na amostra BV2, ndo somente por ser aquela que pri-
meiro apresenta a banda posicionada em 960 cm™, mas também porque sofre antes os efei-
tos causados pelas substituicdes de carbonato, como podemos associar as variacdes dos

valores contidos na figura 28.

Ademais das caracteristicas ja citadas, a singularidade no espectro da amostra BV4
que ficou imersa por uma hora, marcada pela banda em 1080 cm™, pode ser dada pela
reacdo entre a liberacdo inicial de célcio do vidro e o contato com o CO> da atmosfera,
levando a formacdo de calcite [93]. Com o passar do tempo de imersdo, a formacdo da
HCA acaba consumindo a calcite, e esta banda, referente a estiramento de grupos COs?,
diminui. Além disso, a pequena banda vista em torno de 1001 e 1003 cm™, pode ser refe-
rente a incorporagao de fons hidrogenofosfato (HPO4%) a estrutura da HCA [85,94]. Assim

como acontece para os grupos carbonato, sua presenca pode tornar a HCA mais amorfa.

A critério de comparacdo, 0s espectros Raman obtidos para as amostras do vidro
45S5, submetidas a0 mesmo procedimento in vitro pelo qual passaram as amostras de Vvi-
dros borato, sdo expostos na figura 30. Antes da imersdo em SBF o0 45S5 apresenta varias
bandas correspondentes a grupos silicato. As bandas centradas em 640 e 860 cm s&o ori-
undas das vibracdes de ligacdes Si-O-Si em tetraedros SiOs, enquanto aquelas em 975 e
1030 cm™ s&o atribuidas a vibracdes de ligagdes Si-O-Si em mondmeros SiO4* e anéis e
cadeias Si>Os*, respectivamente. A banda posicionada em 1068 cm™ é proveniente de es-
tiramentos Si-Ongo em tetraedros SiOas. A Unica banda que ndo corresponde a grupos sili-

cato é centrada em 945 cm™ e atribuida a estiramentos simétricos de grupos PO4 [89].
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Figura 30: Espectros Raman da amostra 45S5, antes e apos ela passar pelo procedimento in vitro.
Junto estdo expostos o espectro da HA sintética para comparacao, bem como as atribuicdes das
princi-pais bandas. A letra “h” representa o periodo de imersdo marcado em horas, enquanto “d”
faz referéncia a dias.

Durante os diferentes periodos de imersdo, notamos um comportamento de mudanca
nos espectros similar ao observado para os vidros borato, e de acordo com o que é esperado
para o Bioglass®, como visto em outros trabalhos [89,91]. Segundo Hench, o 45S5 tem 0s
primeiros cinco estagios de formacdo da HCA completos entre 2 e 3 horas [6,41]. Entre-
tanto, isto ndo pode ser notado nos espectros da figura 30, os quais demonstram que esta
mesma formacdo s6 é completa apds 48 horas, assim como eventualmente relatado em
outros estudos [89,95]. Essa divergéncia pode ser dada pela metodologia aplicada para o
procedimento in vitro, como diferengas na forma da amostra (dimensdes da area da amostra
ou tamanho de grdo em caso de pd), quantidade e trocas do fluido, assim como agitacéo do
sistema. Contudo, o decorrer do processo acaba gerando o crescimento de uma HCA mais
cristalina que a observada nos vidros borato, tanto que, ap0s 28 dias, o espectro da camada

nucleada sobre o Bioglass® é praticamente indistinguivel do espectro da HA sintética. Vale
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ressaltar que os carbonatos v4 ndo produzem bandas capazes de serem observadas nos es-

pectros Raman do 45S5.

A comparag&o entre os resultados do teste in vitro dos vidros borato e 0 do 45S5 nos
concede um bom parametro de avaliacdo. Por eles notamos que a amostra borato que de-
sencadeia um processo de formacdo de HCA mais proximo do Bioglass® é BV2, marcada

por levar o mesmo periodo de tempo para que a banda de fosfato v1 se centrasse 960 cm™.

Apesar de ndo demonstrarem os mesmos resultados de BV2, BV0 e BV4 tiveram sua
potencial bioatividade comprovada por meio da espectroscopia Raman, com BV0 apresen-
tando reacdes relativamente mais rapidas que BV4. Apesar de a HCA demorar mais para
cristalizar sobre os vidros borato, a resposta destas amostras em contato com o fluido é
praticamente instantanea, favorecendo a precipitacdo de fosfato de calcio de forma mais

rapida do que no 45S5, até a para a amostra que nao continha P2Os em sua composicao.

4.4 Espectroscopia no Infravermelho médio com Trans-
formada de Fourrier
Pré-imerséo

Os resultados da absorcdo no infravermelho das amostras borato, antes de imersao
em SBF, podem ser observadas na figura 31. Para facilitar a visualizacdo das bandas prin-

cipais, estas foram demarcadas com setas indicando suas respectivas atribuicdes.

Os modos vibracionais referentes aos grupos borato sdo conhecidos por serem ativos
em trés regides especificas do espectro: (a) 1200-1500 cm™: originarios de estiramentos
B—O de unidades trigonais B@s [69,72,96,97], (b) 850-1200 cm™: originarios de estira-
mentos B—O de unidades tetraédricas B@4 [69,72,96,97], (c) 600-800 cm™: para algumas

referéncias originarios de dobramentos de unidades borato B@s [69,96].

Claramente identificamos quatro regides de destaque nos espectros. Trés delas se
repetem para todas as amostras, com bandas centradas em torno de 705 cm, atribuidas a
vibracdes de dobramento de unidades borato tri-coordenadas [71] [94], 945 cm™, referentes
a grupos di-, tri-, tetra e pentaborato [46] [94] e 1400 cm™, que representa vibracdes de
anéis e cadeias metaborato [71]. A quarta se localiza ao redor de 556 cm™ e é proveniente
de dobramentos P-O de grupos PO, [71] [93], sendo mais proeminente em BV4 do que
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em BV2, e ausente em BVO0, acordando com a concentracéo crescente de P2Os nestas amos-

tras.
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Figura 31: Espectros de absor¢do de infravermelho dos vidros antes de serem postos em imersao
em SBF. No canto superior direito é exposta a relacéo entre o nimero de unidades borato qudri-
coordenadas e a porcentagem molar de 6xidos modificadores nos vidros, calculadas por meio da
equacéo 11.
Assim como na espectroscopia Raman, a espectroscopia de infravermelho permite
notarmos a presenca de superestruturas borato devido a anomalia do boro, € a0 mesmo
tempo, vibragdes provenientes de unidades PO4. Porém néo foi possivel observar o modo

vibracional das ligacGes de B-O-P nas amostras BV2 e BV4.

Podemos estimar a fragdo de boros quadri-coordenados N4 nos vidros boratos por
meio da equacdo 11 [79,98]. Para tal utilizamos o0 metodo de integracao das areas que com-
preendem as regides entre 770-1170 (A4) e 1170-1500 (A3) cm™?, correspondentes as vi-

bracOes de unidades Bd4™ e B3, respectivamente.
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N, = 2 (11)

T Az+A,

O comportamento de N4 em fungdo dos 6xidos modificadores da composicao dos
vidros borato pode ser visto no detalhe da figura 31. Observamos que a medida que a con-
centracdo molar dos 6xidos modificadores aumenta, N4 diminui, ou seja, o numero de boros
quadri-coordenados é crescente com BV0<BV2<BV4, tal como mostraram os valores es-
timados nos resultados de DSC.

Pds-imersao em SBF

Da figura 32 a 34 é exposta a evolucdo temporal dos espectros da camada crescida
sobre as amostras borato apds os diferentes periodos de imersao em SBF, além do espectro
da HA sintética para comparacdo. As bandas referentes a HA foram discriminadas com
suas respectivas atribuigdes.

Tomando como ponto de partida os resultados de BV0, observamos que as mudancas
mais significativas aparecem apos as primeiras 96 horas de imersdo. E possivel notar que
as bandas entre 650-750 cm™ e 1280-1560 cm™, decrescem em intensidade gradativamente
com o aumento do tempo de imers&o, enquanto outra surge em torno de 500-640 cm™, com
dois centros em 565 e 602 cm™. A banda entre 760-1280 cm™ é substituida por outra na
mesma regi&o, porém com o centro em 1027 cm™* e a forma da banda diferente, contendo
ombros em 880 e 960cm™. Este processo é continuo e, ao final dos 28 dias, apresenta a
acentuacdo das mudancas ja citadas, além do crescimento de bandas com centros em 1430
e 1480 cm™.

Embora apresente mudancas espectrais semelhantes a BVO, ap6s os periodos de
imersdo, BV2 as desenvolve com apenas 24 horas. Diferencas também podem ser notadas
na distingdo das bandas em 565 e 602 cm™, a qual ocorre com 48 horas de imersdo para

esta amostra, e na posicdo das bandas em 873 e 956 cm™, deslocadas em relagdo a BVO.

Complementando os resultados, BV4 foi a amostra que apresentou as mudangas mais
rapidas com o procedimento in vitro. Apds uma hora de imersédo, as bandas originais do
vidro tém sua forma bastante alterada e, com trés horas, surge uma nova banda com centro
em torno de 1037 cm, e ombros em 873 e 952 cm™®. Também notamos mudancas seme-
Ihantes a BVO e BV2 nas regides entre 650-750 cm™ e 1280-1560 cm™. No entanto, pro-
longado o tempo de exposic¢do ao SBF, ndo € possivel evidenciar nenhuma outra alteragdo

significativa para esta amostra.
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Figura 32: Espectros de absorcdo de infravermelho da camada crescida na superficie de BVO du-
rante os dez periodos de imersdo. Para comparacao sdo expostos os espectros do vidro antes ser
posto em imersdo e da HA sintética.

A primeira nota a ser tomada sobre os resultados da absorgéo no infravermelho, trata
da semelhanca dos espectros das primeiras horas de imersdo com os dos vidros antes do
contato com o fluido. Sabendo que as amostras foram obtidas pela raspagem da camada
crescida sobre a superficie dos vidros, € possivel que partes destes também tenham sido
removidas, contribuindo nos espectros pds imersdo em SBF. Isso é mais evidente para
BVO, pois, por ser a amostra com menor quantidade de P,Os na composicdo, pode ser a

que leva mais tempo para ter a deposicdo de fosfato de calcio em sua superficie [73].

As bandas que crescem em torno de 565 e 602 cm™ séo atribuidas a modos va tripla-
mente degenerados de dobramentos O-P-O em ions PO4* [34,85,96]. O seu surgimento é
tido como a comprovacéo da formacdo da HCA [34,72,73,97]. No entanto, elas ndo apare-
cem de forma igual para as trés amostras, como pode ser visto na figura 35. Apesar de ter
as variagBes mais rapidas no espectro, BV4 ndo desenvolve com clareza a banda em 602
cmL. A definigdo desta banda é dada como uma medida da cristalinidade da HCA formada
[99,100,101]. A auséncia dela ou sua presenga em forma de ombro, pode representar uma
HCA pouco cristalina ou uma fase amorfa precursora de sua formacéo, como o fosfato de
calcio amorfo (ACP) [72,73].
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Figura 33: Espectros de absorgéo de infravermelho da camada crescida na superficie de BV2 du-
rante os dez periodos de imersdo. Para comparacgao sdo expostos os espectros do vidro antes ser
posto em imersédo e da HA sintética.
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Figura 34: Espectros de absorcao de infravermelho da camada crescida na superficie de BV4 du-
rante os dez periodos de imersdo. Para comparacgao sao expostos os espectros do vidro antes ser
posto em imersdo e da HA sintética.

