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RESUMO

A busca por materiais com propriedades fisicas e com compatibilidade biologica para
a fabricacdo de préteses e implantes segue em constante desenvolvimento. Dentre
eles, os vidros bioativos se apresentam como uma excelente alternativa frente as suas
propriedades fisico-quimicas. Entretanto, o processamento desses vidros bioativos
para fabricacdo de implantes, demandam tratamento térmico que podem influenciar,
ou mesmo modificar suas propriedades. Nesse sentido, o presente trabalho de tese
investigou o efeito do tratamento térmico em diferentes temperaturas (518, 576, 634,
703, 773, 810 e 900 °C) para o vidro bioativo 60B203 - 8CaO - 4P20s - 18Naz0 -
10CaF2. Por meio das analises térmicas, entre temperatura ambiente e 900 °C, foi
possivel identificar as temperaturas caracteristicas do vidro bioativo, bem como,
observar que ndo houve degradacdo da amostra. A partir destas andlises foram
selecionadas as temperaturas para o tratamento térmico nas amostras. A técnica de
difracéo de raios X indicou a formacao de fases cristalinas CaNaBsOg, CaNaszBsO10 €
Cas(POa4)sF para as amostras tratadas entre 634 e 810 °C e das fases CaB:0ag,
Cas(POa4)3F e NaO2 em 900 °C. Pela anélise de espectroscopia Raman, observou-se
no intervalo entre temperatura ambiente a 634 °C, a predominancia de modos
vibracionais de B-O. Entre 634 e 810 °C verificou-se a presenca dos modos
vibracionais relativas aos grupos fosfatos, mostrando também a presenca da
Fluorapatita. Em 900 °C foram identificadas a presenca de anéis compostos de BOz e
BO4, 0 que confirma a presenca da fase borato de calcio. As analises realizadas por
microscopia eletrénica de varredura revelaram que o processo de densificacdo inicia-
se a partir de 634 °C associado ao aparecimento de grdos com morfologias distintas
sugerindo o surgimento de novas fases. Os mapeamentos quimicos e analises de
espectroscopia de energia dispersiva confirmaram a presenca das fases identificadas
pela difracdo de raios X e modos vibracionais pela espectroscopia Raman. O teste in
vitro de citotoxicidade mostrou que as amostras apresentam viabilidade celular acima

de 70%, sendo néo citotdéxicos, mostrando potencial para aplicacdo como biomaterial.

Palavras-chave: Vidro bioativo; cristalizacdo; tratamento térmico; vitroceramicas.
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ABSTRACT

The search for novel materials with enhanced physical properties and biocompatibility
for the fabrication of prostheses and implants is still in constant development. Among
then, bioactive glasses arise as an excellent alternative due to its physical and
chemical properties. However, the processing of such materials, targeting implantable
applications, requires some thermal treatment that possibly affects and/or modify its
physical properties. In this sense, this doctoral thesis explored the effects of thermal
treatment under different temperatures (518, 576, 634, 703, 773, 810 e 900 °C) for the
60B203 - 8CaO - 4P20s - 18Na20 - 10CaF: system. Thermogravimetric analysis
revealed that, until 900 °C, it was possible to observe the thermal characteristic of the
bioactive glass and no signals of sample degradation were observed. X-ray diffraction
suggested the formation of CaNaBsOg, CaNasBsOio and Cas(POa)sF crystalline
phases for the samples treated between 634 and 810 °C and CaB204, Cas(PO4)3F and
NaO: at 900 °C. Raman spectroscopy, performed between room temperature and 634
°C showed the predominance of B-O vibration modes. For temperatures between 634
and 810 °C, it was observed the presence of vibrational modes characteristic of
phosphates and also Fluorapatite. At 900 °C, it was observed BO3s and BO4 composite
rings, confirming the presence of calcium borate phases. Scanning electron
microscopy revealed that the crystallization process started from 634 °C associated
with the formation of grains with several distinct morphologies, suggesting the
formation of new phases. Energy dispersive spectroscopy confirmed the presence of
all phases identified from the XRD patterns as well as vibrational modes. In vitro toxicity
analysis showed that the samples presents cell viability above 70%, which means no

toxicity, attesting the potential for biomedical applications.

Keywords: Bioactive glasses; crystallization; thermal treatment; vitroceramics.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1: Figura ilustrativa dos vitrais da catedral de Sainte-Chapelle, Paris [3]. .........cccovveeiieeeeeeeeeiiiireveaeann... 1
Figura 1.2: Numero de publicagées com o termo “Vidro”, sequndo pesquisa de dados realizada no portal de
periodicos CAPES (A€ZeMBIro, 2020). ..........eeeueeeeeeeeieeeeieeeee e e e e e ettt et e e e e e e e e se s et teaaaaaaeeesssssssssssasaaaaaaaaaaanaas 2

Figura 2.1: Representagdo esquemdtica da faixa de transigdo vitrea e processo de cristaliza¢Go. Adaptado de

Figura 2.2: Representagdo esquemdtica das redes vitreas: (a) rede SiO2; (b) rede modificada pela adicdo de

I\l PYO Yo (o o1 o To o X -3 i 7 USSR 8
Figura 2.3: Representagdes das unidades estruturais formadas por compostos bindrios. Adaptado de [29]. ...... 10
Figura 2.4: Diagrama da composi¢do para ligagcdo biovidro-osso. Adaptado de [30]..........eeeeeeeeeeeeeeccccereeeennn.. 12
Figura 2.5: Comportamento das taxas de nucleagdo e de crescimento do cristal em fungdo da temperatura.

o [ o oo [o X [=3) L 1 U 18
Figura 4.1: Curvas de DSC com taxa de 10 °/min para o processo de aquecimento (a), 3 ¢C/min para o
resfriamento (b) e curva de perda de massa (c), no intervalo de 23 a 850 °C. No detalhe: regido da transi¢io
vitrea observada durante o resfriamento. As siglas Tg, Tx, Tp, Tm1 € Tm2 correspondem as temperaturas de
transigdo vitrea, cristalizagdo endotérmica, cristalizacdo exotérmica, primeira etapa de fusGo e segunda etapa
0E fUSGO, FESPECLIVAMENTE. ......coeeeieieeeee ettt ettt e e e e ettt e e e ettt e e s st e s e enaubneeeeaaseeas 26
Figura 4.2: Difratogramas de raios X do VB-C obtido da referéncia [54] e das amostras VB-518, VB-576, VB-634,
VB-703, VB-773, VB-810 € VB=-900. ........ccorueeeatiasieeeseee ettt ettt ettt ettt e st e nneeeninee s 31
Figura 4.3: Difratograma de Raios-X para a amostra VB-703, com a indexagdo das fases CaNaBsOs (JCDPS #
078-0294), CaNa3BsO10 (JCDPS # 078-0295) e Cas(PO4)3F (JCDPS # 76-0558). ......c..coeceveveeneeriieiesesieeeeieea 32
Figura 4.4: Difratograma de raios X para as amostras VB-634 e VB-810, no intervalo de 28 entre 202 e 32,5%, no
qual foi evidenciado a presenca dos picos (002), (211) e (112) para a Fluorapatita e o pico de maior intensidade
(111) para o P20s5 0bservado para @ QMOSEIA VB-634..........ceeeeeeeeeeeeiiieiiieeeeeeeeeeeesectasataaaa e e e e e ssssissssassaaaaaaaaaans 33
Figura 4.5: Difratograma de raios X para a amostra VB-900, com a indexag¢do das fases CaB>04 (JCPDS # 076-
0747), NaO; (JCPDS #077-0209) e Cas(PO4)sF (JCDPS # 76-0558). Detalhe: andlise semiquantitativa pelo método
RIR. Resultados obtidos utilizando a base de dados de ACESSO IVIe. ...........cceeweeeenieiiieeiiiieiei e 34
Figura 4.6: Difratograma de raios X para a amostra VB-900, no intervalo de 29 entre 32,52 e 342, no qual foi
evidenciado a presenca dos picos (220), (300) e (101) para as fases Borato de Cdlcio, Fluorapatita e Oxido de
SO0, FESPECEIVAMENTE. ......cccoeeeeeeeeeee ettt ettt e et e e ettt e e e st e e e et eaeeaasneaeeaans 35
Figura 4.7: Espectros Raman das amostras VB-C, VB-518 e VB-576. As linhas pontilhadas indicam o centro das
bandas. No detalhe, destaque para banda em 430 CM™. .......ocuooveeeeieeeeeeeeeeeeteeeet ettt 36
Figura 4.8: Espectros Raman geral das amostras em fungdo do tratamento térmico para a regido espectral de

1800 a 200 cm™. Destaque para a regiéo pontilhada de 400 a 800 cm™ das unidades BO3 e BO4[79-81]. ......... 39



Figura 4.9: Comparagdo entre os espectros de espalhamento Raman das amostras VB-C e VB-634 e da
Fluorapatitd (RRUFF : ROAD098-3) [82]......uueeeieeiiieeeiiieeeeisiiiteeeeitteeessitta e sesitttaesssiseassssstaaaesssseeassnsssssasssnssnees 40
Figura 4.10: Comparagdo entre os espectros de espalhamento Raman das amostras VB-634 e VB-703. As setas

vermelhas indicam os picos presentes apenas no espectro da amostra tratada a 634 °C atribuidos ao P>0s [85].

Figura 4.11: Comparagdo do espectro Raman para a amostra VB-900, o espectro para a Fluorapatita (RRUFF:
R040098-3) e a indexagdo dos picos para a fase CaB204 0btidos NA [86].........ccueeeeeeeeeeceiiiiiiiiiaeeeeeeeecccvvveaaann 42
Figura 4.12: Imagens por MEV das superficies das amostras VB-C (a), VB-518 (c), VB-576 (e) e VB-634(g).
Imagens por MEV das fraturas das amostras VB-C (b), VB-518 (d), VB-576 (f) e VB-634 (h). .........ccceevvvveeevnnen. 44
Figura 4.13: Imagens por MEV das superficies das amostras VB-703 (a), VB-773 (c), VB-810 (e) e VB-900 (g).
Imagens por MEV das fraturas das amostras VB-703 (b), VB-773 (d), VB-810 (f) e VB-900 (h)..............ccouuve..... 46
Figura 4.14: (a) Imagem de microscopia eletrénica de varredura da superficie referente a amostra VB-576 e
mapeamento quimico por meio de EDS dos elementos (b) O, (c) Ca, (d) NG € (€) P. .....ccoeecvvveeeescreeieeeciviaaesnnn 48
Figura 4.15: (a) Imagem de microscopia eletrénica de varredura da fratura referente a amostra VB-576 e
mapeamento quimico por meio de EDS dos elementos (b) O, (c) Ca, (d) NG € (€) P.........ovvvvveeveeeeeeeeeeccrrreenannn 49
Figura 4.16: (a) Imagem de microscopia eletrénica de varredura da superficie referente a amostra VB-634 e
mapeamento quimico por meio de EDS dos elementos (b) O, (c) Ca, (d) NG € (€) P. .....ccoeevvveeeeeereeieeecivieaeannn 50
Figura 4.17: (a) Imagem de microscopia eletrénica de varredura da fratura referente a amostra VB-634 e
mapeamento quimico por meio de EDS dos elementos (b) O, (c) Ca, (d) NG € (€) P..........ccvvveeeeeeeeeeeeecrrvvenann. 52
Figura 4.18: (a) Imagem de microscopia eletrénica de varredura da superficie referente a amostra VB-810 e
mapeamento quimico por meio de EDS dos elementos (b) O, (c) Ca, (d) NG € (€) P. .....ccoeevveeeeeeereeaaeeciveeaesnnn, 53
Figura 4.19: (a) Superposi¢cdo das imagens de microscopia eletrénica de varredura da superficie e dos
mapeamentos quimicos referente a amostra VB-810 e espectros de EDS das regibes (b) 1, (c) 2 e (d) 3............. 55
Figura 4.20: (a) Imagem de microscopia eletrénica de varredura da fratura referente a amostra VB-810 e
mapeamento quimico por meio de EDS dos elementos (b) O, (c) Ca, (d) NG € (€) P. .....cccocvvveeeeecreeiaeeciveeaesennen, 56
Figura 4.21: (a) Superposi¢cdo das imagens de microscopia eletrénica de varredura da fratura e dos
mapeamentos quimicos referente a amostra VB-810 e (b) espectro de EDS da regiGo 1. ..............ccccceevuuvvevennn... 57
Figura 4.22: (a) Imagem de microscopia eletrénica de varredura da superficie referente a amostra VB-900 e
mapeamento quimico por meio de EDS dos elementos (b) O, (c) Ca, (d) NG € (€) P. .....ccooecevveeeescreeiaeecreeeaesennn, 58
Figura 4.23: (a) Imagem de microscopia eletrénica de varredura da fratura referente a amostra VB-900 e
mapeamento quimico por meio de EDS dos elementos (b) O, (c) Ca, (d) NG € (€) P.........cvvvveeveeeeeeeeecrrveennnn. 60
Figura 4.24: Viabilidade celular de osteoblastos apds 24 h de incubagdo do biovidro 4555 e das amostras VB-C,
VB-518, VB-576, VB-634, VB-703, VB-773, VB-810 € VB-900. .........cccoveveeeseeriieiiesieesieeeieeieesieesieeste et 63

Xl


file:///C:/Users/adria/Desktop/Tese%20de%20Doutorado%20-%20Adriane%20do%20Nascimento.docx%23_Toc90244929
file:///C:/Users/adria/Desktop/Tese%20de%20Doutorado%20-%20Adriane%20do%20Nascimento.docx%23_Toc90244929

LISTA DE TABELAS

Tabela 3.1: Composigdo dos reagentes em porcentagem em massa (% wt) e porcentagem em (% mol). ........... 20
Tabela 3.2: Pardmetros utilizados nNo tratamento tEIrMICO. ...........cccueeeeeecuiieeeniiieeeeeciiee e essteeeesitae e s ssieea e 21
Tabela 3.3: Nomenclatura das amostras de acordo com a temperatura de tratamento térmico. ....................... 22

Tabela 4.1: Valores das razées tedricas e experimentais para as fases CaNaBs0s, CaNazBs010e Cas(PO4)3F para

Tabela 4.2: Valores da MIC (Concentracgdo inibitéria minima em ug/mlL) e da MBC (Concentragdo bactericida

minima em ug/mL) para ensaio antibacteriano in vitro com os microrganismos S. aureus (ATCC 25923) e E. coli

N (oo LT 3 N OO 62

XIl



SUMARIO

N =70 ] 1607\ 0 TS 1
2 FUNDAMENTACAO TEORICA ...ttt 5
2. VO 0SS  eeee e 5
2.1.1  DefiNiGAO A€ VIAIOS ....cceveiiiiiiiiiiieie ettt 5
N A I - 1 1S (o= To V11 (= SR 6
2.1.3 EStrULUra dOS VIOIOS ..o 7
2.1.4  Vidros com Dase de DOTAL0 .. c.ce e 9
2.1.5  VIdroS BiOAtIVOS ... oo e 11
2.1.6 Vidros Bioativos com base de borato...........oeveeeeee i 12

2.2  Processamento térmico de vidros bioativos ........ccoveevieiii e, 15
2.2.1 Processos de CristaliZaGao ...........cccoviiiimiiimiiiiii e 15

3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS ..o 20
3.1 Fabricagdo do Vidro BiOALIVO ..........uuuiiiiiiieeiiiiiiiiiiiiiii e 20
3.2 PreparaGao das AMOSIIAS.........uuuuuuuuuiiaiieeeeeeeeeeeeiiiiiiia s e e e e e e e e e eeeereennnaan 20

3.3 Anadlises térmicas: Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e

TermograviMetria (TG) .ovvuuu e e e e e e e e e e e e e e aaa s 22
3.4 Difratometria de raioS X (DRX) .....uuuuuiaaiiieeeeiiiiiiiiiiiiiiiess e 22
3.5 ESPectroscopia RAMAN .........cooiiiiiiiiiiiei e 23
3.6  Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)............ccooeieiiiiiiiii e 23
3.7 ENsaio BiolOQIiCOS IN VILIO ......cvuiiieeiiiiiee et e e 23
3. 7.1 ANtIDACIEIIANOS .....cuii e 23
3.7.2 Ensaio de CIOtOXICIAAAE ..........couuuiiiiiiiiiiiie e 24

4  RESULTADOS E DISCUSSAO ......ccoiiteeieeeeie et e ee et san e, 25
4.1 Caracterizagao do Vidro bBioativo ...........cceeeiiiiiiiiiiiii e 25

4.1.1 Caracterizacdo Térmica — Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e

TermograviMetria (TG) .ouuu. i e e e e e e eaaa s 25
4.1.2 Caracterizacao Estrutural - Difratometria de raios X (DRX) .................. 30
4.1.3 Caracterizagéo Vibracional - Espectroscopia Raman ..............cccceeeene... 36
4.1.4 Andlise Morfolégica - Microscopia eletrénica de varredura (MEV) ........ 43



4.1.5 Andlises quimicas — Mapeamentos por Energia dispersiva de Raios-X 47

N 1S F V(o 1SN TV 11 o T 62
4.2.1 AvaliaGao antibacteriana............ccooeeveeiiiiiiieiiiie e 62
VN Y A\VF- [ - Tot= To led | (0] (o ) {[o- RO ST 63
CONCLUSAO ...ttt ettt 65
o S ] o =l O I A N SR 66
=] (= (=T od = PP 67

XV



1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de materiais vitreos esta intimamente ligado com a historia da
humanidade. Muito tempo antes da habilidade humana de manufaturar esse tipo de
material, os vidros naturais resultantes do rapido resfriamento de lavas vulcanicas
eram utilizados para a fabricacdo de ferramentas pontiagudas [1]. No Egito antigo
onde foi descoberto que ao submeter uma mistura de areia, sal marinho juntamente
com particulas de ossos de animais a altas temperaturas era formado o que hoje
conhecemos como vidros soda-cal-silica, amplamente utilizados em janelas [2]. No
periodo da idade média, a tecnologia da fabricacdo de vidros ja era relativamente
avancada. Nesse periodo as pessoas comecaram a explorar os aspectos estéticos
dos vidros como podem ser vistos nos vitrais das catedrais construidas durante a
época. A Figura 1.1 mostra os vitrais da catedral Sainte-Chapelle em Paris, que
exemplifica esse periodo no qual a histéria dos vidros se funde com a histéria da arte

e da humanidade.

Figura 1.1: Figura ilustrativa dos vitrais da catedral de Sainte-Chapelle, Paris [3].

Os avangos na industria dos vidros foram estimulados pelo profundo
entendimento das propriedades fisicas e quimicas destes materiais e as invencdes de
novas técnicas de producdo e manufatura [4]. O avanco na tecnologia e controle da
fabricacdo de vidros so foi possivel devido ao aumento dos recursos investidos em
pesquisa e inovacdo de produtos que pode ser observada no crescente numero de

publicacdes cientificas.



Uma pesquisa de dados realizada usando ferramenta de busca no portal de
periddicos da CAPES (dezembro de 2020), mostra que o niumero de publicacbes com
o termo “Vidro” vem crescendo ano a ano como indicado no grafico (Figura 1.2). A
partir de 1969, algumas composi¢des de vidros, que ficaram conhecidos como vidros
bioativos, comecaram a ser estudas para fins biomédicos como, por exemplo, para a
fabricacdo de proteses e implantes. Os principais requisitos para que um vidro seja
utilizado para esses fins, € de que o material seja biocompativel e bioativo, ou seja, €
importante que esse material favoreca a resposta celular em uma situacéo especifica,

além de nao apresentar rejeigdo pelo corpo [5].
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Figura 1.2: Namero de publicagées com o termo “Vidro”, segundo pesquisa de dados realizada no portal
de periédicos CAPES (dezembro, 2020).

Apesar dos esforgcos realizados com pesquisa e desenvolvimento de vidros
bioativos (Veja a insercéo na Figura 1.2), ha poucos disponiveis comercialmente para
fins clinicos e a pesquisa para a melhoria de suas propriedades ainda se faz
necessaria.

E importante citar que, na grande maioria, 0s vidros usados como implantes e
proteses possuem sua composi¢cado baseada em silicio, como no caso do Bioglass®

45S5, mais conhecido por ter sido o primeiro vidro bioativo sintetizado.



Por outro lado, ha evidéncias de que os vidro boratos bioativos podem
apresentar reacdes de trocas de ions significativamente mais rapidas se comparados
aos silicatos, que resultardo na formacéo do crescimento da camada de apatita no
material e que pode ser uma vantagem a depender do tipo de implante. Como
exemplo, podemos citar o trabalho publicado por Jung et al. [6] no qual foi mostrado
gue a cinética de reacao para vidros borato pode ser de até cinco vezes mais rapida
gue nos vidros silicato.

Uma discussdo mais aprofundada a respeito da histéria e propriedades dos
vidros bioativos existentes atualmente serd realizada no capitulo 2 (Revisao

bibliogréfica).

1.2 — Motivacéo

E bastante reconhecido o fato de que os vidros boratos apresentam forte
tendéncia de cristalizacdo durante o processo de tratamento térmico, muitas vezes
necessario para a consolidacdo de préteses em 3 dimensdes [7]. Em muitas
composicdes a cristalizagao total ou parcial, como resultado de tratamentos térmicos
a altas temperaturas, podem afetar a bioatividade de vidros bioativos como no caso
do biovidro 45S5 [8]. Entretanto, deve-se analisar cuidadosamente a composi¢cao e a
fase formada na cristalizacdo. De acordo com [9-11], vidros com alto teor de fosfato
apresentam a tendéncia a se cristalizarem em fases ricas em fosfato que podem incluir
apatita, e/ou vitroceramicas que contém apatita como principal fase cristalina. Nesses
casos, a bioatividade pode ser ainda maior que do que algumas composi¢cOes de
vidros puramente amorfos. Portanto, € importante salientar que o processo de
cristalizacdo nem sempre prejudicara a bioatividade do material. Além disso, um
estudo aprofundado dos efeitos da temperatura em vidros bioativos é fundamental
para aprimorar a fabricagdo de compdsitos, como por exemplo vidro bioativo +
hidroxiapatita (HAp), uma vez que a sintese deste tipo de material requer tratamento
térmico em altas temperaturas [12]. Sendo assim, um estudo que contemple a
dindmica de cristalizacdo e a correta identificacdo das fases cristalinas formadas

durante o processo se faz necessario.



1.3 - Objetivos

A presente tese tem como objetivo geral estudar a dinamica de cristalizac&o
resultante do tratamento térmico realizado em vidro bioativo (VB) de composi¢céo
60B203 - 8CaO - 4P20s - 18Naz0 - 10CaF2 por meio de técnicas de analises térmicas
(DSC-TG), analises estruturais (Espectroscopia Raman, Difratometria de raios X
(DRX)), microestruturais (Microscopia eletronica de varredura) e analises quimicas
(Espectroscopia por energia dispersiva de raios X (EDS)), além de avaliar a acdo
antibacteriana e citotoxica em funcdo do tratamento térmico, por meio de testes in
vitro.

De maneira especifica, podemos pontuar os objetivos desta tese como segue:

e Realizar a analise térmica do p6 do vidro bioativo do sistema 60B203 —
8Ca0 - 4P20s- 18Na20 - 10CaF;

e Producdo de pastilhas a partir do p6 do vidro bioativo por meio de
compactagao;

e Tratamento térmico em diferentes temperaturas definidas pelo estudo das
analises térmicas;

e Estudar as propriedades estruturais e vibracionais;

e Estudar a evolugéo da microestrutura das amostras tratadas termicamente;

e Estudar a dindamica do surgimento e da evolucdo de fases cristalinas
proveniente do tratamento térmico;

e Avaliar a agdo antibacteriana e citotoxica do vidro bioativo em funcdo do

tratamento térmico, por meio de testes bioldgicos in vitro.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Vidros

2.1.1 Definicao de vidros

Do conhecimento popular, o termo vidro é designado a uma substancia
transparente que possui alta dureza, rigidez e propriedades briteis, sendo essas
caracteristicas, também presentes em solidos cristalinos. Por outro lado, os vidros
também possuem propriedades que estéo relacionadas ao estado liquido sendo, por
vezes classificado como um liquido com alta viscosidade [13].

Devido a complexidade estrutural dos vidros, uma definicdo precisa que
contemple todas as propriedades desse tipo de material é, por vezes, também
complexa e inumeras definicdes tém sido sugeridas ao longo dos anos. Uma definicdo
amplamente aceita diz “vidros séo substancias inorganicas produzidas como resultado
da fusdo na qual é resfriada a um estado rigido sem passar pelo processo de
cristalizacado” [14]. Embora essa definicdo deixe de fora os vidros organicos e
moleculares, produzidos atualmente, ela ainda contempla boa parte das propriedades
encontradas na maioria dos vidros. Com os avancos nos estudos de vidros utilizando
difracdes de raios X, foi mostrado que os vidros ndo possuem um arranjo periodico de
longo alcance e que todos os tipos de vidros exibem um comportamento de transicéo
vitrea que depende do tempo. Nesse sentido, Varshneya e Mauro [15] propuseram
uma defini¢cao cientifica de vidros como “um sélido que possui estrutura nédo cristalina,
que se converte continuamente em liquido quando submetido ao aquecimento.” Em
outra definicdo, ainda mais ampla, foi sugerida por Zarzycki [16], que diz: “Um vidro é
um solido ndo cristalino que exibe o fendmeno de transicdo vitrea”. Essa é
considerada uma boa definicdo, pois além de contemplar os vidros
organicos/moleculares e inorganicos, também diferencia os solidos néo-cristalinos em
vidros e em outros materiais amorfos.

A seguir, sera discutido o conceito de transicao vitrea, fundamental para a

compreensao da definicdo proposta por Zarzycki.



2.1.2 Transicgao vitrea

Grande parte dos vidros séo formados pela solidificacdo a partir de um estagio
de fusdo. O resfriamento ocorre de maneira tao rapida que impossibilita o processo
de cristalizacdo. Com a diminuicdo da temperatura, a viscosidade continua a
aumentar, resultando em um “congelamento” progressivo do liquido até a sua
solidificacdo final. A estrutura de um vidro pode ser facilmente desvencilhada de um
liquido, a partir do momento em que sua estrutura se torna independente da
temperatura. A relacdo entre cristais, liquidos e vidros pode ser explicada a partir da
relacdo entre o volume especifico com a temperatura, como exemplificado na Figura
2.1.

Faixa de transicao

vitrea
/ Liquido estavel
| | == | S
® | | Liquido super |
E| Vidoem | l resfriado | Processo
% resfr ianien'.c:l | | de
> rapido el | . . -
"Rl S : cristalizacao
—t l
Vidro em | |
resfiamento | -
o | l |
L] | -
Tq T¢ Temperatura

Temperatura de transicao vitrea

Figura 2.1: Representagado esquematica da faixa de transicéo vitrea e processo de cristalizacao.
Adaptado de [17].