Também podemos notar que a banda centrada em 1027 cm™, com ombro adjacente
proximo a 955 cm?, fica mais proeminente em funcdo do tempo de imerséo nas trés amos-

tras de borato. Tais contribuicBes sdo atribuidas a estiramentos P-O de grupos PO+, de
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modo vs degenerado e v, ndo degenerado, respectivamente [32,85], e podem ser correlaci-

onadas a melhor formacéo da HCA.
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Figura 35: Ampliacéo da regido correspondente a formagé&o das bandas de fosfato v4 para os es-

pectros nor-malizados das trés amostras, durante os periodos de imersdo compreendidos entre 48
horas e 28 dias.

Todas as amostras apresentaram o crescimento de um ombro em 873 cm™, atribuido
a modos v, de dobramentos de ligacdes C-O em ions COs% [17]. Estes ions podem ser
incorporados a célula unitaria no lugar de OH" e responsaveis por substituicdes do tipo A,
assim como também podem ser provenientes da adsorcdo de compostos de carbonato a
superficie da amostra [102,103]. Além disso, BVO é o Unico que apresenta bandas de car-
bonato com centros aproximados de 1430 e 1480 cm™, referentes a modos vs de estira-
mentos de ligagdes C-O em fons COs? [32,103], responsaveis por substituicdes tipo B,
quando os carbonatos ocupam sitios PO4* [102]. E possivel que esse grupo também esteja
presente nos vidros BV2 e BV4, porém em menor quantidade e com suas bandas desloca-

das para nUmeros de onda menores.

Ap0s o procedimento in vitro, bandas correspondentes a &gua ganham destaque nos
espectros, podendo ser resultado da hidrolise que ocorre durante as trocas iGnicas entre o
vidro borato e o fluido [73]. De forma geral, todas as transformagdes que ocorrem na su-
perficie dos vidros tendem a fazer seu espectro convergir ao da HCA [32]. Como citado na
literatura, esta € a caracteristica principal que denota a potencial bioatividade aos vidros
[9,104].
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Para comparar o desenvolvimento da camada de HCA formada sobre os vidros bo-
rato, podemos acompanhar a evolucdo dos espectros da camada nucleada sobre o 45S5,
contidos na figura 36, apds ele ser submetido ao mesmo procedimento in vitro. O espectro
da amostra que precede a imersdo em SBF é marcado por bandas que remetem aos grupos
SiO4 presentes na estrutura do vidro silicato. As bandas em torno de 500 e 1030 cm™, cor-
respondem a vibracGes de estiramentos simétricos e assimétricos de ligagbes Si-O-Si, res-
pectivamente [105,106]. Ombros em 850 e 930 cm™ s&o atribuidas & vibragdes de ligacdes
Si-Ongo em tetraedros SiO4 com pontes de oxigénio ndo ligantes [104], enquanto a banda
em torno de 700 cm™ é proveniente de dobramentos em ligagdes Si-O [104]. Também po-
demos notar vibragdes correspondentes a ligagdes P-O em tetraedros POas, responsaveis

pelo ténue ombro visto em torno de 600 cm™ [105].
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Figura 36: Espectros de absor¢éo de infravermelho da camada crescida na superficie do 45S5 du-

rante os dez periodos de imersdo. Para comparacao sdo expostos os espectros do vidro antes ser
posto em imersao e da HA sintética.

Como mostra a figura 36, a HCA comeca a sobrepor suas bandas as originéarias do
vidro a partir do espectro de 24 horas, j& apresentando as vibra¢6es de dobramento O-P-O,
em 565 e 602 cm, bem distintas. Com o decorrer do processo, 0 que se nota é o surgimento
das bandas de carbonato e a tendéncia do espectro se assemelhar cada vez mais com o da
HA sintética. Além disso, algumas bandas de silicato tornam-se mais aparentes durante o
processo de dissolugdo do vidro, como é caso daquelas proximas a 460, 1200 e 800 cm™.

Enquanto as duas primeiras sao provenientes de estiramentos de ligaces Si-O-Si em
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tetraedros silicato, a terceira corresponde a camada de silica gel que se repolimeriza no
decorrer do procedimento in vitro, representada por dobramentos de ligagcdes Si-O-Si
[87,106].

Os resultados obtidos para o Bioglass® estdo de acordo com os encontrados na lite-
ratura [99,102,104], comprovando sua grande bioatividade e rapidez no desenvolvimento
de uma camada de HCA cristalina. Para avaliar o processo de cristalizacdo das camadas de
fosfato de calcio formadas nos vidros borato e silicato, podemos realizar o calculo do indice
de cristalinidade (IC) para as amostras geradas nos diferentes tempos de imerséo, maiores
detalhes sobre como é feito o célculo do IC podem ser encontrados no apéndice A, secao
A.2. Pelos valores calculados para o IC, expressos no grafico da figura 37, notamos que a
cristalinidade da camada crescida sobre as amostras varia durante todo o procedimento in
vitro, sendo marcada, provavelmente, tanto pelo desenvolvimento e organizagao dos cris-

tais como pela incorporacédo de carbonatos a sua estrutura.
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Figura 37: Gréfico relacionando os valores calculados do IC para as camadas formadas sobre 0s
vidros borato e 0 45S5 apds o procedimento de imersdo em SBF. Por ndo participar do processo
de imers&o, o valor calculado para a HA sintética foi posicionado para o tempo 0.

O grafico nos mostra que o 45S5 é amostra que alcanga os maiores IC’s, ficando
abaixo apenas do calculado para a HA sintética. Para intervalos de tempo em que perma-
neceram imersas em SBF, a amostra borato que desenvolveu uma HCA com o IC mais

proximo dos do 45S5 foi BV2. Além disso, esta também € a amostra que primeiro da
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indicios de cristalizagdo da HCA, apenas 24 horas depois do Bioglass®. Enquanto BVO
demora 96 horas para comecar a sofrer as mesmas reac6es de BV2, BV4 demonstrou for-
mar a camada de fosfato de calcio mais amorfa dentre as trés, impossibilitando a estimativa

de seu IC.

E importante esclarecer que ambas as analises que propomos para qualificar a crista-
linidade da HCA nucleada sobre os vidros, tanto pela espectroscopia Raman quanto FTIR,
sdo normalmente utilizadas em apatitas com grande cristalinidade [107]. Mesmo nestes
casos, ndo ha um consenso de qual o melhor critério a ser utilizado, assim como s&o rela-
tadas ambiguidades quando usados simultaneamente para as mesmas amostras [33,108].
Como estamos tratando de uma apatita em processo de cristalizacdo e carbonatagédo conti-
nuo e simultaneo, é possivel que essas ambiguidades sejam ressaltadas. A analise por meio
da espectroscopia Raman depende do ajuste no espectro com uma fungao néo linear, o que
pode acarretar mais erros na determinacéo da largura a meia altura, ao passo que nos es-
pectros de FTIR, a determinacao das intensidades relativas para as bandas especificas, pode
minimizar erros matematicos. Contudo, separadamente, as duas andlises facilitam a visua-
lizacdo de processos que se tornam dificeis de serem percebidos apenas pela observacdo

dos espectros, devido as caracteristicas das mudancas serem muito sutis.

4.5 Difratometria de raios-X

Pré-imersao em SBF

Os resultados da DRX nos vidros, antes da imersdo em SBF, estdo expostos na figura
38. Podemos notar formas alargadas e de baixa intensidade, usualmente vistas em vidros
destes tipos (boratos e silicatos) [78,105], que comprovam o carater amorfo das amostras,
garantindo que nenhuma fase cristalina foi formada durante seu processo fabricagéo.
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Figura 38: Difratogramas dos vidros borato e do 45S5 antes de serem postos em imersao.

Pds-imersao em SBF

As figuras 39, 40 e 41 trazem os resultados da DRX da camada crescida sobre os
vidros borato apds o processo de imersdo em SBF, nas quais estdo expostas apenas os dados
referentes as amostras imersas por 96 horas, 7, 14, 21 e 28 dias, bem como o difratograma
da HA sintética para comparagdo. Os resultados para periodos de imersdo menores nao
apresentaram mudancas significativas em relacdo ao vidro inerte, por isso nao foram apre-

sentados no trabalho.

O padrdo dos difratogramas da camada crescida em BVO0 apresentou as maiores
diferencas em relacéo as das demais amostras. Para 96 horas inicia-se o0 desenvolvimento
de picos menos intensos ao redor de 26 ° e entre 31-34 ° 26. No entanto, entre o0 sétimo e 0
vigésimo primeiro dia, dois picos bem estreitos, em torno 31 e 45 ° 26, marcados com “*”
na figura 36, dominam os difratogramas. Um terceiro pico, bem menos intenso que os pri-
meiros, pode ser visto proximo a 56 ° 26 para as trés amostras. No difratograma da amostra
de 14 dias também podemos notar a presenca pouco marcante de um pico em 26 ° 26.
Apds o tempo final de imersdo, o difratograma tende a aparentar aquele de 96 horas, exi-

bindo bandas amorfas nas mesmas regides.

Os difratogramas que apresentaram maior semelhanca entre si, quando comparados
os diferentes tempos de imersdo, foram das camadas crescidas sobre BV2. Os picos apro-
ximados de 26, 28, 32-34, 49 e 53 ° 20, podem ser vistos para todas as amostras, com

relativa melhora na definicéo e intensidade conforme se aumenta o tempo de exposi¢do ao
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SBF. As amostras correspondentes ao vigésimo primeiro e vigésimo oitavo dias também

contém picos em torno de 31 e 45°26.

Diferente dos resultados para as duas amostras anteriores, a camada nucleada em
BV4 ndo apresenta nenhuma mudanga notavel com 96 horas de imersdo. As transforma-
cOes nos difratogramas comecam a ocorrer a partir do sétimo dia, com o surgimento de
picos em torno de 26, 32 e 53 ° 26. Essas mesmas caracteristicas se reproduzem para as
amostras de 14, 21 e 28 dias, mas de forma mais amorfa para esta Ultima. Também é pos-
sivel notar alguns picos, de baixa intensidade, perto de 28 e 49 ° 26 para a amostra de 21

dias, imperceptiveis naquelas de 7, 14 e 28 dias.
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Figura 39: Difratogramas das camadas crescidas sobre as amostras do vidro BVO apds o processo

de imersdo por 96 horas (h), 7, 14, 21 e 28 dias (d). O difratograma da HA est& exposto para com-

paracdo, e (*) representa a Halite. Apenas os planos cristalogréaficos correspondentes a HA e vis-
tos na nas amostras da camada crescida sobre os vidros, sdo demarcados
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Figura 40: Difratogramas das camadas crescidas sobre as amostras do vidro BV2 apds o processo

de imersdo por 96 horas (h), 7, 14, 21 e 28 dias (d). O difratograma da HA esta exposto para com-

paracdo, e (*) representa a Halite. Apenas os planos cristalogréaficos correspondentes a HA e vis-
tos na nas amostras da camada crescida sobre os vidros, sdo demarcados.
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Figura 41: Difratogramas das camadas crescidas sobre as amostras do vidro BV4 apds o processo
de imers&o por 96 horas (h), 7, 14, 21 e 28 dias (d). O difratograma da HA esta exposto para com-
paracdo. Apenas os planos cristalograficos correspondentes a HA e vistos nas amostras da ca-
mada crescida sobre os vidros, sdo demarcados.
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A difratometria de raios-X é uma das técnicas mais comuns para caracterizacdo de
materiais cristalinos, e é extensivamente utilizada no estudo de apatitas e outros materiais
biomédicos [102]. Entretanto, devido a baixa intensidade do sinal proveniente da fina ca-
mada de HCA, sua utilizacdo € limitada para analise de bioatividade [95,102]. Contudo, 0s
resultados de DRX nos permitem atestar a formacéo de uma nova substancia sobre a su-
perficie dos vidros borato, tendo em vista que seu difratograma amorfo comeca a ter a
presenca de diferentes picos. A confirmacdo de que esta substancia se trata da HCA pode
ser feita pela identificacdo daqueles proximos a 26, 28, 32, 34, 49 e 53 ° 20, referentes aos
planos cristalograficos (002), (102), (211), (202), (213) e (004), respectivamente (JCPDS
09-0432). Os picos largos e de baixa intensidade podem indicar uma HCA pouco cristalina,
com cristais de escala nanométrica ou uma combinacédo dos dois fatores [9,32]. Para tempos
inferiores a 96 horas a técnica de DRX nédo se mostrou sensivel o suficiente para detectar
aHCA, possivelmente devido a pequena quantidade dessa substancia crescida na superficie
das amostras vitreas, além do seu carater ainda muito amorfo. Talvez uma readequacao da
técnica, utilizando o modo de difratometria de raios-X em filmes finos, possa melhorar a
detecgédo da HCA [9,102].