No processo de resfriamento a partir de altas temperaturas, no ponto de
solidificacdo (ou “congelamento”), podem ocorrem dois fenébmenos. H4 uma mudanca
descontinua no volume no ponto de fusdo caso o liquido se cristalize, ou 0 processo
de cristalizacao € evitado e o liquido passa por um estado de super-resfriamento. No
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ultimo caso, o volume do liquido diminui continuamente até que haja uma diminuicdo
no coeficiente de expansdo em uma regido denominada de regido de transformacéao
vitrea. Para temperaturas abaixo desse regime, a estrutura do vidro ndo relaxa e o
coeficiente de expansao €, geralmente, o mesmo que aquele encontrado nos sélidos
cristalinos. O ponto de interseccédo entre a curva do estado vitreo e a curva do liquido
super-resfriado € chamado de transicdo vitrea (Tg) [18]. A Tg pode variar com a taxa
de resfriamento e, sendo assim, & mais conveniente chamar essa faixa de temperatura
de regiao de transformacao em vez de um ponto fixo. Tanto a temperatura de transicéao

vitrea quanto o volume especifico aumentam com o aumento da taxa de resfriamento.

2.1.3 Estrutura dos vidros

Diversos modelos estruturais tém sido propostos ao longo dos anos, dentre os
guais podemos citar o modelo de cristalito e 0 modelo de rede aleatoria, entre outros.
No escopo dessa tese, discutiremos apenas 0 modelo de rede aleatoéria devido ao fato

deste ser um modelo amplamente aceito.

2.1.3.1 Modelo de rede aleatdria

Nesse modelo, os vidros séo vistos como uma rede tridimensional, sem simetria
e sem qualquer periodicidade, na qual nenhuma unidade estrutural se repete em um
intervalo regular. No caso dos vidros 6xidos, essas redes sdo compostas por poliedros
de oxigénio. Assumindo que um vidro deve possuir energia similar a seu cristal
correspondente, Zachariasen [19] prop0e quatro regras para a formagéo de um vidro

oxido:

1. Um &tomo de oxigénio deve se ligar a, no maximo, dois atomos que formam o
vidro.

2. O numero de coordenacdo dos atomos formadores do vidro deve ser, no
maximo, quatro.

3. Os poliedros de oxigénio compartilham somente os vértices e nunca as faces

Ou arestas.



4. Pararedes em 3 dimensdes, pelo menos trés vértices de cada poliedro podem

ser compartilhados.

A forca de ligacao responséavel para a formagéao da estrutura de rede, como por
exemplo na silica cristalina (SiO2), também s&o responsaveis pela formacao de
redes similares em vidros (Figura 2.2a) e por isso sdao considerados como um
formador de rede. Os chamados silicatos alcalinos, podem facilmente formar
vidros, e quando uma estrutura alcalina, como o Naz0O, € adicionada ao formador
de rede (SiO2 vitreo), os ions de sodio se tornam parte dessa estrutura e ocupam
posicdes aleatorias distribuidas na rede com o propdésito de neutralizar as cargas
(Figura 2.2b).
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Figura 2.2: Representacdo esquematica das redes vitreas: (a) rede SiO2; (b) rede modificada pela adi¢ao
de Na2O. Adaptado de [17].

Como o maior proposito desses Oxidos alcalinos € prover ions de oxigénio
adicionais que modificam a rede, esses sdo chamados de modificadores de rede. Com
0 aumento da concentracdo desses modificadores, a taxa oxigénio/silicio também
cresce ocasionando a quebra da rede tridimensional com a formacdo de oxigénios
com apenas uma ligacdo que néo participa da rede, reduzindo assim o tamanho da
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cadeia. O principal efeito desses modificadores é a reducéo da temperatura de fuséo
e da temperatura de trabalho por meio da diminui¢cdo da viscosidade. Um excesso de
modificadores pode tornar a fusdo simples e mével, fazendo com que o processo de
cristalizacdo ocorra preferencialmente durante a formacdo do vidro. Além disso,
cations de maior valéncia e baixo nimero de coordenacao que os alcalinos e os metais
alcalinos terrosos podem atuar tanto como formadores de rede quanto como

modificadores e sdo denominados de intermediarios [17].

2.1.4 Vidros com base de borato

Embora os vidros com base em silica (silicatos) compreendam uma ampla gama
de aplicacdes, os vidros com base em borato vém sendo cada vez mais estudados
devido as suas propriedades peculiares, principalmente a relacdo entre as
propriedades térmicas e sua relacdo com a mudanca dos atomos de oxigénio
proximos ao Boro. Enquanto os vidros silicatos apresentam alta temperatura de
transicdo vitrea (Tg~1100 °C) e temperatura de fusdo, Tm (Tm~1728 °C), os vidros
boratos mostram temperaturas significantemente inferiores (T¢q~260 °C e Tm~450 °C)
[17,20].

Do ponto de vista tecnologico, os vidros boratos apresentam uma vasta gama
de aplica¢fes industriais como: selagem em dispositivos eletronico [21,22], aplicacdes
Oticas e optoeletrbnicas [23,24], além das aplicacdes biomédicas [25,26].

As propriedades estruturais dos vidros boratos vém sendo estudadas desde a
década de 70. A seguir faremos uma breve revisédo historica sobre os estudos da
estrutura desse material.

Mozzi e Warren [27], utilizando as técnicas de difragédo de raios X e o método de
excitacao de fluorescéncia, propuseram que o vidro de éxido de boro é composto de
anéis boroxol, nos quais todos os ions de boro estdo coordenados triangularmente.
Além disso, 0s mesmos autores concluiram que além das ligacdes entre 0s grupos
boroxol, ha também um pequeno nimero de unidades BOs ligadas aleatoriamente aos
grupos boroxol e se encontravam fora desses anéis. Posteriormente, Krogh-Moe [28],
concluiram que a adi¢cdo de Na20 nos vidros borato levava a uma transformagéo das
unidades trigonais BOs3 para tetraedros BO4. Para comprovar a proposta de Mozzi e
Warren, Krogh-Moe [28] estudaram o composto binario Na20-B20s3, para
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concentracdes até 20 mol%, no qual predominaram os grupos boroxol e tetraborato.
Para concentracdes entre 20 mol% e 30 mol%, predominaram 0s grupos tetraborato
e diborato. Apds os estudos do composto binario Na20-B203, outros compostos
alcalinos como K20, Cs20 e Li2O foram adicionados com o proposito de se
compreender melhor a estrutura dos vidros boratos. Nesses estudos, foram
descobertas novas unidades estruturais como os grupos (tri-, tetra-, e pentaborato).
As representacdes estruturais desses grupos boratos estdo apresentados na Figura

2.3 e serdo Uteis nas analises e discussdes das espectroscopias Raman.

>—‘—€’iroborato ® Oxigénio
e Boro

Ortoborato
Metaborato Boroxol f

Tetraborato
j Pentaborato : Triborato :

Figura 2.3: Representacdes das unidades estruturais formadas por compostos binarios.
Adaptado de [29].

Di-pentaborato

E importante ressaltar que os modelos estruturais propostos por Krogh-Moe s&o
amplamente aceitos, visto que explicam os espectros Raman de maneira bastante

eficaz.
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2.1.5 Vidros Bioativos

O primeiro vidro bioativo, registrado com o nome de Biovidro 45S5 ®, foi
sintetizado na década de 60 por Larry Hench [26,30]. Esse material foi desenvolvido
com o objetivo de preencher falhas 6sseas sem que houvesse rejeicdo do corpo
humano. Composto basicamente por fésforo, célcio e sédio (Na20-CaO-P205.Si0z2), 0
biovidro 45S5 possui excelente biocompatibilidade e a capacidade de realizar ligacdes
com os 0ssos [30,31]. Ao ser implantado, o biovidro induz um processo conhecido
como osteoindugcdo. Nesse processo, as células progenitoras se diferenciam em
células Osseas (osteoblastos) e ao se ligarem aos 0ssos, o biovidro induz o
crescimento de novos 0ssos. De maneira geral, essa ligacdo é dada por meio da
formacdo de uma camada do fosfato de cdlcio, um composto inorganico com
composicdo semelhante as dos 0ssos conhecido também como hidroxicarbonato de
apatita (HCA). Por meio de um processo celular, o coldgeno encontrado nos 0ssos
interage com a camada de HCA para criar uma forte ligacdo [32].

O diagrama de fase proposto por Hench (Figura 2.4), relaciona a composicao
do material com a capacidade de ligacéo entre o biovidro e 0 0sso [30]. Nesse sistema
pode-se dividir as possiveis formacdes (dependendo da concentracdo dos
precursores) em 6 regides. Na regido cinza, ndo ocorre a formacéo do vidro. Ja no
topo da piramide (regiao azul) o vidro formado n&o € bioativo e sua reacdo com 0 0SSO
€ extremamente lenta. Na regido amarela, também nao ocorre a ligagdo com 0 0sso,
porém, ao contrario da regido azul, a reatividade é muito alta. Por esses motivos, as
composi¢cdes contempladas por essas regibes (azul e amarela) podem ser boas
candidatas como suporte temporario para regeneracao 0ssea (regiao azul) ou para
aplicacdo como carregadores de farmacos (regido amarela). As regides de maior
interesse sao as regides verde, rosa e laranja. Na regido verde, ocorre apenas a
ligagcdo com o 0sso, enquanto na regido rosa ocorrem ligagcdes tanto em 0ssos quanto
em tecidos moles. A menor regido do diagrama (laranja), contempla composicédo do
biovidro comercial 45S5, proposto por Hench, que é até hoje um dos vidros mais

bioativos disponiveis.
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Figura 2.4: Diagrama da composic¢ao para ligacdo biovidro-osso. Adaptado de [30].

Apesar do biovidro 45S5 ser amplamente utilizado, muitos esfor¢cos estéo
sendo feitos para melhorar a atividade biologica de vidros bioativos. Nesse sentido,
diversas estratégias tém apresentado resultados interessantes, das quais podemos
citar a fabricacdo de compdsitos [33], incorporacdo de ions metalicos [34]. Dentre
essas estratégias, a substituicdo do SiO2 por B20s tem surgido como uma opcao e
viavel para diversas aplicacdes nas quais os vidros silicatos ndo apresentam bons
resultados [35].

A segquir, faremos uma revisdo da literatura cientifica a respeito dos vidros

bioativos borato com foco na atividade bioativa para aplicacdes biomédicas.

2.1.6 Vidros Bioativos com base de borato

Assim como outros vidros bioativos sem silicato, os vidros com base de borato
apresentam a tendéncia de baixa durabilidade quimica, o que aumenta a taxa de

degradacdo, limitando diversas aplicacbes industriais [36,37]. Entretanto,
12



considerando potenciais aplicagdes dos vidros boratos na engenharia de tecidos,
esses vidros tém demonstrado boa compatibilidade celular em testes in vitro e in vivo,
apresentando osteogénese e exibindo uma rapida conversdo em HCA [38].

Day et al. foi o primeiro autor a publicar uma revisdo sistematica abordando a
customizacgdo de vidros borato para aplicagdes biomédicas [25]. A partir de entdo, 0s
vidros borato tém atraido a atencdo da comunidade cientifica para o uso de vidros
bioativos como potenciais aplicacfes. A maior parte das composi¢cdes sao baseadas
em vidros silicatos como o biovidro 45S5 nos quais o silicio € substituido total ou
parcialmente por borato. Um dos primeiros vidros borato bioativos fabricados pela
técnica de fusdo seguida de resfriamento (melt-quenching) foi baseado na
composicado original do 45S5, nos quais o borato substitui totalmente, 1/3 ou 1/2 a
massa molar de silicio. Neste trabalho, os vidros foram moidos e separados em trés
grupos, de acordo com os tamanhos de particulas e, entdo, imersos em uma solucéo
de K2HPO4 (uma solucéo alternativa ao SBF') a 37 °C. Foi constatado que guanto
maior a concentracdo de borato na composicao do vidro bioativo, maior € a taxa de
conversdo em HAp enquanto ao mesmo tempo ocorre uma reducéo do pH da solucao
de fosfato. Os vidros bioativos nos quais o silicio foi totalmente substituido por boro
com tamanho de particula na faixa de 150-300 um foram convertidos completamente
em HAp apos 4 dias, enquanto os vidros parcialmente substituidos ndo apresentaram
uma conversao completa mesmo apos 70 dias em imerséo [37]. Os vidros 45S5
substituidos por borato também foram investigados por Ning e colaboradores [39]. As
microesferas produzidas neste trabalho foram imersas também em solucdo de
K2HPO4 e a viabilidade celular também foi testada usando o método MTT2. Uma rapida
conversao em HAp (~10 dias) juntamente com resultados positivos dos testes de MTT
confirmaram o potencial dos vidros 45S5 substituidos por borato para aplicacbes em
engenharia de tecidos 6sseos [39]. Fu et al. fabricaram scaffolds utilizando os vidros
45S5 substituidos por borato para simular uma estrutura parecida com a estrutura de
0ssos trabeculares [40]. Os scaffolds formaram uma camada de HAp apoés 7 dias em

solucao de K2HPOa. Os testes de viabilidade celular também sugeriram que esse tipo

1 SBF: Simulated Body Fluid. Se baseia em uma solugdo com concentracgao idnica proxima a do plasma
sanguineo humano, mantida em condi¢Ges de pH e temperatura idénticos.

2 MTT: MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio). Teste usado para medir a
proliferacéo celular e a citotoxicidade. Se baseia na redu¢éo do MTT, um sal amarelo sollvel em agua,
pelo efeito da atividade metabdlica celular.
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de vidro bioativo se apresenta como uma composi¢ao promissora para aplicagdes em
engenharia de tecidos 0sseos.

Os compostos vitreos ternarios, do sistema Na20-Ca0O-B203, também foram
estudados visando esse mesmo tipo de aplicacdo. Particulas na faixa de 212-355 um
foram compactadas em discos e imersas em solugcéo de K2HPO4 de 1 e 7 dias nos
guais uma conversao parcial (para 1 dia) quase total (para 7 dias) em fosfato de calcio
foi observada. Ainda nesse sistema, Liang et al. estudaram outra compaosicao ternaria
de vidros borato (ndo especificada), na qual as particulas e microesferas de diferentes
tamanhos foram compactadas e sinterizadas em diferentes temperaturas para formar
estruturas tridimensionais com porosidade de aproximadamente 25-40% [41]. Uma
total conversédo do vidro em HAp foi constatada apos 6 dias de imersdo em K2HPOa.
A conversao de vidros borato em HAp também foi investigada por Han e Day, em que,
particulas de morfologia variada e também microesferas baseadas no sistema (1 ou
2) Ca0-(2) Na20O-(6) B2Os foram investigadas. Nesses testes foi constatado que para
ambas as composicoes, a taxa de conversdo em HAp pode ser controlada por uma
variedade de fatores que incluem a temperatura, concentragcdo de Ca no vidro e
concentracdo de P na solugcdo [42]. Além disso, Furlan et al. [43], verificaram o
crescimento de grandes quantidades de hidroxiapatita apds imersdo em SBF.

Os vidros borato também indicaram resultados positivos com testes in vivo.
Usando o vidro da composicédo 12-93B3, Bi et al. fabricaram scaffolds trabeculares,
orientados e fibrosos [44]. Esses scaffolds foram implantados em calvarias de ratos e
os resultados foram examinados apds 12 semanas. De acordo com analises
histomorfométricas e de microscopia eletrénica de varredura esses implantes foram
capazes de aumentar em 33, 23 e 15 % a formacao de novos 0Ss0s, respectivamente.
Também foi observado que todos os scaffolds implantados apresentaram total
converséo em HCA.

Nesse sentido, considerando aplicagdes comerciais, 0s vidros bioativos com
base de borato se apresentam como excelentes candidatos a possiveis aplicacées no
gue se refere a reconstituicdo de ossos e tecidos moles, além da possibilidade de

aplicagOes na cicatrizacao de feridas.
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2.2 Processamento térmico de vidros bioativos

2.2.1 Processos de cristalizagao

Como ja citado, qualquer vidro livre de defeitos é amorfo, ou seja, nao
apresentam ordenamento de longo alcance como nos solidos cristalinos [45].
Entretanto, todos os materiais vitreos passam por um processo de cristalizacao entre
as temperaturas de transicéo vitrea (Tg) e de fusdo (Tm). O processo de cristalizacdo
em vidros acontece em duas etapas conhecidas como nucleacdo e crescimento de
cristal, por meio da forca oriunda da diferenca na energia livre entre o cristal e o vidro
AGy, que cresce com 0 aumento da faixa do diagrama em que ocorre o liquido super-
resfriado. Quando ha a formag&o de um sélido em um liquido, uma interface é criada.
A energia livre superficial é associada com essa interface. A medida que o sélido
cresce, a energia livre total aumenta. Com esse decréscimo de temperatura, ha uma
competicao entre dois efeitos: o aumento da diferenga de energia livre entre o soélido
e o liquido favorece a cristalizacdo enquanto 0 aumento da viscosidade reduz a
tendéncia de cristalizag&o [46].

A nucleacdo é um processo tridimensional que envolve a formacdo de um
arranjo atdbmico de longo alcance, enquanto o crescimento de cristais € bidimensional,
ocorrendo na superficie de cristais ja existentes.

Em geral, a nucleacédo é descrita em termos do balanco da energia livre entre
a criacdo de novos cristais e novas superficies associadas ao cristal. A formacéo de
um pequeno nucleo menor que um determinado tamanho critico causa um aumento
inicial da energia livre como resultado da necessidade de criagdo de superficies e,
consequentemente, ndo é termodinamicamente favoravel. Conforme os ndcleos vao
ficando maiores, a energia livre atinge um valor maximo e se torna negativa, deixando
0 nucleo estavel. Tanto a taxa de nucleacdo (lo) quanto a taxa de crescimento
cristalino (U) dependem da viscosidade (n), bem como de AG..

A taxa de nucleacdo pode ser descrita matematicamente pela equacéo (1), a

seqguir [47]
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k 3 1
o={en(-773) "

na qual, k1 é uma constante (em geral da ordem de 103° dyne cm), g € um fator

. N . - 161 - - Z
relacionado a geometria do nucleo (g =~ para ndcleos esféricos), e T, é a

temperatura reduzida, dada pelas equacbes (2) e (3)

T, = % (2)
AT, = 2= (3)

em que, T,, € a temperatura de cristalizacdo e os parametros adimensionais a e 8

sdo dados, respectivamente pelas equacoes (4) e (5)

9 (4)
AHy

1
a = (NAVCZ)E

_ AHpu (5)
p= RT,,

nas quais N, € o numero de Avogadro, V. € o volume molar do cristal, o é a area
interface liquido-cristal e AHy) € a entalpia molar da fus&o.

Em geral, muitos cristais pequenos sao formados inicialmente em um sistema,
mas desaparecem lentamente. Em alguns casos, cristais grandes sao formados por
meio do chamado amadurecimento de Ostwald [48,49], que € um processo ho qual
h& o crescimento de cristais maiores por meio da difusdo dos cristais pequenos. Esse

processo ocorre de maneira espontanea devido aos cristais grandes serem
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energeticamente mais favoraveis de serem formados que os pequenos. Enquanto a
formacao de muitos cristais pequenos € cineticamente favoravel (tendem a se formar
mais facilmente), cristais grandes sdo termodinamicamente favoraveis. Assim, do
ponto de vista da cinética, € mais facil ocorrer a nucleagdo de pequenos cristais.

Entretanto, cristais pequenos possuem grande &rea superficial em relagcdo ao
volume quando comparados com cristais grandes. Desta forma, as moléculas na
superficie sdo energicamente menos estaveis que aquelas que ja estdo ordenadas e
empacotadas no interior do nucleo. Cristais grandes, com sua alta razdo de
volume/area superficial, representam um estado de baixa energia. Assim, muitos
cristais alcancardo um baixo estado energético se forem transformados em cristais
grandes e € isso que ocorre no processo de amadurecimento de Ostwald. A nucleacéo
de um grande nimero de pequenos cristais, entretanto, também reduz a quantidade
de supersaturacdo e assim, os cristais grandes termodinamicamente favoraveis, por
vezes nunca aparecem.

A taxa de crescimento dos cristais é expressa pela relacao (6) [46]

RT AHpy AT ®)
I T
v=s (3Naan/12n)( P\ RrT,

em que f é a fragdo da &rea na qual a transicao vidro-cristal pode ocorrer na superficie
do cristal e AT = T,, — T. Quanto maior for a viscosidade n na temperatura de fusao,
menor sera a cristalinidade. Qualitativamente, essa tendéncia pode ser explicada pelo
aumento da inibicdo da mobilidade ou arranjo molecular das unidades do material
fundido com o aumento da viscosidade.

O processo de cristalizacdo pode ser completamente controlado se as curvas
da nucleacéo e da taxa de crescimento cristalino forem separadas. Por outro lado, em
alguns casos, ha uma faixa de temperatura em que ocorre uma sobreposi¢do desses
dois mecanismos como mostrado na Figura 2.5. Essa faixa de temperatura pode ser
atil para determinacdo das temperaturas usadas no tratamento térmico de

determinadas composicdes.
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Figura 2.5: Comportamento das taxas de nucleacéo e de crescimento do cristal em funcéo da
temperatura. Adaptado de [46].

Na auséncia de agentes catalizadores, a maioria dos liquidos super-resfriados
cristalizam heterogeneamente a partir da superficie quando aquecidos. Apenas em
poucos casos o0 sistema pode cristalizar volumetricamente. Considerando o caso mais
comum (cristalizacao a partir da superficie), se ocorre a nucleacédo da superficie, os

cristalitos tendem a crescer rapidamente. Para nucleacbes homogéneas, é observado

.~ , . T, . .
que a temperatura de transi¢édo vitrea reduzida, Ty, = T—g deve possuir valor baixo
m

(Ty» < 0,58) e nesse caso o0 valor maximo da taxa de nucleagdo sera maximo acima
da T,. Sabe-se também, que sistemas vitreos formados estequiometricamente podem

ser separados em duas classes. A primeira possui a tendéncia de apresentar
cristalizacao volumétrica (nucleagdo homogénea) e a temperatura de maxima taxa de
nucleacao € proxima de T;. O comportamento oposto € verificado para composi¢des
em que ocorrem cristalizacado heterogénea na superficie, e a temperatura méaxima da
taxa de nucleacao € significativamente menor que Ty (T4 < T,). Para essa segunda
classe de vidros, o tempo necessario na janela de temperatura na qual ocorre a
nucleacdo pode ser muito longo. Consequentemente, nucleacdes homogéneas
(volumétricas), se ocorrerem, podem ser praticamente indetectaveis. Quando a janela
de transicéo vitrea ocorre em temperaturas relativamente altas (T, > 0,60), a energia

fornecida ainda é muito grande para permitir a cristalizacéo interna. Por outro lado,
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nas interfaces ou regides proximas, a barreira energética para nucleagdo e a
viscosidade tendem a ser mais baixas que no interior do material.
Assim, é mais facil que ocorra a cristalizagéo superficial do que a cristalizacao

interna. Desta forma, o calculo da T, pode ser um bom fator para a determinagéo da
tendéncia de cristalizacdo de uma determinada composi¢cdo de um vidro durante o
processo de tratamento térmico. Para T, > 0,60 o material apresentara forte
tendéncia de cristalizagdo superficial enquanto para valores de Ty, < 0,58 o vidro
apresentara maior tendéncia de cristalizacao volumétrica [50].

Experimentalmente, € muito dificil de se estimar as taxas de nucleacéo e de
crescimento cristalino devido a impossibilidade de se medir diversos parametros
necessarios. Conhecer a temperatura de transicdo vitrea € de extrema importancia
para a determinacdo das temperaturas de tratamento térmico para preparacdo de
vitro-ceramicas. Usando as técnicas de DTA e DSC é possivel determinar os valores

da transicéo vitrea T, temperatura de cristalizagao T, e de fuséo T,.

2.2.1.1 Efeitos da cristalizacdo em vidros bioativos

Como apresentado na sec¢ao de motivacao, a cristalizacdo de vidros bioativos
possui influéncia direta sobre a bioatividade do material. Diversos trabalhos discutindo
0 impacto da cristalizagcdo sobre a bioatividade em vidros bioativos podem ser
encontrados na literatura cientifica. O fendmeno da cristalizagéo de vidros bioativos
sob processamento térmico € bastante conhecido desde a primeira composi¢cdo do
biovidro 45S5 [51]. De acordo com Peilt et al. [52], a presenca de fases cristalinas
formadas durante o tratamento térmico pode aumentar o tempo de formacdo da
camada de HAp durante testes in vitro [8]. Entretanto, atualmente sabe-se que
dependendo das fases formadas, a bioatividade pode ser melhorada. Como exemplo,
vidros bioativos que possuem fases de Hidroxiapatita e Fluorapatita [10,11,53]
apresentam um aumento significativo na velocidade de formacédo da camada de
apatita. Além disso, o entendimento dos mecanismos e fases envolvidas na
cristalizacdo, € fundamental para a fabricacdo de vitroceramicas, que podem ser
sintetizadas por meio de um tratamento térmico controlado resultando na formacéo de
fases especificas que melhorem as propriedades bioativas [10,53], como no caso de

algumas vitroceramicas comerciais.
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3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Nesta secdo serdo descritos 0os processos de fabricacdo e preparacdo das
amostras para o tratamento térmico e configuracbes utilizadas nas técnicas de
caracterizacao e avaliacao in vitro: antibacteriana e citotoxicidade, do vidro bioativo

(VB) em funcgédo da temperatura.

3.1 Fabricagao do Vidro Bioativo

A fabricacdo do vidro bioativo foi realizada no Laboratério de Espectroscopia
Optica e Fototérmica (LEOF) da Universidade Federal do Maranhdo — Campus
Avancado, Imperatriz, na Unidade de Preparacdo e Caracterizacdo de Materiais
(UPCM), pela entdo mestranda Luana Feitosa Alves sob supervisdo dos Professores
Dr. Alysson Steimacher e Dra. Franciana Pedrochi.

O vidro bioativo foi sintetizado a partir dos reagentes iniciais, Pentoxido de
Fosforo (P20s); Carbonato de Calcio (CaCOs); Trioxido de Boro (B203); Carbonato de
Sadio (Na2CO3) e Fluoreto de Calcio (CaF2), todos da marca Sigma-Aldrich (pureza
>99-98%). O método escolhido para sintetizacdo do material vitreo 60 B203 - 8 CaO -
4 P20s - 18 Naz0 - 10 CaF: foi o método de fus@o/resfriamento (melt-quenching). Os
valores de porcentagem em massa (% wt) foram convertidos para porcentagem em
mol (% mol), que foram obtidos por Alves e colaboradores na fabricacéo do VB [54] e

estdo apresentados na Tabela 3.1:

Tabela 3.1: Composi¢éo dos reagentes em porcentagem em massa (% wt) e porcentagem em (% mol).

Amostra B203 (%) CaO (%) P20s (%) Na20 (%) CaF:2 (%)
wit mol wit mol wit mol wit mol wit mol
VB 60 59,44 8 9,79 4 1,93 18 20 10 8,83

3.2 Preparacao das Amostras

Apos a fabricacdo, o VB obtido foi submetido as seguintes etapas de preparacao:
pulverizacdo do VB, controle de tamanho de particula e compactagéo, e tratamento
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térmico. Para a pulverizacdo, o VB foi macerado manualmente em um triturador do
tipo pildo, e em seguida, pulverizado manualmente em pedra de agata. Na segunda
etapa, para controle do tamanho de particula, o pé obtido foi peneirado, de forma a
garantir que as particulas ficassem com tamanho menor que 45 pm e compactado,
sendo 0,10 g de material prensado por 10 minutos a 3,5 MPa.