Apesar dos resultados de DRX possuirem certas limitacdes, ainda contém informa-
¢Oes importantes. Com respeito aos resultados de 7, 14 e 21 dias da amostra BVO, 0s picos
mais intensos que se sobrepdem aos que comegam a se formar com 96 horas, séo identifi-
cados como sendo originarios da Halite (JCPDS 05-0628). A halite pode se formar na su-
perficie do vidro gracas a liberacdo de ions Na* do préprio material, e ions Na* e CI™ pre-
sentes no SBF [68]. Deliormanli e colaboradores [72] relatam que estes resquicios podem
permanecer apds o procedimento de limpeza da amostra com &gua destilada. Passados 0s
28 dias de imersao, no entanto, os picos da HCA voltam a tomar forma, indicando que nédo

houve formacdo de halite para esta amostra.

A formacdo de halite também pode ser notada em BV2. Embora de forma menos
evidente do que em BVO, os picos referentes aos angulos de Brag em 31 e 45 © 26 estdo
presentes, porém, neste caso, a HCA se sobrepde. BV2 também é a amostra que apresenta
a formacdo de uma HCA aparentemente menos amorfa, respaldado pela observacéo de
picos mais estreitos e definidos [9,32]. Para todas as amostras o pico referente a 26 ° 26 é
0 mais proeminente, o que pode indicar uma direcdo preferencial de crescimento no eixo
cristalografico “c”, familia {001} [102].
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Tal como foi realizado para as técnicas de caracterizacdo anteriores, comparamos 0
comportamento, pds-imersdao em SBF, dos vidros borato com o 45S5. Os difratogramas
das camadas crescidas sobre as amostras do 45S5 podem ser vistos na figura 42, e estao de
acordo com os resultados encontrados na literatura [99]. Sdo observados picos mais inten-
sos em torno de 26 °, entre 32-34 ° e em 53 ° 26, além de picos menos intensos em torno
de 39 e 49 ° 20, todos referentes a planos cristalograficos da HA e especificados na figura
(JCPDS 09-0432), porém, mais alargados.

Além dos picos relativos a HA, em alguns difratogramas também é possivel notar
outros dois. Um deles tém a presenca demarcada em 29 ° 20, e surge a partir dos difrato-
gramas da amostra imersa por 7 dias. Este fenémeno € noticiado na literatura [34,71] e
pode ser produto da formacdo de calcite, que ocorre devido a liberagcdes de altas quantida-
des de calcio no fluido, resultando em grandes valores de razdo Ca/P e provocando a de-

posicao de CaCOgz sobre o vidro [72].

Também pudemos notar que, assim como Visto para os vidros borato, o pico em 26 °
26 aparece como 0 mais intenso nos difratogramas de periodos curtos de imersdo, indi-
cando que a precipitacdo da HCA ocorre com a mesma dire¢do preferencial [102]. Entre-
tanto, diferente dos demais vidros, para tempos maiores essa direcdo preferencial é redu-
zida, e o crescimento continuo acontece de maneira aleatdria, se aproximando do difrato-

grama visto para HA sintética.

Quando comparamos os dados de DRX obtidos dos vidros borato e do 45S5, notamos
que alguns pontos corroboram com resultados das espectroscopias de FTIR e Raman. De
forma resumida, as técnicas apontam BV2 com resultados mais proximos aos do 45S5,
bem conhecido vidro bioativo, enquanto BVO e BV4 apresentam caracteristicas menos
cristalinas que BV2. A analise feita por meio da DRX também sugere BV4 como a amostra
que leva mais tempo para formar uma camada HCA em sua superficie. Percebemos isto
pelo seu difratograma de 96 horas, o qual é ausente de picos que possam indicar o inicio
da nucleacdo. Para tempos prolongados, no entanto, os difratogramas se assemelham aos
de BV2, porém aparentam ser menos cristalinos. As amostras dos vidros borato imersas
por 28 dias parecem relativamente mais amorfas do que as imersas por 21 dias, 0 que pode

ser decorrente de substituicdes ocorridas na estrutura da HCA.
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Figura 42: Difratogramas das camadas crescidas sobre as amostras do vidro 45S5 apds o processo
de imersdo por 96 horas (h), 7, 14, 21 e 28 dias (d). O difratograma da HA esta exposto para com-
paracao, junto das demarcacGes para a calcite (*). Apenas os planos cristalograficos correspon-
dentes a HA e vistos na nas amostras da camada crescida sobre os vidros, sdo demarcados

4.6 Microscopia Eletronica de Varredura

Nas figuras 43, 44, 45 e 46, estdo expostas as imagens de MEV da superficie dos
vidros antes da imersdo em SBF e da camada crescida em suas superficies apos 96 horas,

7 e 28 dias de imerséo.

Entre os vidros borato, as mudancgas morfoldgicas observadas em suas superficies,
apos imersdo em SBF, sdo muito similares, e marcadas pelo surgimento de cristais em
forma de esferoides [96], com didmetro entre 0,25-3,33 um. Embora a formacdo da HCA
ndo possa ser atestada apenas pelas imagens de MEV, por compara¢do com trabalhos en-
contrados na literatura é possivel especular que as estruturas crescidas na superficie dos
trés vidros borato sdo indicadores da presenca da HCA [32,35,39], as quais tendem a mudar
de tamanho e configuracdo espacial conforme se aumenta o tempo de exposi¢édo ao SBF, o

que pode denotar o carater continuado de seu processo de formacgéo [32].
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Figura 43: Imagens de MEV com magnificagdo de 20000x da superficie da amostra BVO antes de
imersdo (A), e da camada acrescida nela depois de 96 horas (B), 7 (C) e 28 dias (D).

Figura 44: Imagens de MEV com magnificacdo de 20000x da superficie da amostra BV2 antes de
imersdo (A), e da camada acrescida nela depois de 96 horas (B), 7 (C) e 28 dias (D).
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Figura 45: Imagens de MEV com magnificagdo de 20000x da superficie da amostra BV4 antes de
imersdo (A), e da camada acrescida nela depois de 96 horas (B), 7 (C) e 28 dias (D).

Figura 46: Imagens de MEV com magnificacdo de 20000x da superficie da amostra 45S5 antes de
imersdo (A), e da camada acrescida nela depois de 96 horas (B), 7 (C) e 28 dias (D).
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Diferente da camada crescida vista sobre os vidros borato pds imersdao em SBF, 0s
cristais formados sobre 0 45S5 apresentam morfologia mais planar, que se aglomera em
estruturas esféricas maiores, porém mais porosas, e que vao crescendo conforme o tempo
de exposicdo ao SBF aumenta. Essa morfologia € comumente encontrada para HCA nucle-
ada no Bioglass®[6,109]. As distingdes na forma da HCA que cresce nos vidros analisados
podem decorrer de variacGes em fatores como composi¢cdo da amostra [9] e pH [110] do
SBF durante o procedimento de imersdo. No estudo de vidros borosilicato com diferentes
concentracgdes de boro e silicio, feito por Yao e colaboradores [9], foi observada a mudanca
na forma da HCA nucleada sobre os vidros depois de imersos em SBF. Em suas imagens
de MEV fica clara a transicdo de uma morfologia de cristais mais planares para uma mais
compacta e com contornos arredondados, conforme véo sendo alteradas as quantidades

SiO2 por B203 nas composi¢des dos vidros.

Os resultados das imagens realizadas com o0 MEV servem como uma analise com-
plementar as demais técnicas. Elas corroboram para mostrar que com 96 horas de imerséo
ja é possivel perceber o surgimento de uma camada morfologicamente muito semelhante a
HCA, mas ndo permite inferir nenhuma distingdo entre as amostras borato, apenas ajuda
atestar a potencial bioatividade dos vidros desenvolvidos neste trabalho.
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Conclusoes

Com os resultados obtidos neste trabalho foi possivel avaliar os sistemas vitreos
60B203-5CaF2-(20-x)Na.0-(15-x)Ca02xP20s (x = 0, 1, 2, em % de massa) tanto com re-

lacdo a caracterizacdo quanto a bioatividade em ensaio in vitro.

Pelas analises precedentes a imersao em SBF foi possivel obter caracteristicas térmi-
cas, vibracionais e cristalogréficas das trés amostras de vidro borato. A técnica de DRX
mostrou estrutura amorfa para os vidros borato, comprovando que nenhuma fase cristalina

foi formada durante os processos de confeccdo dos mesmos.

Por meio da técnica de DSC observarmos que a adicdo de P2Os a composicdo dos
vidros, a qual ocorre a custa da subtragdo de CaO e Na2O, torna maiores os valores de Tg
e do coeficiente de Hruby da amostra, enrijecendo a rede vitrea e aumentando seu GFA.
Porém, o AT dos vidros ndo seguiu esta tendéncia, e apresentou o maior valor para a amos-
tra BV2, a qual contém 2% de P>Os (em massa) em sua composicdo, seguido por BV4 e
BVO, respectivamente.

As espectroscopias vibracionais Raman e FTIR mostraram que os vidros borato
possuem superestruturas coexistentes devido a anomalia do boro, e que a concentracdo
destas depende da adicdo de P2Os a composicdo, e consequentemente da diminuigdo da
concentracdo molar dos 6xidos modificadores. Cabe destacar que, com a espectroscopia
Raman, notamos que a formacéo de ligacdes B-O-P nas estruturas dos vidros borato au-
mentava com a adicdo de P»Os, enquanto algumas superestruturas diminuiam. Ja com a
técnica de FTIR, observamos que as unidades quadri-coordenadas aumentavam com a adi-

¢ao de P20s, e assim reduziam o ntimero de unidades borato com NBQO’s.

Ap0s o teste in vitro, com a imersdo das amostras em SBF por diferentes periodos
de tempo, as mesmas técnicas experimentais foram utilizadas para avaliacdo da bioativi-
dade, exceto a analise térmica. Nesta etapa pOs-imersdo, 0s comportamentos dos vidros
borato foram comparados ao vidro silicato 45S5 e a hidroxiapatita sintética. O pH do fluido
foi medido apds cada periodo de imersdo, apresentando um aumento com o tempo para
todos os vidros e sugerindo uma relacdo com a dissolugédo das amostras. BV2 e BV4 apre-
sentaram variagdes de pH mais proximas as do 45S5, o que pode indicar que estas amostras

gerariam menos riscos de serem nocivas em aplicacGes in vivo.
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A andlise dos resultados de Raman, FTIR e DRX em funcéo do tempo de imerséao
dos vidros apresentaram algumas distingfes entre si. Para BVO0, tanto a espectroscopia Ra-
man quanto FTIR mostraram a formacéo da camada de HCA apds 96 horas de imersao em
SBF. No entanto, nos espectros Raman foi observado a formacao de uma camada de fosfato
de célcio amorfo ja em 1 hora de contato com o fluido. Os resultados de DRX apresentaram
a presenca da halite sobre o vidro, mas corroboram que a formacgéo ainda muito amorfa da

HCA também se inicia ap0s 96 horas.