Na terceira etapa, as pastilhas obtidas foram alocadas em cadinho de platina e
levadas a um forno tubular para tratamento térmico, em atmosfera de ar, nas
temperaturas de 518, 576, 634, 703, 773, 810 e 900 °C, consistindo em duas etapas
de aquecimento, uma de patamar, e outra de resfriamento, como segue na Tabela
3.2. Os intervalos de temperatura foram escolhidos de acordo com as analises

térmicas realizadas no VB.

Tabela 3.2: Parametros utilizados no tratamento térmico.

Amostra Temp.1 Taxa Temp.2 Taxa Tempo Temp.3 Taxa
(°C) Aqg.l (°C) AqQ.2 Patamar (°C) Resf.
(°C/min) (°C/min) (°C/min)

VB-518 493 3 518 1 10 25 3
VB-576 551 3 576 1 10 25 3
VB-634 609 3 634 1 10 25 8
VB-703 678 3 703 1 10 25 3
VB-773 748 3 773 1 10 25 3
VB-810 785 3 810 1 10 25 3
VB-900 875 3 900 1 10 25 3

Com a finalidade de simplificar a discussdo dos resultados as amostras serao
referidas conforme a Tabela 3.3, de acordo com as temperaturas utilizadas no

tratamento térmico.
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Tabela 3.3: Nomenclatura das amostras de acordo com a temperatura de tratamento térmico.

Nomenclatura Temperatura de Tratamento (°C)
VB-C Sem tratamento
VB-518 518
VB-576 576
VB-634 634
VB-703 703
VB-773 773
VB-810 810
VB-900 900

3.3 Analises térmicas: Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e

Termogravimetria (TG)

As andlises térmicas foram realizadas pela Professora Taiana Bonadio na
Universidade Estadual do Centro Oeste - Unicentro, em um calorimetro T.A.
instruments (SDT Q600 V20.9), com taxa de aquecimento de 10 °C /min, taxa de
resfriamento de 3 °C /min e fluxo de ar comprimido de 100 ml/min. A amostra foi
alocada em cadinho de platina, na forma de pastilha, no intervalo de temperatura de
30 a 900 °C.

3.4 Difratometria de raios X (DRX)

As analises de DRX foram realizadas em um difratbmetro Shimadzu (XRD-7000),
pertencente ao Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP-UEM),
utilizando radiacdo CuKa (A = 1, 54439 A) na amostra em pastilha sobre porta amostra
com zero background. A medida para identificacdo de fase foi realizada em modo
standard com velocidade de varredura de 5 graus/min no intervalo 26 de 10° a 80° a
temperatura ambiente. Para identificacdo das fases, os difratogramas obtidos foram
tratados com a remocao da linha de base e foram analisados utilizando a base de
dados de acesso livre. As fases identificadas foram comparadas com as fichas padréo
da base de dados de difragdo JCPDS: Joint Committee on Powder Diffraction
Standards (JCPDS 078-0294, 078-0295, 076-0558, 076-0747, 077-0209) [2].
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3.5 Espectroscopia Raman

As analises de espectroscopia Raman foram realizadas em um microscépio
Raman confocal, Bruker, modelo Senterra, pertencente ao COMCAP-UEM, com
excitagdo em 532 nm e poténcia nominal de 20 mW. Cada espectro foi uma média de
60 varreduras em um mesmo ponto na amostra, sendo realizados quatro pontos em
cada amostra, de forma a se ter uma média dos espectros obtidos com resolucéo
espectral de 3-5 cm, no intervalo de 100 a 3700 cm™. O laser de excitagdo foi focado
por uma objetiva de 20X de aumento. A deteccdo do espalhamento Raman das
amostras é feita por meio de uma camera CCD (charged-coupled device) refrigerada

a -84 °C, com tempo de integracao de 3 s para cada uma das 60 varreduras.

3.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para as analises de MEV foi utilizado um Microscopio Eletronico de Varredura FEI
Company (QUANTA 250), pertencente ao COMCAP-UEM, na qual foram feitas
aquisicbes das imagens de superficie e fratura. As analises quimicas, que incluem
espectroscopia pontual e mapeamento, foram realizadas por energia dispersiva de
Raios-X, utilizando um detector de energia dispersiva de Raios-X (Oxford) acoplado

ao microscoépico eletrénico de varredura.

3.7 Ensaio Bioldgicos in vitro

As andlises biolégicas foram realizadas em colaboracao cientifica com o grupo

de Ciéncias Farmacéuticas Coordenado pelo Professor Celso Nakamura da UEM.

3.7.1 Antibacterianos

A avaliacdo da atividade antibacteriana do vidro bioativo controle, ou seja, sem
tratamento térmico, foi realizada em culturas de S. aureus (ATCC 25923) e E. coli
(ATCC 25922). Também foi avaliada a atividade antibacteriana do vidro bioativo 45S5,

usado como padréo para comparacdo. Para definir a concentragdo inibitéria minima
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(MIC), examinou-se visualmente cada tipo de bactéria em diluicdes, em séries duplas
das amostras em caldo Mueller-Hinton (caldo MH) baseado em suspenséo bacteriana
padronizada de 1,5 x 108 UFC / mL. As suspensdes do inoculo foram diluidas (1:10)
em meio de cultura MH para obter uma suspensao bacteriana de 1,5 x 107 UFC / mL.

Foi realizado um intervalo de diluicdo em série de 1000 pug / mL a 3,9 pug / mL.
Volumes de 5 pL da suspenséao bacteriana (107 UFC / mL) foram adicionados a cada
poco. As microplacas foram incubadas em camara imida a 37 °C por 24 horas. A MIC
foi definida como a menor concentracédo das amostras que inibiram completamente o
crescimento da cepa. Foi avaliada também a concentracao bactericida minima (MBC)
das amostras, na qual, 10 pL da placa de ensaio MIC foram acrescentados em placas
de petri contendo caldo MH. As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. A
leitura foi averiguada por meio do crescimento bacteriano. O MBC foi definido como a
menor concentracdo de cada amostra que impediu totalmente o crescimento
microbiano nas placas. A estreptomicina foi utilizada como controle positivo e para

cada amostra os testes foram realizados trés vezes.

3.7.2 Ensaio de Citotoxicidade

A avaliacdo da atividade citotoxica das amostras tratadas termicamente foi
realizada em linhagem celular de osteoblastos (MC3T3-E1). Para isso, as células
foram ressuspendidas a concentracdo de 1,0 x 108 células/mL em meio a-MEM
(Minimum Essential Medium) acrescido de 10% de SFB (Soro fetal bovino),
adicionado 100 pL nos pocgos da placa de 96 pocos, e incubadas por 24 h a 37°C e
5% de CO2. As amostras testadas foram diluidas em concentracBes decrescentes
(1000, 700, 400 e 100 pg/mL), adicionados sobre a monocamada celular e incubados
por 24 h, nas mesmas condigdes. Apds a incubacgao, foi adicionado 50 pL de solugao
de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio) a 2 mg/mL. A placa foi incubada
por 4 h a 37°C com 5% de CO: (protegido da luz) e adicionados 150 yL de DMSO. A
leitura foi realizada em leitor de microplaca (BIO-TEK Power Wave XS) a 570 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados, andlises e discussao referentes
ao estudo da dinamica de cristalizacdo do vidro bioativo do sistema 60 B203 - 8 CaO
- 4 P20s - 18 Naz20 - 10 CaF2, em fungao do tratamento térmico, pela aplicagdo das
técnicas: Andlises térmicas (DSC/TG), espectroscopia Raman, difratometria de raios
X (DRX), microscopia eletrbnica de varredura (MEV), analises quimicas (EDS) e

ensaios in vitro antibacterianos e de citotoxicidade.

4.1 CARACTERIZACAO DO VIDRO BIOATIVO

4.1.1 Caracterizacdo Térmica — Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e
Termogravimetria (TG)

As técnicas de DSC e TG foram utilizadas para avaliar o comportamento térmico
do VB, possibilitando a determinacdo de suas temperaturas de transicao vitrea (Tyg),
cristalizacao (Tx) e fusdo (Tm), além dos eventos de perda de massa pela amostra
durante aquecimento. A partir destes valores foram definidas as temperaturas de
tratamento térmico nas quais o VB foi submetido.

Os termogramas do VB estdo apresentados na Figura 4.1 para o intervalo de
temperatura entre 23 °C (ambiente) a 850 °C. Nesta figura sdo mostradas as curvas
de DSC para os processos de aquecimento (a), resfriamento (b), e a curva de TG (c)

obtidas para amostra VB-C.

25



300 ' I I I I I I I I
o c
,jjT L - 100
250
—_ 200 - OA Tg = 4850C | TP = 634 OC i 99
% ] N
150
§ 100 B 9\?’
< 4
@ T T T
© 504 440 480 520 g7 8
o (b) =
5 od — L )
e | Y 96
— n
§ l > @ T= 498"? / Tm=7737C
L0 1 9 T, =617°C T =838°C
-100 - 95

' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura (°C)

Figura 4.1: Curvas de DSC com taxa de 10 °/min para o processo de aquecimento (a), 3 °C/min para o
resfriamento (b) e curva de perda de massa (c), no intervalo de 23 a 850 °C. No detalhe: regido da
transicado vitrea observada durante o resfriamento. As siglas Tg, Tx, Tp, Tm1 € Tm2 correspondem as
temperaturas de transicao vitrea, cristalizagdo endotérmica, cristalizacdo exotérmica, primeira etapa de
fusdo e segunda etapa de fusao, respectivamente.

A analise TG mostra uma reducédo de massa de aproximadamente 0,35 %, em todo
o intervalo de temperatura estudado, sendo que 0,3 % da perda de massa foi
observada entre a temperatura ambiente e 600 °C, o que pode ser atribuido a perda
de agua superficial adsorvida, perda de OH estrutural, oriundo do processo de
producdo do vidro em atmosfera ambiente e possiveis residuos do processo de
calcinacéo.

Para a regido de alta temperatura ndo foi observada variacdo significativa de
massa (Am ~ 0,05 %), comprovando que nao houve degradagdo da amostra até
850 °C. Desta forma, podemos concluir que os eventos observados na curva de DSC
sao decorrentes de transicdes estruturais ou de fases do sistema vitreo.

Este resultado nos garante que os tratamentos térmicos a serem realizados nas

amostras, neste intervalo de temperatura, ndo resultardo em degradacéo.
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Analisando as curvas referentes a analise de DSC, observou-se, para 0 processo
de aquecimento, uma primeira transicdo cuja temperatura de inicio ocorre em
aproximadamente 480 °C com uma temperatura maxima, pico endotérmico, em
518 °C. Esta regido corresponde ao intervalo de temperatura no qual ocorre a
transicdo vitrea do VB. Esta transi¢do corresponde a mudanca do estado vitreo para
o estado liquido super-resfriado, em que o sistema apresenta alta viscosidade.

A transicdo vitrea é um processo que envolve dois estados fora do equilibrio
termodinamico, que ocorre em um intervalo de temperatura, o qual depende das
condi¢cbes de medida, tais como a taxa de aquecimento (ou resfriamento), quantidade
de amostra, etc. e da histéria térmica da amostra, como por exemplo, a taxa de
resfriamento durante o choque térmico e tratamento térmico prévio [55]. Por
convencao utiliza-se a temperatura de “onset” como a temperatura caracteristica
denominada de temperatura de transicéo vitrea (Tg). Para o aquecimento obteve-se o
valor de Tonset = Tg = 498 °C.

O pico em 518 °C, conhecido como “overshoot”, € comumente observado nas
curvas de DSC durante o primeiro aquecimento e, esta associado a recuperacéo da
entalpia perdida durante o choque térmico ou tratamento térmico [55].

Com o aumento da temperatura, verificou-se um pico exotérmico com inicio por
volta de 600 °C e com maximo em 634 °C (Tp = 634 °C, cristalizacdo exotérmica). Este
pico corresponde ao processo de cristalizacao do VB, no qual o liquido super-resfriado
passa para o estado sélido cristalino. Este processo de cristalizacdo também ocorre
em um intervalo de temperatura e, convencionou-se tomar a temperatura de
cristalizacao (Tx) como a temperatura de “onset”, Tx = 617 °C.

Pelos valores das temperaturas de transicdo vitrea e cristalizacdo é possivel
calcular o parametro de estabilidade térmica dado por (T, — T;), que para o caso do
VB pastilhado tratado termicamente, obteve-se um valor igual a 119°C. De acordo
com Gressler e Shelby [56] para vidros borato, uma boa formacéo vitrea se da para
valores de janelas térmicas iguais ou acima de 70 °C, e quanto maior essa diferenca
mais facil sua formacédo, o que facilita sua sinterizacdo [57]. Isto mostra que o vidro
bioativo possui 6tima estabilidade térmica.

Ha a presenca de dois picos endotérmicos, o primeiro com maximo na temperatura
em 773 °C (Tm1 = 773 °C) e o0 segundo em 838 °C (Tmz2 = 838 °C), 0s quais séo
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associados ao processo de fusdo da amostra, mostrando que 0 mesmo ocorre em
duas etapas.

Este comportamento é comumente observado em sistemas vitreos com
multicomponentes [58] para os quais, dependendo da concentracdo dos reagentes
podem ser formadas varias fases cristalinas em alta temperatura, cada uma com suas
diferentes temperaturas de fusdo (ou temperatura de liquidus). Ou ainda, devido as
dopagens realizadas durante o processo de fabricacéo dos vidros, como por exemplo
para vidros borato dopados com fosforo, estudados por Portes [59], na qual em
diferentes concentracdes de dopagem foi observado que o processo de fusédo ocorreu
em duas etapas. Comportamento semelhante foi também observado por Bajaj e
colaboradores [60], para vidros borato de bismuto dopados com ions trivalentes (AI*,
Y3, Nd3, Sm®" e Eu®), os quais observaram que para diferentes tipos e
concentracbes de dopantes o processo de fusdo ocorre em duas ou mais
temperaturas.