Os resultados das espectroscopias Raman e FTIR para BV2, demonstraram que esta
amostra ja tem a presenca de uma camada de HCA mais cristalizada em sua superficie apos
48 horas de imersao. Entretanto, tal como visto para BVO0, os espectros Raman de 1 hora ja
denotam a formacao de uma camada de fosfato de calcio amorfo. Os difratogramas de BV2
sdo os que permitem a melhor visualizagdo dos picos da HCA entre os vidros borato, a
partir de 96 horas de imersé&o.

Os espectros Raman da amostra BV4 apresentaram 0s mesmos comportamentos dos
demais vidros borato, entretanto sua cristalizacdo s6 ocorre apds 7 dias de contato com o
fluido. Em contraponto, os resultados de FTIR ndo mostraram a cristalizagdo da HCA em
nenhum periodo. Os difratogramas das amostras BV4 concordam com a espectroscopia

Raman, e apresentaram picos referentes a HCA apos 7 dias de imersdo em SBF.

Os métodos utilizados para averiguar a cristalinidade da HCA formada sobre os vi-
dros borato mostraram certa ambiguidade entre si, pois ndo apresentam 0 mesmo padréao
nas analises feitas por espectroscopia Raman e FTIR. Tais calculos sofrem influéncias da
metodologia matematica empregada, todavia forneceram informacGes acerca do processo
de crescimento de cristais e incorporacdo de carbonatos, que possivelmente ocorrem con-

comitantemente, causando as variacdes de cristalinidade.

Comparados ao Bioglass®, o vidro que apresentou os melhores resultados foi BV2.
Embora seja dificil obter uma informacao precisa sobre a cristalinidade da HCA formada
nas condicdes do teste in vitro, BV2 apresentou os espectros Raman, FTIR e os difratogra-
mas mais similares aos demonstrados pelo 45S5. Além disso, ele é o vidro que propicia a
formac&o mais rapida de uma HCA cristalina, sendo esse um fator diretamente ligado ao

indice de bioatividade de um material.

Embora néo apresentem os mesmos resultados de BV2, BV0O e BV4 demonstram

sua potencial bioatividade e rapida reacdo na formacao de uma camada de fosfato de calcio
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amorfo, com taxas superiores as do 45S5. Além disso, as trés composi¢des borato desen-
volvidas neste trabalho possuem propriedades térmicas mais vantajosas que o Bioglass®
quando se trata da producdo de fibras e scaffolds. Isso nos mostra que, de acordo com a
aplicacdo a qual se deseja investir, BV0O, BV2 e BV4 podem ser utilizados como vidros

bioativos tdo promissores quanto o0 45S5.
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Perspectivas para estudos futuros

A experiéncia adquirida durante todos os estudos com vidros bioativos talvez seja o
maior legado deste trabalho. Ela nos permite, hoje, avaliar com cautela os melhores passos
a serem tomados para compor um procedimento mais completo de caracterizagao e avali-

acdo da bioatividade destes materiais.

Tratando especificamente dos vidros abordados neste trabalho, € necessario elucidar
alguns aspectos ainda pouco esclarecidos sobre as amostras, além de realizar experimentos
gue podem expandir o conhecimento sobre a melhor forma de aplicacdo destas composi-

coes.

Talvez o primeiro teste a ser feito seja submeter o SBF utilizado no procedimento in
vitro a técnica de Absorcdo Atdmica, juntamente da realizacdo de medidas de perda de
massa das amostras. Em conjunto com as medidas de pH do fluido, os resultados destes
procedimentos permitirdo uma avaliacdo mais completa dos processos desencadeados du-
rante a dissolucéo das amostras.

Outro passo a ser tomado trata de repetir os mesmos procedimentos realizados neste
trabalho para as amostras trituradas em diferentes tamanhos de grdos. Tendo em vista que
inimeras aplicagdes de vidros bioativos sdo feitas nesta condicdo, € importante avaliar

como o tamanho de particula interfere na bioatividade do material.

Baseando-se na ideia de simular uma condi¢do mais préxima aquela encontrada em
aplicagdes in vivo, outro teste interessante para ser desenvolvido é avaliar como a agitacao
do sistema (vidro + SBF) e a troca do fluido durante o procedimento de imersao interferem
na capacidade de nucleacdo de HCA de cada amostra. De forma mais elaborada, isto po-

deria ser feito por meio de um sistema de circulagcdo e bombeamento do SBF.

O ultimo e talvez mais complexo passo possivel, é a utilizagdo dos vidros borato
desenvolvidos neste trabalho para a confeccdo de scaffolds. Tendo em vista o interesse
crescente da engenharia de tecidos em se estudar este tipo de aplicacéo, e as vantajosas
propriedades térmicas apresentadas pelos vidros borato, seria interessante produzir e ava-
liar a bioatividade destes vidros quando convencionados nestas estruturas tridimensionais

€ porosas.
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Por fim, vale relatar que testes em cultura de células, bem como a aplicagéo in vivo
dos vidros borato para preenchimento de fratura 6ssea na calvéria de ratos, ja vém sendo

desenvolvidos em conjunto com outros colaboradores.
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Apéndice A

Teécnicas Experimentais

A.1 Calorimetria Exploratoria Diferencial

Segundo a definicdo dada por Mackenzie [111], analise térmica ¢é “um grupo de téc-
nicas pelas quais se acompanham as varia¢es de uma propriedade fisica de uma substancia
e/ou de seus produtos de reacdo, enquanto a mesma € submetida a uma programacéo de
temperatura”. Dentre estas técnicas devemos destacar duas das mais conhecidas e que fo-
ram utilizadas neste trabalho. A Andlise Térmica Diferencial ou DTA (do inglés “Diffe-
rential Thermal Analysis”), e a Calorimetria Exploratoria Diferencial ou DSC (do inglés:

“Differential Scanning Calorimetry”) [112].

Usadas em areas como quimica, farmécia, fisica, biologia e engenharias, essas duas
técnicas podem ser empregadas nos estudos de inimeras substancias, como amostras bio-
I6gicas, tecidos, polimeros, metais, 6leos, ceramicas, vidros e farmacos, ou seja, materiais
de praticamente todas as formas e estados fisicos. Além de serem aplicadas por meio de
equipamentos comerciais relativamente baratos, elas permitem que a substancia seja estu-
dada sob um grande intervalo de temperatura e consumindo peguenas quantidades de amos-
tra. As informacGes tipicas derivadas da utilizacdo destas técnicas sdo temperaturas espe-
cificas (transicdo vitrea, fuséo, cristalizacdo), grau de cural® em resinas, estabilidade oxi-

dativa, puridade eutética®, calor especifico entre outras [113].

O DTA é a técnica mais simples e amplamente utilizada para fazer analises térmicas
[114]. Ela se baseia em registrar a diferenca de temperatura, AT, entre a amostra e uma
referéncia inerte enquanto ambas sdo submetidas a mesma programacao de aquecimento.
Em instrumentos classicos, como o representado na figura 47-A, o AT entre a referéncia e
a amostra é obtido diretamente como uma funcdo da temperatura enquanto todo o sistema

é aquecido sob uma taxa controlada e linear. Se ndo acontecer nenhuma diferenca térmica

19 A mudanca nas propriedades quimicas e fisicas de uma determinada formulagéo resina/endurecedor.
20 Referente a misturas eutéticas, nas quais dois ou mais elementos juntos se comportam como um so,
propiciando diminuicdo do ponto de fusdo do conjunto.
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entre a amostra e a referéncia, o sinal de saida do sensor de temperatura (que pode ser um
termopar ou uma termorresisténcia) serd zero. Por outro lado, quando um evento térmico
acontece, como calor liberado durante o processo de cristalizacao, por exemplo, o AT sera
diferente de zero, indicando a mudanca ocorrida na amostra detectada pelo sinal gerado no
sensor. Uma vez findado o fenémeno fisico ou quimico sob o qual a amostra foi submetida,

sua diferenga de temperatura com a referéncia volta a ser nula [36,114].

O DSC é uma técnica mais recente e se apresenta como uma evolucdo do DTA [36].
Embora revelem basicamente os mesmos resultados, o DTA € adequado para a determina-
cao de temperaturas caracteristicas, enquanto o DSC também permite a obtenc&o de valo-
res como calor de fusdo ou calor de cristalizacdo [113]. Este tipo de anélise pode ser feito
por meio de duas configuracgdes distintas: 0 DSC com compensacao de poténcia (figura 47-
C) e 0 DSC com fluxo de calor (Figura 47-b).

Para os exemplares com compensacdo de poténcia, tanto amostra quanto referéncia
sdo mantidas a mesma temperatura por meio de aquecedores elétricos individuais, e a di-
ferenca na poténcia de entrada de cada aquecedor € o parametro registrado. No caso de
DSC’s com fluxo de calor, amostra e referéncia, ambas contidas em seus respectivos su-
portes, sdo colocadas sobre um disco de metal. Para a condi¢do de fluxo de calor de estado
estacionario, as trocas de calor entre o forno e a amostra ocorrem preferencialmente pelo
disco, e o sinal detectado durante uma medicdo é relativo a diferenca de temperatura entre
a amostra e a referéncia, em pV, similar ao que acontece no DTA. Entretanto, para o0 DSC
esta diferenca de temperatura pode ser convertida em um fluxo de calor, em mW, por meio

de uma calibracdo apropriada [115].

Em todos os aspectos as curvas de DSC e DTA sdo muito semelhantes, com exce¢édo
da unidade do eixo da ordenada [115]. Os processos decorridos durante a analise térmica
expressos no grafico sdo representados por desvios ou picos divergentes da linha de base.
As temperaturas caracteristicas correspondentes a cada evento sofrido pela amostra sdo
usualmente tomadas pela extrapolacdo da linha de base e do inicio ou final do evento, bem
como por seu ponto de maior intensidade. Especificamente nos resultados apresentados
nesse trabalho, as temperaturas de transigdo vitrea (Tg), inicio de cristalizacdo (Tx), pico
de cristalizacdo (Tc), inicio de fuséo (TL) e pico de fusdo (Tm) séo determinadas de acordo
com o exemplo apresentado na figura 48.
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Figura 47: Representacdo de um equipamento genérico para analise térmica via DTA e DSC. A)
DTA; B) DSC com fluxo de calor; C) DSC com compensacao de poténcia. Adaptado da referén-
cia[112].

A diferenca entre as temperaturas de inicio da cristalizacdo e de transicao vitrea,
AT=Tx-Tg, tem sido comumente utilizada como uma medida da estabilidade térmica (GS)
do vidro contra desvitrificacdo [36]. O GS costuma ser utilizado como um indicador de
resisténcia a cristalizagdo durante o aquecimento do vidro, e € um pardmetro importante

quando se trata da produgdo de fibras e scaffolds mediante sinterizagdo [31].
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Figura 48: Representacdo de um equipamento genérico para analise térmica via DTA e DSC. A)
DTA,; B) DSC com fluxo de calor; C) DSC com compensacao de poténcia Adaptado da referéncia

[8].
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Estudos mostraram que um acréscimo nos parametros que medem a estabilidade tér-
mica também podem indicar um aumento na sua habilidade de formac&o vitrea (GFA)
[116], que se refere a facilidade com que as massas fundidas podem ser arrefecidas para se
tornar vidros, evitando a formacao de cristais [117]. Um parametro muito util para avaliar

0 GFA de um vidro é o coeficiente de Hruby [118]:
Kg=Tx-Tg/TL-Tx (12)

Quanto maior o valor de Kg mais faceis sdo as condi¢Ges de se preparar a amostra
vitrea [118]. A figura 49 traz o resultado tipico do DSC para trés amostras de biovidros
bem conhecidos: 0 45S5, S53P4 e 13-93. Como podemos notar, a janela térmica dos dois
primeiros € curta, o que facilita sua cristalizacdo durante processos de sinterizac¢do. O 13-
93, por outro lado, apresenta um AT bem mais amplo, tanto que ¢ utilizado na fabricagao

de fibras continuas e scaffolds por varios grupos de pesquisa [31].
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Figura 49: DSC tipico mostrando os efeitos térmicos sofridos pelos biovidros 45S5, S53P4 e 13-
93. Adaptado da referéncia [31].