Este resultado € uma clara evidéncia que neste sistema vitreo o processo de
cristalizacdo ocorre com a formacao de varias fases cristalinas.

Para o resfriamento, ndo foram observados picos de solidificacdo (cristalizac&o),
sendo observada uma transicdo de segunda ordem, com temperatura de “onset” de
485 °C, como mostra detalhe da Figura 4.1.

Se considerarmos o material em alta temperatura, na fase liquida e fizermos o
resfriamento lento do material 0 mesmo se cristaliza passando pela transicdo liquido-
solido (cristalino), no entanto se resfriarmos o sistema rapidamente este passa a um
estado metaestavel (liquido super-resfriado) e posteriormente solidifica formando o
vidro. A temperatura na qual a solidificacdo do vidro acontece depende da taxa de
resfriamento, e quanto mais rapido o resfriamento maior sera esta temperatura [61].

Para a producéo do vidro foi realizado um choque térmico, que possui uma taxa
de resfriamento bastante alta, muito maior que 3 °C/min, e observamos na curva de
aguecimento a temperatura da transicao vitrea Tg = 498 °C. Ao atingir o estado liquido
(em 850 °C) e com o resfriamento a 3 °C/min, o sistema volta a vitrificar com a
temperatura de transicdo mais baixa. Esta transicdo pode ser interpretada como a
transicdo vitrea obtida pelo parametro Tx — Tg, discutido anteriormente.

Com base na discussao dos resultados de DSC acima, foram escolhidas as

temperaturas para tratamento térmico do VB, de tal forma que estes sejam
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representativos dos diferentes estados e fases que o sistema pode apresentar. Assim
foram escolhidas as seguintes temperaturas: Tamb = 23 °C (controle, temperatura
ambiente), T1 = 518 °C (proximo a Tg), T2= 576 °C (entre Tg e Tx), T3 =634 °C (Tp), T4
= 703 °C (entre a cristalizac&o e a primeira fusdo), Ts= 773 °C (primeira fusdo), Tes =
810 °C (segunda fuséo) e T7 =900 °C (estado liquido).
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4.1.2 Caracterizagcao Estrutural - Difratometria de raios X (DRX)

Para a caracterizacao estrutural do VB, todas as amostras foram avaliadas por
Difracao de raios X. Estes resultados estéo apresentados na Figura 4.2.

Os difratogramas de raios X para as amostras VB-C, VB-518 e VB-576
apresentam caracteristicas de materiais amorfos, ou seja, materiais que nao
apresentam ordem estrutural atdmica de longo alcance [54]. Assim, s&o observados
halos alargados e de baixa intensidade, comumente encontrados em vidros boratos e
silicatos [62], sem a presenca de picos de difracéo [39,63].

Com o aumento da temperatura do tratamento térmico, quando o VB passa
pela temperatura de cristalizagéo (Ts = 634 °C), fica evidente que ocorre a formacgéo
de um material policristalino, pois o difratograma passa apresentar diversos picos bem
definidos. Difratogramas semelhantes também podem ser observados para as
amostras VB-703, VB-773 e VB-810.
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Figura 4.2: Difratogramas de raios X do VB-C obtido da referéncia [54] e das amostras VB-518, VB-576,
VB-634, VB-703, VB-773, VB-810 e VB-900.

Para estas temperaturas, entre 634 °C e 810 °C, denominou-se como uma

regido intermediaria, na qual foi identificada a presenca de trés fases cristalinas
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principais: o Pentaborato de Sédio e Calcio (CaNaBsOg) (JCDPS # 078-0294) de
estrutura monoclinica (grupo espacial: P21/c), o Pentaborato Trissodico de Calcio
(CaNasBsO10) (JCDPS # 078-0295) de estrutura triclinica (grupo espacial: P-1) e a
Fluorapatita (Cas(POa4)3F) (JCPDS # 076-0558) que possui estrutura hexagonal (grupo

espacial: P63/m).

Na Figura 4.3 € mostrado um exemplo da indexacéo do difratograma com estas

trés fases obtidas para a

amostra tratada a 703 °C. As demais temperaturas de

tratamento da regido intermediéria ndo estdo mostradas, ja que, seus difratogramas

apresentam as mesmas fases. No detalhe da Figura 4.3 é mostrado um diagrama com

o percentual de cada fase calculada, usando analisados utilizando a base de dados

de acesso livre, pelo métod

0 semiquantitativo RIR (Reference Intensity Ratio) [64,65].
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Figura 4.3: Difratograma de Raios-X para a amostra VB-703, com aindexac¢éo das fases
CaNaBsOg (JCDPS # 078-0294), CaNasBs010 (JCDPS # 078-0295) e Cas(POa)sF (JCDPS # 76-0558).

Detalhe: analise semiquantitativa pelo método RIR. Resultados obtidos utilizando a base de dados de

acesso livre.
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Apesar de o método RIR ser semiquantitativo, pois utiliza a intensidade relativa
dos picos de difracdo das fases identificadas, ele nos fornece uma estimativa das
guantidades relativas das fases. Pode-se observar que para esta temperatura,
majoritariamente sdo formadas as fases de Pentaborato de Sdédio e Calcio
(CaNaBsOy) (57%) e Pentaborato Trissddico de Calcio (CaNasBs010) (26%), € uma
menor quantidade (17%) de Fluorapatita (Cas(POa4)sF).

A andlise dos difratogramas é prejudicada pela superposicdo dos picos de
difracdo das diferentes fases, no entanto, a presenca da Fluorapatita pode ser
comprovada pelos picos de difragédo (002), (211) e (112) que ocorrem na regido de 20

entre 25° e 33°, como mostra a Figura 4.4.
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Figura 4.4: Difratograma de raios X para as amostras VB-634 e VB-810, no intervalo de 260 entre 20° e
32,5° no qual foi evidenciado a presenca dos picos (002), (211) e (112) para a Fluorapatita e o pico de
maior intensidade (111) para o P2Os observado para a amostra VB-634.

A Figura 4.4 mostra também que, para a amostra VB-634, observa-se um pico
em 20 = 20,7° o qual pode ser atribuido ao pico de maior intensidade (111) do P20s.
A andlise pelo método RIR mostra a presenca de uma pequena quantidade desta fase
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(~2%), quando a amostra é tratada proximo a temperatura de cristalizacdo. Sendo que
para temperaturas de tratamento mais altas esta fase néo foi encontrada.

Para a amostra VB-900, tratamento térmico acima da temperatura de fuséao,
uma completa mudanca no padréo de difragcdo dos raios X pode ser observada na
Figura 4.2, indicando o surgimento de uma nova fase cristalina.

Seguindo o0 mesmo procedimento adotado para as demais amostras, foi
identificado que a fase predominante na amostra VB-900 é o Borato de Calcio
(CaB204) (JCPDS #076-0747) de estrutura ortorrombica (grupo espacial: Pnca), como
mostrado na Figura 4.5.
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Figura 4.5: Difratograma de raios X para a amostra VB-900, com a indexacdo das fases CaB204 (JCPDS #
076-0747), NaO2 (JCPDS #077-0209) e Cas(POa)sF (JCDPS # 76-0558). Detalhe: analise semiquantitativa

pelo método RIR. Resultados obtidos utilizando a base de dados de acesso livre.

A andlise semiquantitativa por RIR mostra aproximadamente 91% da fase de
Borato de Célcio, e pequenas quantidades de Fluorapatita (~7%) e Oxido de sddio

(~2%). Como mencionado anteriormente, esta andlise é prejudicada pela
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superposicao de picos e por efeitos de direcdo preferencial na amostra (conforme
podera ser observado nas analises de microscopia), mas nos permite inferir sobre a
fase predominante e a existéncia das demais.

A presenca das trés fases é comprovada pelos picos de difracdo na regido de
20 entre 32,5° e 34°, na qual pode-se observar picos de cada uma das fases sem

superposi¢cao, como ilustrada na Figura 4.6.
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Figura 4.6: Difratograma de raios X para a amostra VB-900, no intervalo de 28 entre 32,5° e 34°, no qual
foi evidenciado a presenca dos picos (220), (300) e (101) para as fases Borato de Calcio, Fluorapatita e

Oxido de Sédio, respectivamente.

Dessa forma, de acordo com os difratogramas de raios X, o processo de
tratamento térmico resulta na transformacdo do vidro bioativo, em um material
intermediario policristalino composto de trés fases: Pentaborato de Sédio e Calcio
(CaNaBsQOyg), Pentaborato Trissédico de Calcio (CaNasBsOiw0) e a Fluorapatita
(Cas(POa4)sF), sendo que apos sua completa fusdo ocorre a formacgdo da fase de

Borato de Célcio (CaB20a4).
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4.1.3 Caracterizagao Vibracional - Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman fornece informacdes referentes aos modos
vibracionais das ligagGes quimicas e grupos funcionais pertencentes ao material que
esta sendo estudado, o que permite a caracterizacdo do mesmo [66].

A Figura 4.7 apresenta os espectros Raman das amostras VB-C, VB-518 e VB-

576 na regido espectral entre 200 a 1800 cm™.
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Figura 4.7: Espectros Raman das amostras VB-C, VB-518 e VB-576. As linhas pontilhadas indicam o
centro das bandas. No detalhe, destaque para banda em 430 cm™™.

Estudos a respeito de vidros bioativos formados por bases de borato, indicam
gue a rede formadora é composta por unidades estruturais BOs e BO4, que podem
coexistir e formar as chamadas superestruturas do boro, como a formacdo de anéis
de boroxol e grupos di, tri, tetra, penta, orto e metaborato e as concentracfes dessas
estruturas podem ser alteradas conforme se muda os modificadores da rede [67].

As bandas observadas para a amostra VB-C sdo caracteristicas de vidros
boratos, e corroboram com os difratogramas apresentados na secao anterior, em que

ainda se tem a presenca de uma estrutura vitrea no inicio do tratamento térmico. Elas
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sdo compostas por grupos isolados de diboratos, presentes nas regides de 500 cm
e 1000 a 1110 cm™ [68-71]. E por grupos ortoboratos e piroboratos das unidades BO3
para as bandas centradas em 894 e 1206 cm, respectivamente [68,69,72,73].

Outra caracteristica presente em vidros borato é a presenca de uma banda
intensa encontrada em 806 cm™* atribuida aos modos de respiracdo simétrica de anéis
boroxol [74]. Alguns trabalhos como o de Kamitsos e Chryssikos [75] e Konijnendijk e
Stevels [68] mostram que com a adicdo de Oxidos alcalinos a rede, esta banda reduz
sua intensidade e ocorre o surgimento de uma nova banda presente em ~770 cm?
gue desloca para numeros de onda menores a medida que os teores desses Oxidos
sdo adicionados a rede. Os autores também desenvolveram um modelo
semiguantitativo que sugere que se a composicao vitrea possui até 20 % molar de
oxido alcalino, os anéis boroxol sdo convertidos principalmente por grupos
tetraboratos ao passo que, para valores maiores de 20 % molar de 6xidos alcalinos
adicionados ao sistema vitreo, 0s grupos tetraboratos sdo convertidos em grupos
diboratos.

Para as amostras VB-C, VB-518 e VB-576 destaca-se a banda centrada em
762 cmt, que pode ser atribuida ao modo de respiragdo simétrica das estruturas dos
anéis triborato, tetraborato ou pentaborato com um tetraedro da unidade BO4 [74].
Como citado anteriormente, geralmente em vidros bioativos a base de boro, existe a
presenca de uma banda centrada na regido de 806 cm™ que é atribuida aos modos
de respiracdo simétrica dos anéis boroxol. Mas, a medida que 6xidos alcalinos e
alcalinos terrosos sdo acrescentados a matriz vitrea estas estruturas dos anéis
boroxol podem ser modificadas em grupos diborato, triborato, tetraboratos ou
pentaboratos e uma nova banda centrada em aproximadamente 770 cm™ aparece.
Esta se desloca para nUmeros de onda menores, com o aumento da quantidade de
modificador, resultando assim na banda observada em 762 cm™ neste sistema [67—
69,74].

A banda centrada em 946 cm, também observada no biovidro 45S5 [76], é
atribuida ao estiramento simétrico (vs) da ligacdo P-O" do tetraedro de ortofosfato
(PO4*) isolado [77]. Paralelamente a observacdo desta banda espera-se observar a
banda em ~430 cm, assinatura do modo de vibragdo de deformagdo &(PO) das
ligagcdes O-P-O das unidades Qo, mais evidente nas temperaturas de 23 e 576 °C. O

detalhe na Figura 4.7 destaca a banda de 430 cm™.
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O ombro observado em 991 cm™ é caracteristico de grupos ortoboratos,
enquanto a banda centrada em 1346 cm é atribuida as unidades trigonais BO20"
ligadas a unidades de BO4 [69]. As mesmas unidades trigonais foram atribuidas a
esta regiao espectral para outras composic¢des de vidros borato [70,71]. E as bandas
presentes em 1415 e 1596 cm sdo atribuidas aos modos de estiramento da ligacéo
de B-O dos anéis e cadeias de metaboratos [69].

Um outro estudo, realizado por Walrafen e colaboradores [78], mostra que com
0 aumento da temperatura, triangulos das unidades BOs em anéis de boroxol se
transformam em tridngulos BOs em uma rede aleatéria. Segundo 0s pesquisadores,
vidros a base de borato sdo compostos predominantemente de anéis de boroxol, mas
a concentracdo destes pode diminuir com o aumento da temperatura, 0 que pode
acarretar mudancgas espectrais.

Com o aumento da temperatura de tratamento térmico observou-se alteracdes
significativas nos espectros de espalhamento Raman e para uma melhor visualizacao
dos resultados, e acompanhamento mais preciso das mudancas ocorridas nas
amostras em funcéo do tratamento térmico, os espectros Raman foram indexados e
justapostos e estdo apresentados na Figura 4.8. De forma geral, observa-se que com
o tratamento térmico o VB ocorre o aparecimento de picos e bandas com
caracteristicas de vitroceramicas, em que se observam fases cristalinas presentes nas

amostras.
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Figura 4.8: Espectros Raman geral das amostras em funcéo do tratamento térmico para a regido
espectral de 1800 a 200 cm™L. Destaque para a regido pontilhada de 400 a 800 cm das unidades BOs e
BO4[79-81].

A comparacado dos espectros das amostras VB-C e VB-634 (Figura 4.9) mostra
a formacéo dos picos estreitos referentes as fases cristalinas, em acordo com o0s
resultados da andlise térmica e da difratometria de raios X, discutidos anteriormente.
O primeiro ponto a ser destacado é o estreitamento e deslocamento da banda de
estiramento do ortofosfato (PO4*) de 946 cm™ para 965 cm™, a qual corresponde ao

modo v1 da Fluorapatita Cas(POa4)3F, cujo espectro € mostrado na Figura 4.9 [82]. As
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bandas atribuidas aos demais modos vibracionais da Fluorapatita (v2, vz € va)
apresentam intensidades muito baixas e aparecem sobrepostas a outros picos do
espectro.

Estes picos associados a Fluorapatita sdo observados em todos os espectros
das amostras tratadas em temperaturas superiores a 634 °C, confirmando a presenca

desta fase cristalina, em acordo com os resultados de DRX discutidos anteriormente.
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Figura 4.9: Comparacéo entre os espectros de espalhamento Raman das amostras VB-C e VB-634 e da
Fluorapatita (RRUFF : R040098-3) [82].

A complexa estrutura de picos entre 400 e 800 cm*, observados para todos os
espectros na regido intermediaria (entre T= 634 °C e T= 810 °C), pode ser atribuida a
modos de estiramento e de deformacéo das unidades BOs e BO4 [79,81].

Fayos e colaboradores [83], mostraram que o Borato de Sdédio e Célcio
CaNaBsOg apresenta uma estrutura complexa de folhas de atomos de B e O, as quais
sdo construidas por blocos unitarios de [BsOg¢]*. Estas estruturas formam dois anéis
compostos de unidades triangulares BOz e unidades tetraédricas BO4. Os mesmos
autores [84] mostram que a fase CaNasBsOi10 € composta por unidades polidnicas
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[BsO10]*, a qual forma um par de anéis contendo duas unidades triangulares BO3
conectadas por unidade tetraédricas BOa.

Este resultado mostra que as fases de Borato de Sodio e Calcio CaNaBsOg e
CaNasBsO1o identificados pela difratometria de raios X, podem ser as responsaveis
pela estrutura de picos observados nos espectros Raman. No entanto, como ambas
séo formadas pelas mesmas unidades basicas (BOs e BO4) ndo é possivel identificar
e separar cada uma delas nos espectros.

A comparacéo do espectro Raman da amostra VB-634 com temperaturas mais
altas como ilustrado na Figura 4.10, na qual foi comparado com a amostra VB-703
mostra 0 desaparecimento (ou reducéo) de pelo menos quatro picos de espalhamento
indicados pelas setas na figura. Estes picos podem ser atribuidos as fases
polimérficas do P20s [85], 0 que estd em acordo com o resultado de DRX, no qual foi
observado uma pequena quantidade desta fase para temperatura de tratamento de
634 °C.
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Figura 4.10: Comparacgao entre 0s espectros de espalhamento Raman das amostras VB-634 e VB-703. As

setas vermelhas indicam os picos presentes apenas no espectro da amostra tratada a 634 °C atribuidos
ao P20s [85].
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Para a temperatura de 900 °C, verificou-se significativas mudancas espectrais,
como a inverséo nas intensidades das bandas em 429 e 450 cm, o desaparecimento
das bandas centradas em 494 e 515 cm, o surgimento de uma banda em 581 cm
e a banda presente em 591 cm! que para as temperaturas anteriores foi identificada
como um ombro, e para 900 °C apresenta uma maior contribuigcao.

De acordo com a analise térmica, nesta temperatura a amostra ja passou pela
fusdo (Figura 4.1) e apos a solidificacdo, de acordo com as fases encontradas por
DRX (Figura 4.5), foi identificada como predominante a fase de borato de célcio
(~91%), e a presenca de uma menor porcentagem da fase de Fluorapatita (~7%),
confirmadas pela analise semiquantitativa RIR.

A figura 4.11 mostra o espectro obtido para a amostra VB-900, o espectro para
a Fluorapatita [82] (RRUFF: R040098-3) e a indexagéo dos picos para a fase CaB204
obtidos por Rulmont e Almou [86], na qual podemos observar a étima concordancia

com os dados experimentais, comprovando os resultados obtidos pelo DRX.
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Figura 4.11: Comparac¢ao do espectro Raman para a amostra VB-900, o espectro para a Fluorapatita

(RRUFF: R040098-3) e aindexac¢ao dos picos para a fase CaB204 obtidos na [86].
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4.1.4 Anélise Morfoldgica - Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microestrutura das amostras foi avaliada por MEV. Na Figura 4.12 séo
apresentadas as micrografias de superficie e fratura da amostra VB-C, ou seja,
simplesmente compactado a pressao de 3,5 MPa e das amostras VB-518, VB-576 e
VB-634. Observa-se na micrografia de superficie da VB-C, Figura 4.12 (a), que as
particulas, apos a conformacao, apresentam tamanhos que variam da ordem de 1 até
50 um e forma irregular. Na micrografia de fratura, Figura 4.12 (b), s&o observados
aglomerados de particulas e a presenca de microporosidade.

A Figura 4.12 (c) mostra a micrografia de superficie da VB-518, no pico
endotérmico que corresponde a temperatura de transicéo vitrea, na qual se observa
a presenca de particulas individuais com tamanhos entre 1 e 50 um, com diferentes
formas e morfologias compativel com um estagio inicial de sinterizagdo. A imagem de
fratura da amostra, Figura 4.12 (d), apresenta regides mais densificadas e uma
diminuicdo da microporosidade em relacdo a micrografia da amostra VB-C (Figura
4.12 (b)).

Para a amostra VB-576, entre a transicao vitrea e a cristalizacao, a superficie,
Figura 4.12 (e), apresenta uma morfologia uniforme, ndo sendo possivel distinguir as
particulas individualmente (ver insercdo). A presenca de bolhas na superficie,
possivelmente esta relacionada a temperatura e a formacéo de gases no processo de
softness. Com relagdo a fratura da amostra, Figura 4.12 (f), observa-se uma maior
densificagéo do material e diminuigdo da microporosidade.

A Figura 4.12 (g) mostra a micrografia de superficie para a amostra VB-634, na
temperatura de cristalizacdo. Sao observadas regides mais densas com a presenca
de graos na forma de pequenos prismas retangulares e, nos microporos, também a
presenca de estruturas na forma cilindrica (ver destaque ampliado), ambas
associadas a formacdo de novas fases no material. Na Figura 4.12 (h), observa-se
uma evolucdo na morfologia da fratura, em relacdo as temperaturas anteriores, com
a formacdo de camadas superpostas, com aparente formacdo de camadas mais

densificadas e, entre estas, a presenca das estruturas cilindricas.
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Figura 4.12: Imagens por MEV das superficies das amostras VB-C (a), VB-518 (c), VB-576 (e) e VB-634(g).
Imagens por MEV das fraturas das amostras VB-C (b), VB-518 (d), VB-576 (f) e VB-634 (h).
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Na Figura 4.13 sdo apresentadas as micrografias de superficie e fratura das
amostras VB-703, VB-773, VB-810 e VB-900.

Na superficie da amostra VB-703, que corresponde a temperatura entre a
cristalizagdo e a primeira etapa de fusao do material, Figura 4.13 (a), observam-se
duas morfologias predominantes. A primeira formada por grdos com formas
irregulares e a segunda por graos na forma de bastonetes cilindricos (ver destaque),
associadas as fases resultantes, do processo de tratamento térmico. Com relacéo a
fratura, Figura 4.13 (b), verifica-se um aumento da densificagdo do material e a
presenca de microporosidade.

Para a superficie da amostra VB-773, relativa a primeira etapa da fusao, Figura
4.13 (c), ocorre um aumento no tamanho dos grdos em relacdo as temperaturas
menores. A imagem de fratura, Figura 4.13 (d), mostra fragmentacdo do material,
apresentando trincas, conforme destacado, e microporosidade.

Para a micrografia de superficie da amostra VB-810, Figura 4.13 (e)
correspondente ao in set da segunda etapa de fusdo, observa-se um aumento do
tamanho de gréos em relacéo as temperaturas menores. A imagem de fratura, Figura
4.13 (f), mostra a ocorréncia de fragmentacdo do material e um aumento da
microporosidade (ver destaque).

A Figura 4.13 (g) corresponde a superficie da amostra VB-900, apos fuséo.
Verifica-se a presenga de graos nas formas retangulares e cilindricas, com tamanhos
maiores que 100 um e da ordem de 20 um, respectivamente. Na imagem ampliada,
inserida na micrografia da Figura 4.13 (g), também se observa a presenca de graos
com diferentes formas e tamanhos incorporados a matriz resultante do tratamento
térmico com fase liquida. Na micrografia de fratura, Figura 4.13 (h), nota-se a presenca
de trincas e de microporos na forma esférica, os quais estdo possivelmente

associados a coalescéncia de poros [87] em virtude da ocorréncia de fase liquida.
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Figura 4.13: Imagens por MEV das superficies das amostras VB-703 (a), VB-773 (c), VB-810 (e) e VB-900
(9). Imagens por MEV das fraturas das amostras VB-703 (b), VB-773 (d), VB-810 (f) e VB-900 (h).
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4.1.5 Andlises quimicas — Mapeamentos por Energia dispersiva de Raios-X

Com o proposito de auxiliar a identificacéo e a dinamica da formacéao das fases
no material em funcdo do processo de tratamento térmico, foram realizados
mapeamentos de EDS nas amostras VB-576 (amorfo), VB-634 (inicio da
cristalizacao), VB-810 e VB-900 (acima da temperatura de fusdo (Tr2)), que sdo
amostras que apresentaram formacao de fases relevantes de acordo com as analises
de DRX. As amostras intermediarias ndo serdo apresentadas nesse trabalho por
apresentarem caracteristicas semelhantes & amostra VB-634. E importante citar que
a técnica de EDS, principalmente para analises semiquantitativas, pode apresentar
resultados muito diferentes da realidade para os elementos de baixo peso atdémico
(n<10). Dentre eles, estdo os elementos Boro e Fluor, presentes na composi¢cdo do
vidro bioativo estudado nessa tese. Por esse motivo, as analises serdo feitas com
base nas medidas dos elementos Ca, Na e P e a razéo entre eles, uma vez que
apresentam maior confiabilidade nos resultados sem comprometer a identificacdo das
fases, visto que, em todas as fases identificadas via DRX verificou-se pelo menos um

ou dois dos elementos analisados.
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Figura 4.14: (a) Imagem de microscopia eletronica de varredura da superficie referente a amostra VB-576
e mapeamento quimico por meio de EDS dos elementos (b) O, (c) Ca, (d) Na e (e) P.

A Figura 4.14 mostra o mapeamento dos elementos O, Na, Ca e P. Observa-
se que ha uma distribuicdo homogénea desses elementos por toda a area analisada
indicando que ndo ha a presenca de estruturas morfolégicas de caréter cristalino,

corroborando com as analises realizadas por DRX.
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Figura 4.15: (a) Imagem de microscopia eletrénica de varredura da fratura referente a amostra VB-576 e
mapeamento quimico por meio de EDS dos elementos (b) O, (c) Ca, (d) Na e (e) P.
O mesmo ocorre para 0 mapeamento quimico realizado na fratura da amostra
VB-576 (Figura 4.15). Todos o0s elementos encontram-se distribuidos
homogeneamente mostrando que, nessa temperatura, ndo ha a ocorréncia de

gualquer processo de cristalizacdo superficial ou volumétrica (no interior da amostra).
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Figura 4.16: (a) Imagem de microscopia eletronica de varredura da superficie referente a amostra VB-634
e mapeamento quimico por meio de EDS dos elementos (b) O, (c) Ca, (d) Na e (e) P.

Na superficie da amostra VB-634 (Figura 4.16), de acordo com o0s
mapeamentos, € possivel observar claramente a formacdo de duas fases, uma de
morfologia arredondada (seta vermelha) rica em Na e com baixo teor de P, e outra
fase formando uma camada inferior de superficie lisa (seta azul). Comparando esses

dados com os obtidos por DRX, 0s mesmos sugerem que as estruturas arredondadas
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podem estar associadas as fases CaNaBsOs ou CaNasBsO10. E importante notar que
a auséncia de célcio observada no mapeamento se deve a sua baixa concentracao
nessas fases, quado comparadas com a concentracdo de calcio no VB. Devido a
limitacdes da técnica empregada associada ao fato de n&o ser possivel observar
morfologias distintas entre essas fases (na regido analisada) néo € possivel distingui-
las. E importante citar que embora 0 mecanismo envolvido na cristalizac&o dos vidros
bioativos baseados em borato vem sendo amplamente estudado, ainda faltam estudos
para um completo entendimento. De fato, o comportamento complexo do precursor
B203, e consequentemente das estruturas BOs e BOs interferem sensivelmente no

processamento desse tipo de vidro bioativo e merecem um estudo mais aprofundado.
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Figura 4.17: (a) Imagem de microscopia eletronica de varredura da fratura referente a amostra VB-634 e
mapeamento quimico por meio de EDS dos elementos (b) O, (c) Ca, (d) Na e (e) P.