A.2 Espectroscopia no Infravermelho

O espectro eletromagnético compreende radiacdes que se estendem desde 0s raios
gama até ondas de radio, com comprimentos de onda que podem variar de 10°° até 10° m.

Quando estas radiagBes interagem com a matéria, inimeros fendmenos podem ser
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produzidos. Os estudos e avaliaces das respostas geradas por meio desta interacdo com-
preendem a espectroscopia [119,120].

Dentre todo o espectro eletromagnético, vamos focar na regido que engloba as ondas
com comprimentos em torno de 0,7 e 1000 um. Esta parte € denominada de infravermelho
e ainda pode ser subdividida em outras trés regides: o infravermelho longinquo, infraver-
melho médio e infravermelho préximo [120]. Destes trés, aquele que trataremos com maior
atencdo € o infravermelho médio. Ele contém as ondas com comprimentos entre 2,5 e 25

pm e foi utilizado como fonte de radiagéo para medidas realizadas neste trabalho.

A espectroscopia no infravermelho é uma técnica baseada na vibracao e rotacdo dos
atomos de uma molécula. Uma resposta da atuacdo da radiacdo infravermelha em um ma-
terial € comumente obtida pela sua incidéncia através de uma amostra e a consequente
determinacédo de qual fracdo da energia inicial é absorvida para um determinado compri-
mento de onda. Como resultado se pode montar um grafico com bandas que representam
as frequéncias de vibragdo correspondente a uma parte das moléculas de amostra, ou seja,

um espectro de absorgéo de infravermelho [119].

O espectro infravermelho de um material é considerado uma de suas propriedades
fisico-quimicas mais caracteristicas e, por conta disto, a espectroscopia na regido do infra-
vermelho tem extensa aplicacdo na identificagdo dos compostos e caracterizacdo de mate-
riais, sendo uma das técnicas analiticas mais importantes disponiveis aos cientistas de hoje.
Uma de suas grandes vantagens é que praticamente qualquer amostra em praticamente
qualquer estado pode ser estudada. Liquidos, solucdes, pastas, pés, filmes, fibras, gases e
superficies podem ser examinados com a escolha correta da instrumentacédo aplicada [119].

De acordo com o que se pretende investigar, as diferentes regides do infravermelho
podem ser utilizadas para excitacdo do material. O infravermelho médio talvez seja a regido
mais chamativa pelo fato da maioria das moléculas possuirem forte absorcéo destes com-
primentos de onda. Além disso, moléculas que contém liga¢Ges C-H, N-H e O-H possuem
absorcBes proeminentes neste intervalo, atraindo a atengdo de estudos em diversas areas.
Ademais, os espectros de absorcdo de infravermelho médio sdo menos congestionados,

permitindo deteccéo seletiva de um grande nimero de moléculas [120].

As outras regides do infravermelho também sdo capazes de excitar algumas molécu-
las em nivel vibracional e rotacional. Aquelas que absorvem na regido do infravermelho

longinquo sdo normalmente representadas por compostos inorganicos com atomos mais
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pesados. Enquanto no outro oposto, moléculas excitadas pelo infravermelho proximo pos-
suem menos caracteristicas espectrais, com bandas mais amplas e dificeis de interpretar
[120].

Embora a apresentacdo de um espectro eletromagnético possa ser dado em termos do
comprimento de onda ou frequéncia, quando tratamos de infravermelho eles s&o comu-
mente representados pelo seu nimero de onda. Esta grandeza mede o nimero de ciclos que
uma onda desenvolve por unidade de comprimento, é expressa como inverso do compri-
mento de onda e tem sua unidade basica dada pelo cm™. A vantagem em apresentar um
espectro de absorcdo de infravermelho em funcdo do nimero de onda se da pela sua relagéo
linear com a energia, ou seja, quanto maior 0 nimero de onda, maior é a energia da radiacédo
[119,120].

Para que uma molécula apresente absorcédo de infravermelho é necessario que haja
variacao de seu momento de dipolo elétrico como consequéncia de um movimento vibra-
cional. Podemos dizer que o espectro de absorcao no infravermelho se origina quando a
radiacdo eletromagnética incidente tem um componente com frequéncia correspondente a
uma transicdo entre dois niveis vibracionais. Apenas nessa circunstancia ha interacdo entre

a radiacdo incidente e a molécula [119].

De forma bésica, uma molécula pode ser vista como um sistema massa-mola. Seus
atomos também podem ter um movimento relativo entre si, isto é, 0s comprimentos das
ligacGes e seus angulos podem variar. Decorrentes dos alongamentos e contracdes das li-
gacdes temos os estiramentos, enquanto as variagdes angulares representam os dobramen-
tos. Juntos, esses movimentos representam as vibracdes possiveis para uma molécula, e

suas variagdes estdo expostas separadamente na figura 50 [119].

O numero de movimentos vibracionais possiveis para uma molécula também pode
ser calculado. Moléculas com N atomos possuem 3N graus de liberdade translacional de-
vido seu movimento conjunto em um dos trés eixos cartesianos. Se a molécula néo for
linear, ela também possuird 3 graus de liberdade rotacional, referentes a rotacdo em torno
dos eixos x, y e z, caso contrario, ela perde um grau de liberdade rotacional. Os movimentos
restantes correspondem aos possiveis graus de liberdade vibracional da molécula, ou seja:
3N-6 para os tipos ndo lineares e 3N-5 para os lineares [119]. Agregados moleculares como
cristais se comportam como “supermoléculas” nas quais as vibra¢des de componentes in-

dividuais sdo acopladas [121].
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Figura 50: Diferentes tipos de modos vibracionais. Na parte de cima estdo os estiramentos (a) si-
métrico e (b) assimétrico. Na parte de baixo, a esquerda estdo os dobramentos realizados no
mesmo plano que une os trés atomos, dados pelo tipo (c) tesoura e (d) balango. A direita est&o os
dobramentos realizados fora do plano, dados pelo tipo (e) abano e (f) tor¢éo. Setas tracejadas re-
presentam movimentos com direcao perpendicular ao plano da pagina. Adaptado da referéncia
[122].

Na préatica, nem sempre 0 numero de modos normais de vibracdo corresponde ao
numero de bandas observadas no espectro. Isso pode ocorrer para moléculas que possuem
certos elementos de simetria. Neste caso, vibragOes diferentes apresentam a mesma fre-
guéncia e, consequentemente, a mesma posicdo no espectro. Esses modos vibracionais séo
ditos degenerados. Além disso, outros fatores podem complicar a interpretacdo do espectro
de infravermelho, como bandas overtones e combinacGes de bandas. Os overtones sao ban-
das que representam multiplos de frequéncias fundamentais de absor¢do. Assumindo niveis
de energia uniformemente espacados, o primeiro overtone aparecera no espectro localizado
com nimero de onda igual ao dobro do correspondente a banda fundamental. As combina-
cOes de bandas surgem quando duas bandas fundamentais absorvem energia simultanea-
mente, resultando na criagdo de uma terceira banda posicionada com nimero de onda cor-

respondente a soma das duas primeiras (v1 +v2) [119].
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Os instrumentos comumente utilizados para observar o espectro de absorcdo de in-
fravermelho de um material sdo denominados espectrometros. Tradicionalmente, os pri-
meiros deste tipo estdo disponiveis comercialmente desde os anos de 1940, e utilizam o
método dispersivo para dividir os diferentes comprimentos de onda da fonte de radiacédo
infravermelha, monitorando uma a uma as intensidades dos feixes ap0s estes atravessarem
a amostra. Além de demandarem longos periodos para realizacdo de um espectro, seu re-
sultado nem sempre é obtido com alta qualidade devido ao processo de medida nédo ser

suficientemente estavel durante todo tempo [119,121].

Os espectrometros mais modernos operam sob um principio diferente. Conhecidos
como FTIR’s (Fourrier Transform Infrared), esses equipamentos tém em seu componente
principal um interferémetro de Michelson. Um esquema representando seus componentes
pode ser visto na figura 48. Ele consiste em uma fonte de radiagéo infravermelha que emite
um feixe em direcdo ao interferdbmetro. Nele, a radiacdo colimada atravessa um divisor de
feixes (ou beamsplitter) que idealmente o separa em duas partes iguais. Uma parte refletida
90° em direcdo a um espelho plano fixo e a outra transmitida para um espelho plano movel.
Ap06s serem refletidos, os dois feixes se recombinam no divisor, produzindo um padréo de
interferéncia de ondas construtivas e destrutivas devido a variagdo no caminho 6ptico cau-

sado pelo movimento de um dos espelhos [123].

Depois de sair do interferdmetro a radiacdo atravessa a amostra que se deseja anali-
sar. Ao absorver determinados comprimentos de onda, flutuag6es na intensidade da energia
que atinge o detector sdo digitalizadas em tempo real, produzindo um interferograma. O
interferograma é geralmente um gréafico de intensidade em funcéo da diferenca de trajetoria
entre o espelho estacionario e 0 movel, e contém toda a informagdo necessaria para cons-
truir o espectro de infravermelho da amostra, mas esta informacéo esta no dominio tempo-
ral. Para obter dados interpretaveis, aplica-se entdo uma transformada de Fourrier de forma
a converter o interferograma para o dominio da frequéncia. O resultado é o espectro de
infravermelho com as intensidades do feixe transmitido em funcdo do nimero de onda da
radiacédo [123].

Se for obtido da maneira anteriormente explicitada, o espectro da amostra sera dado
em funcéo de sua transmitancia. A transmitancia relaciona as intensidades da radiagéo an-
tes (lo) e depois (I) de atravessarem a amostra da seguinte forma [119,120]:

T=— (13)

Iy
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Figura 51: Esquema dos componentes de um equipamento utilizado para aplicagéo da técnica de
FTIR. Adaptado da referéncia [119].

Ela se relaciona com a absorbancia por meio da simples expressdo matematica
[119,120]:

A=—logT (14)

A absorbéancia (A), por outro lado, pode ser expressa em termos da concentracao da
substancia absorvente no meio (c), seu coeficiente de absor¢do molar (a) e a distancia que

a radiacdo atravessa pelo material (1) por meio da Lei de Beer [119,120]:
A=alc (15)

Os espectros expressos em transmitancia e absorbancia apresentam as bandas de ab-
sor¢cdo de uma amostra de maneira diferente. Enquanto no primeiro caso elas estaréo vol-
tadas para baixo, em sentido a origem do eixo y, no segundo as bandas se posicionam com
seu maximo apontando para cima. Analises qualitativas podem ser realizadas independen-
temente do espectro ser apresentado em funcgdo da transmitancia ou absorbancia da amos-
tra. Entretanto, pelo fato da absorbancia ser diretamente proporcional a concentragdo da
substancia absorvente, o espectro montado nessa condic¢do se faz necessario quando se de-

seja realizar analises quantitativas [119,120].



93

A aplicagdo da técnica de FTIR é muito importante no estudo desenvolvido neste
trabalho. Além de requerer pequenas quantidades de amostra, ela nos permite atestar com
facilidade as mudancas ocorridas no vidro devido ao crescimento da camada de HCA em
sua superficie. As bandas de absorcao de infravermelho do novo material se distinguem do
vidro original, possibilitando a avaliacdo da bioatividade da amostra. Sobretudo por ser
uma das técnicas mais utilizadas na caracterizacdo de vidros bioativos, a comparacao de

resultados com a literatura torna-se menos trabalhosa.

Além da identificacdo das bandas correspondentes 8 HCA nucleada sobre o vidro, o
espectro de FTIR nos permite adquirir algumas informacdes adicionais, como o grau de
cristalinidade do novo material. Nesta analise qualitativa, aplicaremos o méetodo descrito
por Shemesh [124], o qual foi utilizado por ele para medir a cristalinidade de apatitas sedi-
mentares. O método consiste na subtragdo de uma linha de base entre 450 e 750 cm™, su-
cedida pelo célculo do indice de cristalinidade (IC), dado pela seguinte expresséo:

IC = AeostAses (16)

Asgs

Nela, Aesos, Ases € Asgs correspondem aos valores de absorbancia medidos para os
nimeros de onda de 605, 565 e 595 cm™. Devido ao fato da HCA recém-formada sobre os
vidros ter um carater amorfo, adaptamos os pontos usados no calculo da expressédo 16,
substituindo-os pelos correspondentes aos centros das bandas de fosfato va e 0 minimo
valor do vale entre eles. Quanto maior o valor de IC, maiores e/ou mais ordenados serdo
os cristais [107]. Por meio deste calculo podemos acompanhar melhor algumas mudancas
sofridas pela camada de HCA durante os varios periodos em que 0s vidros permaneceram
imersos no SBF. A figura 52 exemplifica o procedimento realizado para o célculo do IC.
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Figura 52: Parte do espectro de infravermelho de uma apatita sedimentar exemplificando como é
o calculo do IC feito por Shemesh. Adaptada da referéncia [124].
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A.3 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman se baseia no espalhamento inelastico de um féton ao inte-
ragir com a matéria. Este fendmeno foi observado experimentalmente pela primeira vez
em liquidos, em 1928, por Chandrasekhara Venkata Raman e Kariamanickam Srinivasa
Krishnanpor. A titulo de curiosidade, este trabalho rendeu um Nobel de fisicaa Raman, em
1930 [125].

A técnica de espectroscopia Raman tem se mostrado muito importante na caracteri-
zacdo de materiais, e pode ser aplicada materiais sélidos, liquidos e gases huma ampla
variedade de casos. Ela é ndo destrutiva e exige pequenas quantidades de amostra, permi-
tindo a coleta de informacdes detalhadas sobre propriedades fisicas e quimicas, tanto de
materiais puros ou compostos, assim como de substancias organicas e inorganicas. Mesmo
sendo popularizada como uma técnica de espectroscopia vibracional, se realizada em con-
dicbes de ressonancia ela permite a caracterizacdo de estados eletrénicos de um determi-
nado sistema. Além disso, ela também pode ser aplicada no estudo de propriedades elasti-

cas e de transicdes de fase [126,127].

No processo que envolve o espalhamento da luz por uma amostra, 0 campo elétrico
oscilante da radiacdo incidente que interage com uma molécula do material, faz com que a
nuvem eletronica de uma ligagdo covalente oscile e se distor¢a em relagdo a sua posicao
de equilibrio. Isso resulta na promocao de um elétron a um estado excitado virtual, que nao
corresponde a um estado de energia estacionario da molécula, e que depende da energia da
radiacdo incidente. Em seguida, num processo que ao todo envolve tempos da ordem de

femtossegundos (10°%° s), este dipolo induzido, por sua vez, emite uma radiagio [121,125].

Na imensa maioria das vezes a radiacdo espalhada possui a mesma energia da inci-
dente, e nestes casos o espalhamento € dito elastico ou Rayleigh. Porém, em algumas cir-
cunstancias pode haver trocas de energia entre os fotons incidentes e as moléculas do ma-
terial, fazendo com que o numero de onda da radiacéo espalhada divirja da incidente, nesta

condicdo temos o chamado efeito Raman [121,125].

O efeito Raman ainda pode ser especificado em outros dois. Quando a energia é
transferida de um foton incidente para uma molécula da amostra, o féton espalhado tera
um ndmero de onda menor que o incidente, e a isto damos 0 nome Raman Stokes. No caso

oposto, em que a energia é transferida da molécula para o féton espalhado, este terd um
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numero de onda maior que o incidente, e entdo chamamos de Raman anti-Stokes. A figura
53 exemplifica os trés tipos de espalhamento, nos quais as energias correspondentes a ra-
diacdo incidente (v,), espalhada (V) e transi¢Ges de estados vibracionais das moléculas
(V) séo representadas pelos seus respectivos numeros de onda, podendo ser relacionados

pela seguinte expressdo [121,125]:

V=1Vt vy (17)
e
Niveisvirtuais

Vo Vo — Vi Vo Vo Vo Vo + Vs
— — ——| | m— > »

Niveis vibracionais | i ¥
Raman Stokes Rayleigh Raman anti-Stokes

Vo = Vu Vo Vo + Vi

Figura 53: Diagrama dos niveis de energia para exemplificar o efeito Raman decorrente do espa-
Ihamento de radiacdo por um material.

A radiacdo espalhada proveniente da interacdo da luz com a matéria, como um todo,
representa em torno de 10 a 10 da intensidade da radiacdo incidente. Sabendo que o
espalhamento Raman é de 3 a 5 ordens de grandeza menor que o Rayleigh, podemos entéo
ter nogdo do quéo fraco é este fendmeno. Por meio do espectro da cumarina?!, apresentado
na figura 54, vemos o espalhamento Raman posicionado como pares de bandas simetrica-
mente espacadas em relacdo ao espalhamento Rayleigh [125]. Na figura também sdo visi-
veis as diferencas de intensidade entre os espalhamentos Stokes e anti-Stokes. Isto se deve
ao fato da intensidade do espalhamento anti-Stokes depender da populacdo de moléculas
no primeiro estado vibracional excitado, que por sua vez depende da temperatura. A tem-
peratura ambiente o espalhamento Raman Stokes predomina, porque a maioria das molé-

culas esta no estado vibracional fundamental [121,125].

21 E um componente quimico que ocorre naturalmente em alguns dleos essenciais, como canela, la-
vanda, cumaru, capim limdo, rosas.
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Figura 54: Espectro Raman tipico da cumarina mostrando os espalhamentos Rayleigh, Raman
Stokes e Anti-Stokes. Adaptado da referéncia [125].

Junto da espectroscopia no infravermelho, a espectroscopia Raman compde as mai-
ores técnicas utilizadas na investigagdo das transi¢cdes de estados vibracionais das molécu-
las. Embora ambas possam ser utilizadas para a mesma finalidade, os resultados obtidos
por meio de um espectro Raman podem ser muito diferentes daqueles do espectro de infra-

vermelho. Isto se deve as distin¢des nas regras de selecdo de cada fenbmeno [121].

Como visto no topico anterior, para que uma molécula apresente uma banda de ab-
sor¢cdo no espectro de infravermelho, € necessario que a radiacdo que interage com ela
provoque uma variacdo em seu dipolo elétrico. No caso do Raman, para que uma banda
esteja presente em seu espectro, o requisito € que a radiacdo que incide na molécula cause
uma mudanga na polarizabilidade de uma de suas ligagdes. Podemos considerar a polari-
zabilidade como uma medida da facilidade da distorcdo da nuvem de elétrons de uma liga-
cao quimica na presenca de um campo elétrico externo. Isto significa que vibracdes de
ligacGes apolares produzem maiores intensidades no espectro Raman que ligagdes polares,
gragas as suas nuvens eletronicas ndo serem localizadas, assim como no caso de moléculas
gue contém atomos pesados [121]. Em decorréncia disso, a espectroscopia no infraverme-
Iho € superior em alguns casos e em outros a espectroscopia Raman oferece resultados mais
uteis. De modo geral, pode-se dizer que as espectroscopias Raman e infravermelho sédo

técnicas complementares [119].

Tipicamente, o espectro Raman exp0e a intensidade da radiacao espalhada em fungéo

da sua diferenca relativa, em numeros de onda, com a da radiacdo utilizada como fonte,
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por isso, ele € comumente chamado de desvio ou deslocamento Raman, e é independente

do comprimento de onda de excitagdo [125].

Um espectroscopio Raman convencional pode funcionar via métodos dispersivos ou
por interferometria com transformada de Fourrier, similares aqueles utilizados em espec-
troscopia de infravermelho. Nas analises realizadas neste trabalho o equipamento utilizado
foi um micro-Raman ou Raman confocal. Ele difere do arranjo de um espectrdmetro Ra-
man convencional devido a integracdo de um microscopio Optico aos componentes. Isto
permite que se obtenha espectros de regides micrométricas, além de requerer quantidades
ainda menores de amostra [126]. Na figura 55 temos um esquema que representa a confi-

guracdo do equipamento.

amostra filtro fenda de
entrada

notch
) espelho2
{\ objetiva \ | e

U b I {pelhm

laser Espectrometro

Figura 55: Esquema representando os componentes e a configuragdo convencional de um equipa-
mento micro-Raman. Adaptado da referéncia [128]

Equipamentos modernos utilizam lasers como fonte de excitagdo devido a sua esta-
bilidade, disponibilidade de poténcias e capacidade de prover feixes com diametros peque-
nos, importantes na geracao do efeito Raman. Através de um conjunto de lentes e espelhos
(que pode variar de acordo com a montagem), a radiag&o é direcionada para um filtro ho-
logréafico notch. Esse componente € essencial, pois é ele que impede a passagem da radia-
¢ao de comprimento de onda do laser, refletindo-a para a objetiva do microscépio onde ela
é focada na regido da amostra. Para 0 caso de uma configuragdo de retroespalhamento,
apenas os fotons espalhados em aproximadamente 180° sdo utilizados na geracéo do es-
pectro. Esses fotons entdo retornam para o filtro notch, e s6 aqueles com comprimentos de

onda diferentes do laser de excitagcdo sdo transmitidos. Em seguida, 0 uso de um sistema
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confocal, por meio da escolha de uma fenda ou pinhole, permite que seja selecionada ape-
nas a radiacdo espalhada pela regido em que o feixe incidente é focado. As etapas finais
consistem na separacdo dos comprimentos de onda por meio de uma grade de difracdo e a
sua captura com a utilizacdo de uma CCD (Charge Coupled Devices). Por altimo, o sinal

é digitalizado no computador e processado na forma dos espectros [126].

Nas andlises de bioatividade desenvolvidas neste trabalho, o uso da espectroscopia
micro-Raman é fundamental. Além de complementar os resultados obtidos pelo FTIR, ela
permita que a sondagem das mudancas ocorridas na superficie dos vidros seja feita direta-
mente na amostra, apos ela ser retirada do contato com o SBF. O fato de ser ndo destrutiva,
ter uma resolucdo de imagem micrométrica e ndo exigir nenhum tipo de preparo na amos-
tra, auxilia a deteccdo da HCA e reduz o tempo necessario em cada medida, preservando

material para utilizagdo em outras técnicas.

A analise convencional proporcionada pela espectroscopia Raman é feita por meio
da observacéo da evolucédo dos espectros da superficie das amostras submetidas ao teste in
vitro [83]. Conforme os periodos de imersdo das amostras aumentam, a tendéncia é que
bandas que correspondam a HCA comecem a surgir e mudar progressivamente 0s espec-
tros. Com o tempo também espera-se que o material recém-formado adquira cristalinidade.
Como ja foi citado no topico anterior, a cristalinidade reflete a perfeicdo estequiométrica
da apatita e o tamanho do seu cristal, assim como pode ser relacionada a quantidade de
substituicdo de outros ions em sua estrutura. Quanto maiores e/ou mais perfeitos forem os
cristais, e quanto menos substituicdes acontecerem na rede, maior sera a cristalinidade.
Este parametro € normalmente correlacionado ao estreitamento da banda de fosfato vi do

NOVO composto.