O mapeamento realizado na fratura da amostra VB-634 é apresentado na
Figura 4.17. Apesar de ser possivel observar pequenas regides com maiores
concentracdes de Ca e Na indicando a presenca das fases CaNaBsOg ou CaNasBsO10
também no interior da amostra, a separacdo dessas fases € bem menos evidente que
na superficie. Esse fenébmeno ocorre devido a cristalizagdo de superficie, bastante

discutido nos estudos de cristalizacéo de vidros bioativos. De acordo com James [88]
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e Zanoto [89], € possivel determinar a tendéncia de cristalizagdo em vidros silicatos,
baseando-se no valor da transicdo vitrea reduzida Tgr, dada por Tg/TL2 . Assumindo
gue 0 mesmo comportamento ocorra para o caso dos boratos, o valor obtido para o
sistema estudado nesse trabalho apresenta o Tgr = 0,65 0 que favorece que a
cristalizacao ocorra, em maior parte, na superficie do material. Por isso, a separacao

das fases fica menos evidente nos mapeamentos da fratura.

O Kal Ca Kal

Na Kal_2 P Kal

Figura 4.18: (a) Imagem de microscopia eletronica de varredura da superficie referente a amostra VB-810
e mapeamento quimico por meio de EDS dos elementos (b) O, (c) Ca, (d) Na e (e) P.
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A partir de 810 °C, a morfologia da superficie muda drasticamente,
apresentando graos em forma de blocos, agulhas e esferas. A segregacao de fases
fica ainda mais evidente no mapeamento quimico mostrado nas Figura 4.18 (b-e). Na
imagem é possivel verificar pelo menos trés morfologias diferentes. Uma estrutura em
forma de blocos, assim como observada nas andlises de MEV, apresentando alta
concentracdo de Ca e Na (seta azul) sem a presenca visivel de P e abaixo das
estruturas de blocos, também foi observada uma camada lisa, tipica da formacéo de
fase liquida (seta verde), conforme identificado na Figura 4.18a. De acordo com o
mapeamento quimico, essa fase € rica em Na e com menor presenca de Ca e P,
sugerindo a presenca de uma fase formada apenas por Oxido de sédio. Ja as
estruturas em formas esféricas sugerem uma fase rica em Ca e P (seta vermelha).
Analisando esses dados juntamente com as andlises realizadas por DRX, é possivel
dizer que essas estruturas sejam referentes a fase Fluorapatita. Para uma andlise
mais detalhada das fases sugeridas qualitativamente por meio dos mapeamentos, a
Figura 4.19 apresenta os resultados das andlises de EDS nas trés regides citadas
(marcadas na Figura 4.19 a). A Tabela 4.1 apresenta os valores das razdes teoricas
e as obtidas experimentalmente entre Ca e Na para as fases CaNaBsOg e CaNasBsO10
e entre Ca e P para a fase Cas(POas)3F. Nessa analise semiquantitativa € possivel
observar valores muito préximos dos esperados tedricamente, confirmando a
presenca das fases identificadas por DRX e sugerindo uma completa cristalizacéo da

superficie.

Tabela 4.1: Valores das razfes tedricas e experimentais para as fases CaNaBs0Og, CaNazBsO10e
Cas(POa)sF para VB-810.

Fase Razado Ca:Na Razao Ca:P Razao

experimental

CaNaBs0Og 1 - 1,03
CaNasBs010 0,33 - 0,42
Cas(POa)sF - 1,66 1,79
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Figura 4.19: (a) Superposicdo das imagens de microscopia eletronica de varredura da superficie e
dos mapeamentos quimicos referente a amostra VB-810 e espectros de EDS das regifes (b) 1, (c) 2

e (d) 3.

55



O Kal Ca Kal

Na Kal_2 P Kal

Figura 4.20: (a) Imagem de microscopia eletrénica de varredura da fratura referente a amostra VB-810 e
mapeamento quimico por meio de EDS dos elementos (b) O, (c) Ca, (d) Na e (e) P.

De acordo com o mapeamento da fratura, na amostra VB-810, (Figura 4.20), é
possivel identificar pontos esféricos ricos em Ca e P, 0 que indica o inicio do processo
de cristalizacdo no interior da amostra. Esse fendmeno ocorre devido a alta

temperatura do tratamento térmico que faz com que a amostra atinja temperaturas
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maiores em seu interior favorecendo o inicio da cristalizagdo. A razdo Ca:P obtida
para essas estruturas arredondadas foi de 1,79 (Figura 4.21), a mesma obtida para

as estruturas arredondadas da superficie.
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Figura 4.21: (a) Superposicdo das imagens de microscopia eletrdnica de varredura da fratura e dos
mapeamentos quimicos referente a amostra VB-810 e (b) espectro de EDS daregiéo 1.
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Figura 4.22: (a) Imagem de microscopia eletronica de varredura da superficie referente a amostra VB-900
e mapeamento quimico por meio de EDS dos elementos (b) O, (c) Ca, (d) Na e (e) P.

A Figura 4.22 apresenta os resultados do mapeamento quimico para a
superficie da amostra VB-900. Na imagem, Figura 4.22a, é possivel verificar
estruturas com morfologia em forma de agulhas. Nos mapeamentos quimicos,
observou-se gque essas estruturas apresentam claramente um excesso de Ca (Figura
4.22c) e P (Figura 4.22¢), indicando que essa fase seja composta por Fluorapatita.

De fato, a Fluorapatita pode apresentar estruturas em forma de agulha por possuir um
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hébito de crescimento de grdo na direcdo c da célula unitaria [90] a depender de
diversos fatores como temperatura empregada no tratamento térmico, razdo Ca:P e
dos métodos de sintese empregados [91,92]. Também € possivel observar uma
camada lisa, assim como a observada na amostra VB-810, rica em Na (Figura 4.22d).
Essa fase pode ser proveniente da separacao de fase que ocorre durante o tratamento

térmico em altas temperaturas.
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Figura 4.23: (a) Imagem de microscopia eletrénica de varredura da fratura referente a amostra VB-900 e
mapeamento quimico por meio de EDS dos elementos (b) O, (c) Ca, (d) Na e (e) P.

A Figura 4.23 apresenta os resultados do mapeamento quimico para a fratura
da amostra VB-900. Nas imagens do mapeamento dos elementos, observa-se a
presenca de estruturas retangulares (agulhas), como as presentes na superficie, com
alta concentracdo de Ca e P e baixa ou nenhuma concentracdo de Na (veja setas

vermelhas). A presenca dessas estruturas no interior da amostra, sdo mais evidentes
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gue as observadas na amostra VB-810 e corroboram com a hip6tese de que, para

altas temperaturas, inicia-se o processo de cristaliza¢do no interior da amostra.

61



4.2 Ensaios in vitro

4.2.1 Avaliagao antibacteriana

A avaliacao antibacteriana tem como objetivo investigar o quanto um material
possui capacidade de impedir a proliferacdo de bactérias. Para isso, a atividade
antimicrobiana é feita por meio de testes como a MIC (Concentragéo inibitoria minima)
e MBC (Concentracao bactericida minima). A concentracao inibitéria minima pode ser
definida como a menor concentracdo necessaria para que um agente antimicrobiano
bacteriostatico impeca o0 crescimento visivel de bactérias. J& a concentracdo
bactericida minima é dada pela concentracdo mais baixa necessaria de um agente
antibacteriano para que mate uma bactéria num periodo fixo, como por exemplo 24
horas [93].

Nos testes de avaliacdo antibacteriana realizados com os microrganismos S.
aureus e E. coli, ndo foi observado potencial antibacteriano associado a amostra
VB-C. Podemos observar que para a Estreptomicina, que foi usada como controle,
para concentracao inibitoria minima de 3,9 ug/mL ja existe atividade antibacteriana.
No entanto, para a amostra VB-C estudada neste trabalho, assim como para o biovidro
45S5 (Bioglass®), que foi usado como um vidro bioativo comparativo ja bem conhecido
com boa viabilidade celular [94], a concentragdo de 1000 ug/mL que é o maior valor
de concentracdo utilizado, as bactérias continuam vivas, ou seja, hdo apresentam
acao antibacteriana. Os resultados obtidos para MIC e MBC estao apresentados na
Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Valores da MIC (Concentragao inibitéria minima em pg/mL) e da MBC (Concentragao

bactericida minima em pg/mL) para ensaio antibacteriano in vitro com os microrganismos S.
aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922).

E. coli (-) 25922 S. aureus (+)
Amostra MIC pg/mL MBC pg/mL MIC pg/mL MBC pg/mL
45S5 1000 >1000 >1000 >1000
VB-C 1000 >1000 >1000 >1000
Estreptomicina 3.9 3.9 8 8
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4.2.2 Avaliacao citotoxica

Ensaios de citotoxicidade sdo amplamente utilizados em pesquisas e pela
indastria farmacéutica para rastrear o quanto um material, ou composto bioativo pode
ser nocivo em nivel celular. Alguns dos efeitos das substancias podem ser a inibicao
enzimatica, morte celular e variacbes na permeabilidade das membranas celulares
[87]. O teste de citotoxicidade pelo método direto MTT? é um ensaio quantitativo da
atividade mitocondrial, determinando assim a interrupcao da funcao bioquimica de
determinado biomaterial [87]. Desenvolvido por Mosmann [95], ele se baseia na
deteccao de células vivas capazes de metabolizar o sal de tetrazolio formando cristais
de formazan, estes cristais sdo dissolvidos e quantificados por meio da medida de sua
absorbancia em um espectrofotometro [96].

Os resultados obtidos para avaliagéo da citotoxicidade do vidro bioativo 45S5
e das amostras, por meio de teste in vitro com osteoblastos da linhagem MC3T3-E1,

estdo apresentados na Figura 4.24.
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Figura 4.24: Viabilidade celular de osteoblastos apds 24 h de incubagéo do biovidro 45S5 e das amostras
VB-C, VB-518, VB-576, VB-634, VB-703, VB-773, VB-810 e VB-900.

A Figura 4.24 mostra a porcentagem de viabilidade celular para diferentes

concentracdes das amostras em fibroblastos cultivados em meio a-MEM* acrescido

8 MTT: MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazodlio). Teste usado para medir a
proliferacéo celular e a citotoxicidade. Se baseia na redug¢éo do MTT, um sal amarelo sollvel em agua,
pelo efeito da atividade metabdlica celular.
4 a-MEM: Meio de cultura celular sintético composto por piruvato de sodio e todos 0s 21 aminoacidos
essenciais e 5 vitaminas adicionais.
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de 10% de SFB (Soro fetal bovino). Apos 24 horas de incubacao, a analise de MTT
foi utilizada para obter a viabilidade das células para as amostras tratadas
termicamente em comparacédo com o controle VB-C, e o biovidro padréo 45S5.

Analisando a viabilidade celular de acordo com as concentragdes e em funcéo
da temperatura, verificou-se que na concentracdo de 100 pg/ml, para a amostra
VB-C, assim como para todas tratadas termicamente, a viabilidade celular se
apresenta acima de 70%, indicando baixa toxicidade. Para a concentracdo de 400
pg/ml, a viabilidade celular apresenta um aumento ou permanece igual aos resultados
obtidos na concentragédo de 100 pg/ml em todas as amostras, exceto para 576 °C, na
gual observou-se uma pequena diminuicdo em sua porcentagem, no entanto, seus
niveis continuam acima de 70%. Para as concentracdes de 700 pug/ml e1000 pg/ml,
observou-se uma tendéncia no aumento da porcentagem da viabilidade celular, em
todas as temperaturas de tratamento térmico, com 100% ou mais. Isto sugere, que
para as maiores concentragcdes ocorreu uma inducdo no crescimento celular,
indicando que estes biomateriais podem induzir a proliferacéo celular.

De forma geral, os resultados obtidos se mostraram positivos em relacéo a
viabilidade celular, que quantifica o numero de células vivas apdés o ensaio de
citotoxicidade, pois para as diferentes concentragcdes analisadas a viabilidade
apresentou-se acima de 70%, indicando a néo citotoxicidade e a inducdo de
proliferacéo celular do material para as diferentes temperaturas de tratamento térmico

estudadas em cultura de osteoblastos.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram atingir os objetivos inicialmente
propostos de estudar a dindmica de cristalizag&o resultante do tratamento térmico
realizado no vidro bioativo da composig&o 60B203 - 4P20s - 18Na20 - 10CaF2 por meio
de técnicas de andlises térmicas (DSC-TG), andlises estruturais (Espectroscopia
Raman, Difratometria de raios X (DRX)), microestruturais (Microscopia eletronica de
varredura) e analises quimicas (Espectroscopia por energia dispersiva de raios X
(EDS)), e de avaliar a acéo antibacteriana e citotoxica por meio de testes in vitro.

Sendo assim, pode-se concluir o vidro bioativo estudado apresenta ser bastante
sensivel ao tratamento térmico mesmo em baixas temperaturas. Dessa forma, o
tratamento térmico controlado nessa composicao vitrea, pode ser utilizado como uma
ferramenta para se obter vitroceramicas com fases cristalinas desejadas. Finalmente,
mesmo com a formacdo das fases cristalinas, a nao citotoxicidade das amostras
indicam o potencial de aplicacdo dessa composi¢ao para fabricacdo de proéteses e

implantes.

65



6 PERSPECTIVAS

Durante a construcdo dessa tese, novas ideias surgiram para o0
aprofundamento das discussdes aqui realizadas, bem como, para o avanco dessa

linha de pesquisa, como segue:

e Estudo da cinética de cristalizac&o, para a determinacdo de parametros de
cristalizacdo que sdo fundamentais para uma melhor compreensao da
dindmica de formacéo das fases cristalinas;

e Estudo da bioatividade e biocompatibilidade, por meio de imersdo em fluido
corporal simulado (SBF);

e Avaliacdo das propriedades mecénicas em funcdo das temperaturas
aplicadas;

e Producdo de compositos de VB+HAp, para potencial aplicacdo em

implantes ésseos.
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