Assim, a cristalinidade da camada de HCA que nucleia na superficie dos vidros pode
ser estimada pelo valor da largura a meia altura da banda referente ao fosfato vi, normal-
mente posicionada entre 960 e 965 cm™. Para avalia-la, seguiremos 0 método adotado por
Awonusi e colaboradores [90]. Ele tem inicio na subtracdo de uma linha de base entre 900
e 1000 cm™. Em seguida, devido ao fato da banda correspondente ao fosfato vi ser leve-
mente assimétrica, com uma parte mais elevada para o lado de nimeros de onda menores,
a deconvolucao é feita utilizando duas funcdes voigt [33]. Essa elevagdo muito fraca, entre
945 e 950 cm, pode ser atribuida a uma banda adicional correspondente a uma
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amorfizacdo ou desordem cristalografica encontrada em hidroxiapatitas sintetizadas a altas
temperaturas [90].

A.4 Difracéo de raios-X

A difratometria de raios-X € uma das técnicas mais importantes, e talvez a mais uti-
lizada, para a caracterizacgdo e identificacdo microestrutural de materiais cristalinos, sendo
aplicada em diversos campos de conhecimento como ciéncia de materiais, quimica, fisica,

geociéncias e engenharias em geral [129].

Diferentes dos vidros, tdo citados até aqui, materiais cristalinos sdo constituidos por
arranjos de &tomos organizados periodicamente ao longo de grandes distancias (em torno
de 107 unidades?? repetidas em cada dimensdo). Para sondar estas estruturas, é necessario
a utilizacdo de uma radiacdo que possua comprimento de onda da ordem dos espacamentos
interplanares da rede cristalina, por isso 0 emprego dos raios-X se faz tdo importante
[130,131].

Os raios-X possuem comprimentos de onda que variam entre 0,1 e 10 A. Fontes de
raios-X mais comuns sdo constituidas por um filamento de tungsténio mantido em um tubo
a vacuo. A partir do aquecimento do filamento, elétrons sdo emitidos e acelerados por uma
diferenca de potencial elétrico, de modo a se chocarem com um alvo metalico (cobre,
cromo, ferro entre outros) que normalmente € arrefecido a agua. A desaceleracao provo-
cada pela interacdo dos elétrons incidentes e os &tomos do material do alvo, gera a emisséo
de ondas eletromagnéticas com comprimentos de onda proporcionais a mudanga de energia
cinética do elétron incidente. Essa radiacdo é denominada raios-X Bremsstrahlung (ou fre-
amento), e sua energia depende da energia cinética da particula incidente, variando num
espectro continuo, de zero a um valor maximo. Por outro lado, se os elétrons gerados no
filamento impactam o alvo ejetando elétrons de camadas internas dos a&tomos do material,
0 rearranjo da estrutura eletronica e sucedido pela emissédo de uma radiagdo com energia
referente a diferenca de niveis eletronicos do 4&tomo. Esses sdo chamados raios-X caracte-

risticos, e € a partir deles que se estabelece a difracdo de raios-X [129,130,131].

A técnica de DRX se baseia em explorar o fendmeno de difragdo gerado quando um

feixe de raios-X caracteristico interage com um material cristalino. Para entendermos

22 Essas unidades podem ser atomos individuais, atomos agrupados, moléculas entre outros.
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melhor como funciona este processo podemos observar a figura 56. Nela, por simplifica-
¢ao, substituimos os planos cristalograficos de &tomos dispersores por planos cristalogra-

ficos que funcionam como espelhos ao refletir o feixe incidente de raios-X [129,130,131].

A figura mostra a incidéncia de um feixe de raios-X monocromatico de comprimento
de onda 4 sobre uma rede cristalina com distancia interplanar d. Quando o feixe incidente
se choca com o conjunto de planos em um certo angulo, de modo que as ondas difratadas
fiquem fora de fase, sua posterior interacdo ndo produzira qualquer feixe refor¢ado. Ocorre,
entdo, uma interferéncia destrutiva. Por outro lado, se as ondas refratadas pelos varios pla-
nos se encontrarem em fase, entdo ocorre um reforco do feixe ou uma interferéncia cons-
trutiva [129,130].
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Figura 56: Representacéo da interacdo entre raios-X e os planos cristalograficos de um sélido
cristalino. Adaptado da referéncia [130].

Para que os raios-X difratados produzam uma interferéncia construtiva, a condi¢ao
necessaria € que a diferenca de caminho 6ptico percorrido entre eles seja um mdaltiplo in-
teiro do comprimento de onda da radiacdo incidente. Ou seja, para que haja uma interfe-
réncia construtiva no caso expresso na figura 53, é necessario que a diferenca de caminho
oOptico percorrido POQ seja um multiplo inteiro de A. A equacao que satisfaz esta exigéncia
é resumida na expressdo 18, e é conhecida como Lei de Bragg. Os angulos para os quais a

difracdo ocorre séo chamados angulos de Bragg [129,130].

PO + 00Q = nA = 2dsenf;n=1,2,3 ... (18)

Por meio da interagdo entre os raios-X e a matéria, e da utilizacdo da Lei de Bragg,

podemos descobrir diversos parametros de um soélido cristalino. Os equipamentos
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designados para essa fungéo, os difratdbmetros de raios-X, s&o comumente encontrados no
mercado e possuem arranjo geometrico constituido de um goniémetro horizontal (8-20)
ou vertical (6-26 ou 6-8), acoplado aos acessorios de fonte e recepg¢do dos feixes difrata-
dos. A figura 57 apresenta a geometria 6-20, similar a utilizada nas analises deste trabalho.
Nela, o gonidmetro move-se com velocidade angular (26/passo) sobre o eixo P, perpendi-
cular ao plano da pagina, e rotaciona sobre a amostra (C) com metade desta velocidade
(e/passo). O raio do circulo percorrido é fixo (LP = DP), mantendo os raios incidente e

difratado no plano do circulo focal [132].

L — fonte de raios X
(G - fendas soller
B — fenda divergente

= ~~. C - amostra
\ Ty D — fenda receptora
{ \ Circulo do E — fendas soller
g \goniometro F — fenda de espalhamento
i N T — detector de RX

Figura 57: Esquema representando os componentes e a configuragdo convencional de um difrato-
metro de raios-X com geometria 6-26. Adaptado da referéncia [132].

A partir da fonte (L), os raios-X atravessam a fenda Soller (G), que serve para eli-
minar parte da radiacdo que ndo é paralela ao plano do circulo do difratdmetro, e cruzam a
fenda de divergéncia que restringe o tamanho do feixe (B) antes de atingir a amostra (C).
Os raios difratados convergem para a fenda de recepcao (D), a qual elimina parte do feixe,
permitindo apenas a passagem em determinado angulo. Depois da fenda de recepcéao pode
ser colocado um segundo conjunto de fenda Soller (E), bem como uma fenda de espalha-
mento (F), esta Ultima para filtrar comprimentos de onda indesejaveis antes do feixe chegar
ao detector (T) [132].

Os difratogramas resultantes da aplicacédo da técnica, sdo graficos que expressam a
intensidade do feixe difratado em funcdo do angulo de difragédo. Eles funcionam como im-
pressOes digitais, ja que os planos de difragdo e suas respectivas distancias interplanares,
bem como as densidades de a&tomos ao longo de cada plano cristalino, sdo caracteristicas
especificas e unicas de cada substancia. A identificacdo da amostra pode ser feita com a

ajuda de bancos de dados contendo informacdes cristalograficas de varios materiais, como
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0 ICDD (International Center for Diffraction Data), ICSD (Inorganic Crystal Structure
Database) ou, no caso utilizado neste trabalho, o0 JCPDS (Joint Committe on Powder Di-
fraction Standards) [129,130].

Com o recurso da técnica de DRX, fica facil comprovar que uma substancia com
estrutura cristalina comega a se formar sobre os vidros apds seu processo de imersdo em
SBF. Isso gracas ao surgimento de picos antes ndo vistos devido a estrutura amorfa dos
vidros. Entretanto, como relatado em alguns estudos, devido a HCA nucleada sobre as
amostras ter um carater ainda bastante amorfo, é muito dificil se obter dados que védo além

da localizacdo e distin¢do de alguns de seus planos cristalograficos.

A.5 Microscopia Eletrénica de Varredura

Os microscopios tém como funcéo tornar visivel aquilo que é pequeno demais para
ser acessivel ao olho humano. Os primeiros microscopios desenvolvidos foram os micros-
copios opticos, que utilizam luz visivel para iluminar a amostra e produzir a imagem. O
limite maximo de resolucéo desses aparelhos € estabelecido pelos efeitos de difracdo, atin-
gindo ampliacdes de até 2000 vezes para 0s mais convencionais, mas que pode variar de
acordo com as lentes dpticas utilizadas em cada instrumento [133,134,135]. Para se atingir
escalas ainda menores e com melhor resolucdo, entram em cena equipamentos mais sensi-
veis e com tecnologias muito mais sofisticadas. Para analises microestruturais de objetos
solidos, o microscépio eletronico de varredura (MEV) é um dos instrumentos mais versa-
teis disponiveis [133,134,135].

A microscopia eletrénica tem sido empregada no estudo de diversas areas do conhe-
cimento, bem como na industria e até em analises forenses [136]. Ela é uma 6tima ferra-
menta para caracterizagcdo de materiais, tanto de sua morfologia quanto composic¢éo, assim
como na determinacdo da estrutura atbmica de metais, ceramicas, polimeros e até espéci-
mes bioldgicas. Especificamente, quando aplicada na engenharia de tecidos, ela permite a
visualizacdo de interconexdes de poros em scaffolds, o crescimento de HCA na superficie

de materiais bioativos, a proliferacio endotelial®® e a citocompatibilidade?* de amostras

23 E referente a um tipo de célula achatada de espessura variavel que recobre o interior dos vasos
sanguineos, especialmente os capilares sanguineos, formando assim parte da sua parede.
24 Compatibilidade proporcionada por um meio ou substancia ao desenvolvimento celular.
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submetidas a testes in vivo, bem como a presenca e quantidade de microfissuras em bio-
materiais [34] [133] [134].

Um MEV tipico trabalha em vacuo com poder de resolucdo nanométrica, geralmente
causando efeitos destrutivos para a amostra. Seu principio de funcionamento consiste na
emissdo termidnica de elétrons de um determinado material (normalmente de tungsténio),
acelerados por tensdes de 0,5 a 30 kV através de uma coluna mantida em alto vacuo em
direcdo a um anodo aterrado. Este sistema de eletrodos é chamado de canhdo de elétrons.
Posteriormente, os elétrons que atravessam o orificio do &nodo sofrem a agdo de um con-
junto de condensadoras (lentes eletromagnéticas), responsaveis por concentrar os elétrons
em um feixe extremamente colimado (cerca de 50 A de diametro) e direciona-lo a abertura
da ultima delas, também chamada de objetiva. A objetiva ajusta o foco do feixe de elétrons
antes dele atingir a amostra analisada. Acima da abertura final, numa depresséo dentro da
objetiva, encontram-se um par de bobinas eletromagnéticas. Sao elas que defletem o feixe
nas direcdes X e y e permitem a varredura da amostra [133,134,135,136].A figura 58 apre-

senta um esquema do interior de um MEV.

A possibilidade de captar e medir as diversas radiagdes provenientes das interacdes
elétron-amostra, tornam a microscopia eletronica de varredura extremamente versatil.
Ap0s atingir a superficie do material em anélise, o feixe de elétrons interage com 0s atomos
presentes, produzindo diferentes sinais, tais como elétrons secundarios, elétrons retroespa-
Ihados, elétrons Auger, raio-X caracteristico, radiacdo eletromagnética no infravermelho,
visivel e ultravioleta entre outros [133,134,135,136]. Alguns destes efeitos estdo exempli-

ficados na figura 59.
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Figura 58: Esquema dos componentes internos de um MEV convencional. Adaptado da referéncia
[134].
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elétrons absorvidos

elétrons espalhados

it elétrons transmitidos
elasticamente

Figura 59: llustracdo dos efeitos gerados pela interacdo do feixe de elétrons incidente em uma
amostra du-rante uma analise de MEV. Adaptado da referéncia [136].

A presenca do potencial atbmico e nuclear da amostra faz com que os elétrons que

incidem sobre ela tenham modificagOes em sua velocidade inicial. As interagGes nas quais
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ocorre mudanca na trajetoria do elétron sem que ocorra variagdo na sua energia cinética
sdo ditas interacOes elésticas. Aquelas em que ha transferéncia de energia do elétron inci-
dente para os atomos da amostra sdo chamadas de interacdes inelasticas. Dessas interacoes,
a geracdo de elétrons secundarios e elétrons retroespalhados s@o responsaveis pelos sinais

utilizados na formagdo das imagens vistas no MEV [133,134,135,136].

Provenientes das interacdes inelasticas do feixe de elétrons incidente com a amostra,
os elétrons resultantes com energia inferior a 50 eV sdo chamados, por definicdo, de elé-
trons secundarios. Por serem de baixa energia, eles s6 conseguem escapar se forem gerados
a alguns nandmetros da superficie. Portanto, os elétrons secundarios marcam com precisao
a posicdo do feixe e ddo informacdes topograficas com boa resolucdo. O detector de elé-
trons secundarios mais usado € do tipo Everhart-Thornley. Ele é isolado eletricamente do
resto do microscépio e possui na sua frente uma grade com potencial de +300 eV, utilizada
para atrair os elétrons secundarios e transformar a corrente elétrica produzida por eles em
imagem. O resultado € apresentado com boa profundidade de foco para ampliacGes entre
10 e 100.000 vezes [133,134,135,136].

Outro método valioso na producdo de informacdo topografica e composicional da
amostra € baseado na captacdo dos elétrons retroespalhados. Esses elétrons sdo resultado
de colis0es elasticas e inelasticas entre o feixe incidente e a superficie do material em anéa-
lise, e possuem energias que vao desde 50 ev até a valores iguais aos dos elétrons inciden-
tes. Os elétrons resultantes de colisfes elasticas simples provém de camadas superficiais
da amostra e sdo mais energéticos. Portanto, imagens formadas pela capitacdo destes elé-
trons contém pouca informacéo de profundidade. O sinal originario de elétrons retroespa-
Ihados com menores energias, vindos de interagdes que ocorrem em camadas mais internas
da amostra, sdo oriundos da regido do volume de interagdo com maior didmetro do que o
diametro do feixe primario. Isso faz com que a resolucdo da imagem gerada por eles seja

inferior aquela produzida por elétrons secundéarios [133,134,135,136] .

Um fator determinante na resolucdo da imagem formada por elétrons retroespalhados
é 0 nimero atdmico do elemento que compde a amostra. Elementos com nimeros atbmicos
maiores possuem mais cargas positivas em seu nucleo e, consequentemente, produzirdo
mais elétrons retroespalhados, concedendo imagens com contraste em funcdo de Z. Ao
contrario do detector de elétrons secundarios, o de elétrons retroespalhados frequentemente

possui uma grade com tensdes negativas, com intuito de repelir os elétrons com baixas
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energias e permitir que apenas aqueles mais energéticos realmente atinjam o detector. Na
figura 60 sdo apresentadas duas imagens de nanohastes de Ni/Au. Nela, vemos que o con-
traste da imagem formada por elétrons secundarios dificulta a identificacdo da imagem,
enquanto aquela proveniente de elétrons retroespalhados € muito mais nitida
[133,134,135,136].

_ 3 um EHT =5.00kV Signal A= InLens Date :13 Nov 2004 _ 1um EHT=19.00kV Signal A=QBSD Date :13 Nov 2004
Mag=10.00kX "4 Wp—_7mm PhotoNo.=3884 Time :16:13:36 Mag =10.00kx | —_§ wp_7mm Photo No. = 3889  Time :16:23:31

|

Figura 60: Imagens de Nanohastes de Ni/Au formadas pelo sinal de (a) elétrons secundarios e (b)
elétrons retroespalhados. Adaptado da referéncia [134].

Uma analise composicional da amostra pode ser utilizada de forma complementar,
caso 0 microscopio eletrénico de varredura possua um detector de energia dispersiva de
raios-X (EDS ou EDX). Quando um elétron do feixe incidente interage com elétrons de
camadas mais internas de um atomo da amostra, ele pode causar a ejecdo destes, deixando
uma vacéncia nesta camada. O dtomo fica entdo num estado excitado e, por meio de uma
série de transi¢Oes permitidas dos elétrons de camadas externas, tende a preencher o vazio
da camada incompleta. Quando o produto desta readequacéo € uma transicao radioativa, a
diferenca de energia é expressa como um féton com energia altamente especifica, o raios-
X caracteristico. A partir do sinal gerado neste processo o acessorio de EDS permite que
se faca uma analise semiquantitativa da composi¢éo do material em foco, possibilitando a
identificacdo dos elementos quimicos presentes nela, desde que, estes possuam nimero
atdmico superior a 11 (provavelmente pela baixa energia desses raios-X, acabam sendo

reabsorvidos e ndo conseguem escapar da amostra) [134,137].

A.6 Teste in vitro com solucdo SBF

O objetivo principal dos testes in vitro em vidros que se propde serem bioativos, é

avaliar a capacidade destes materiais desenvolverem uma camada de HCA em sua
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superficie. Uma das primeiras tentativas de simular as condices in vivo, foi feita por Hench
[138]. Ele demonstrou que o Bioglass® era capaz de formar esta camada biologicamente
ativa quando imerso em solucéo de Tris hidroximetil amino metano (TRIS) e acido clori-

drico (HCI), ajustado com pH igual a 7,4.

Anos depois, intrigado com o fato da vitroceramica A-W que havia criado apresentar
bioatividade in vivo, mas ndo fazer o mesmo ap6s imersdo em solucdo TRIS tampéo,
Kokubo decidiu inventar um fluido com propriedades mais proximas as do sangue. Ao
imitar a concentragdo iénica e pH do fluido corpéreo, surgiu, entdo, o SBF. Por meio desta
nova solucdo, Kokubo conseguiu atestar a formacdo da HCA na vitroceramica A-W tam-

bém in vitro [35].

Com o éxito obtido, Kokubo e Hench realizaram testes independentes imergindo o
Bioglass® no SBF, e ambos confirmaram a nucleacio da HCA na superficie do vidro.
Desde entdo, inimeros testes com o fluido foram realizados nos mais diferentes tipos de
amostra, sempre comparando o que se observava in vitro com o obtido quando o material
era implantado em um organismo vivo. A grande maioria dos resultados demonstrou a
concomitante formagéo ou ndo da HCA, tanto quando a amostra era imersa em SBF ou
aplicada in vivo [139,140,141].

Baseado nestes resultados, em 1991 foi proposto que o requisito essencial para que
um material se ligasse com o tecido 6sseo vivo fosse a formacdo de uma apatita similar a
do osso em sua superficie, quando este era implantado in vivo, e que essa formacédo poderia
ser reproduzida em SBF. Isso significa que a bioatividade de um material pode ser prevista
pelo exame da formacdo de HCA em sua superficie quando imerso em SBF [35].

A partir de entdo, diversos grupos de pesquisa tentaram desenvolver fluidos que pu-
dessem aprimorar o SBF original, mas as complicagdes em se evitar a supersaturagdo da
solucdo acabam dificultando inovagdes promissoras. Na tabela 6 € exposto um comparativo

entre a concentracao iénica do SBF criado por Kokubo e a do sangue [35].

Ha trabalhos que colocam em cheque a eficacia da previséo de bioatividade feita com
a utilizacdo do SBF, alegando que testes in vitro com esse sistema geram falsos positivos
e falsos negativos. Entretanto, apesar de afirmarem que o método necessita de aprimora-
mentos, também concordam que Varios cientistas fazem uso do SBF e que este protocolo

de teste de bioatividade continua sendo muito atrativo [142].
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Na confecc¢do do SBF muitos cuidados devem ser tomados, principalmente quanto a
higienizacdo do ambiente e das ferramentas usadas no preparo. Os reagentes devem ser
pesados com precisdo e adicionados na ordem correta ao recipiente que contem agua deio-
nizada, mantendo-se as condicdes de temperatura e pH devidamente ajustadas [35]. A ta-
bela 7 relaciona os reagentes utilizados e suas respectivas massas/volumes para a fabrica-

¢do de 1 litro do fluido.

Tabela 6: Concentracdo i6nica nominal e pH do SBF comparados com o plasma sanguineo.
Adaptada da referéncia [35].

) Concentracgdo idnica (mM)
lon
Plasma sanguineo SBF
Na* 142,0 142,0
K* 5,0 50
Mg* 15 15
Ca* 2,5 2,5
CI 103,0 147,8
HCOs 27,0 4.2
HPO,?- 1,0 1,0
SO42- 0,5 0,5
pH 72-74 7,40

Para o controle da temperatura e movimento do fluido durante o preparo, utiliza-se
um reservatorio térmico com agitador magnético acoplado a um controlador de tempera-
tura, como pode ser visto na figura 61. O procedimento é dividido em trés etapas. Na pri-
meira, 0s reagentes do 1° ao 8° sdo dissolvidos, um a um, dentro da solugdo contida no
recipiente de plastico. Na segunda, utiliza-se o TRIS e o HCI para ajustar o pH da solugéo
em 7,4. Na terceira, por fim, o SBF é filtrado em uma membrana de poros de 0,2 um com
auxilio de uma seringa. Depois de preparado, 0 SBF deve ser conservado em um refrigera-
dor entre 5 e 10°C por até 28 dias [35].
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Tabela 7: Ordem, reagente, quantidade e pureza dos reagentes para preparar 1 | de SBF.Adaptado
da referéncia [35].

Ordem Reagente Massa/Volume Pureza (%)

1 NaCl 8,035 g 99,5
2 NaHCOs 0,355¢ 99,5
3 KCl 0,225 g 99,5
4 K2HPO4. 3H20 0,2314¢ 99,0
5 MgCl. . 6H.0 0311g 98,0
6 1,0M — HCI 39 ml -

7 CaCl; 0,292 ¢ 95,0
8 Na2SO4 0,072 g 99,0
9 ((HOCH2)sCNH,) (Tris) | 6,118 ¢ 99,0
10 1,0M — HCI 0-5ml -

Termometro

@ .

Recipiente de plastico

Barra magnética

Reservatoério com agua

Agitador magnético

Controlador de temperatura

Figura 61: llustracdo que representa o processo de fabricacdo de SBF. Adaptadao da referéncia

[60].
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O processo de imersdo das amostras para o teste de sua bioatividade in vitro também
deve seguir alguns protocolo. Para materiais densos, o conjunto SBF/amostra deve ter as
dimensoes ajustadas para que se obedeca a seguinte relacdo [35,60]:

— Sa
s — E (19)
onde Vs € volume de SBF a ser utilizado (ml) e Sa é a &rea aparente da superficie da amostra
(mm?). No caso de materiais porosos, o volume de SBF deve ser maior que o Vs calculado
na expressdo 19. Assim se deve analisar o grau da porosidade da amostra e aumentar o

volume de SBF para sua imerséo [35].

Por fim, o volume de SBF calculado é inserido em um tubo falcon ou outro recipiente
de plastico. Apos o fluido ser aquecido entre 36,5-37 °C, a amostra pode ser posta em
imersdo, sempre garantindo que ela permaneca totalmente imersa. E recomendado que as
amostras sejam colocadas no SBF como mostra a figura 62-A. A posi¢do expressa na figura
62-B pode favorecer a formacao da apatita apenas em uma regido da amostra, devido pro-

cessos de decantacdo [35].

A B

Figura 62: Exemplos de posicionamento de amostras em imersdo em SBF.(A) Como é suge-rido
0 posicionamento e (B) como deve ser evitado. Adaptada da referéncia [35].
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