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RESUMO

O presente trabalho estudauwesposta bioativa de vitroceramicas produzidas a partir do
sistema vitreo @0z 7 5Cak i 19NaO i 14CaOi 2P.Os pulverizado em diferentes
intervalos de tamanho de particulas, sesrdtrés intervalos: abaixo de 103 pemtre 60

e 201 ume 118 e 342 um, denominadaesspectivamentgor P1, P2 e B®s quais foram
compactados e tratados termicameatél5°Cde forma que ocoesseasinterizacao de
particulas. Anises de DRX mostram a formacéaofdeescristalinas nas amostrasendo
detectadas principalmente as faGedNaBOs, CaNaBsO1o e Fluorapatita. Técnicas de
espectroscopia Raman e FTARR detectaam também a fas€aBO4 que € classificada
como fase secudda nas amostrasds micrografias obtidas pdvIEV das amostras
mostrando que o tamanho de particula influenciou principalmente na morfdigia
superficie e internaDs ensaiode bioatividadeén vitro foram feitos utilizando o método

de imersdamum periodo de 28 diasn SBF. Amicrografia das amostras, ap0s imersao,
mostraramdrmacdes de camadas de fosfato de célcio ja nas primeiras horas de interacéo
com o fluido, indicando boa nessta bioativa das amostras. Ase@s de DRX,
espectroscopia Raman e FFARR para as amostras apos imersamstaram a
degradacéo das fases der® queforam dissolvidas no meid’or fim, os ensaios de
citotoxicidademostraram que P1, P2 e R&0 apresentam toxicidade celular, podendo

ter aplicabilidade bioldgica.

Palawras-chave: Biomaterial, Vidro Bioativo de Boratd/itroceramica, Tamanho de

Particula.



ABSTRACT

The present work studied the bioactive response of-gkrssnics produced from the
vitreous system 603 1 5Cak i 19NaO i 14CaOi 2P.Os pulverized in different
particle sizantervals, in three intervalsmaller thantl03 pm, between 60201 pm and

118 - 342 pm, called, respectively, by P1, P2 and P3, which were compacted and
thermally treated, at 715°C, so that the sintering of particles occurred. XRD analyzes
show the formation of crystalline phases in the samples, being detected mainly the phases
CaNaBOs, CaNaBsOip and Fluorapatite. Raman spectroscopy and FATR
techniques also detected the @aBphase, which is classified as a secondary phase in
the samples. The miagoaphs obtained by SEM of the samples showing that the particle
size influenced mainlpn the surface and internal morphology. Tihevitro bioactivity

assays were performed using the immersion method in a period of 28 days in SBF. The
micrograph of the samples, after immersion, showed formation of layers of calcium
phosphate in the first hours of interaction with the fluid, indicating a dwoalctive
response of the samples. DRX analysis, Raman spectroscopy anéAFRIFor the
samples after immersion,®hied the degradation of the borphases that were dissolved

in the medium. Finally, the cytotoxicity assays showed that P1, P2 and P3 did not show
cellular toxicity, which may have biological applicability.

Keywords: Biomaterial,BorateBioactive GlassVitroceramics, Particle Size.
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17 INTRODUCAO

O avanco tecnoldégico possibilit@mudesenvolvimento de materiais voltados para
aplicacdes bioldgicas como implantes, enxertos e materiais que auxiliam na recuperacao
tecidual ocorrida em fraturas, esfoliagbes e cirurgiéess melhoram o berestar de

padentes e aceleramprocesso de recuperacao e reabilitacao [1].

Ao se tratar de fraturas e defeitos 6sseos o0 desenvolvimento de materiais
biologicamente compativeis e com pouca taxa de rejeicdo tecidual é um desafio que tem
sido superado com a producéo de vidros e vitroceramicas com propriedades fisicas e
guimicas quee comparam ao tecido 6sseo. O desenvolvimento de um material que tenha
baixa rejeicdo deve apresentar certas caracteristicas intrinsecas, taismaivimento
direto na formacéo Ossea, conducdo celuascularizacdo, ndo toxicidadetensao

mecanicd2].

Os vidros bioativos samateriaisinorganicosque tém sido usados em forma
granularbookse pastilhapara preenchefefeitosossos. Eles atendem a muitos critérios
de matrizes transportadoras ideais, incluindo biocompatibilidade e osteocondutividade,
além de serem biodegradave®or conta destas propriedades os vidros biativos tem
grande potencial de aplicacdo como portadores de proteinas morfogenéticas éssea, que
fazem parte de um grupo de fatores de crescimento também conhecidos como citocinas e
metalmlogenos, podendo ser empregados ctranagportador de matriz 6ssea nativa [3,
4].

As vitroceramicas sdo compostas por estruturas moleculares organizadas, sendo
obtidas por meio do tratamento térmico de vidros podendo ser formadas diferentes fases
cristalinas em suas composic¢oes. Elas podem ser produzidas diretamente de uma peca de
vidro ou a partir do vidro pulverizado. A depender do tamanho de particula ao qual o
vidro € pulverizado pode se manipular os formatos de acordo com a necessidade da
aplicacao do material, ampliando regides e aplicacdes ao qual as pecas produzidas podem

ser utlizadas [5].

Em aplicacbes biomédicas @idrose vitroceramicas podem ser utilizados na
forma de estruturasionoliticasou cmo particulas maiores que 106 de diametro

como materiais regenerativos 0ssdesonstrado propriedades antiitrobianas e arti
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inflamatorias, que sagotencialmente muito promis&x para uma variedade de
aplicacbesias areas da medicina regeneraterruti e colaboradores [Gjue estudam

os efeitos do pH na reatividade do BioGfassostraram que algumas Jdatapasde
dissolucédevam a formacao de camadas de fosfatos de cakisuperficie dbiovidro
ocorrem quando pequenparticulasdo biomaterial(< 2 mm) s&odissolvidas Além

disso, em trabalhos posteriores, estudaram a influéncia de diferentes tamanhos de
particulas na resposta bioativa do vidro, os resultados menstaea precipitacdo rapida

de uma camada de fosfato de calca maiorenergia de superficie retardou o processo

de difusdo para particulas menorpq. Da Cruz e colaboradores [8], estudaram a
influéncia do tamanho de particulas de dois tipos de hidroxiapatita, que € um material
proveniente do minério de ossos composto por fosfato de cattimtddos, a fim de
avaliar as caracteristicas fisico quimicas e biocompatibilidade do material, enintestes
vivo e concluiram quguantomaior o tamanho de particula maior a resposta inflamatoria
do material. No trabalho de Granito e Colaboradores [9] que investigou os efeitos de
diferentes biomateriais na regeneracdo 0ssea de od®srvou que quanto menor

tamanho de particula implad&mais rapidasera a reabsorcéo do biomaterial

O avanco da engenharia de materiais permite a manipulacdo dos biomateriais a
fim de formar diferentes morfologias e formatos, podendo ser adaptados a diferentes
tecidos biol6gicos. Neste viés, os de vidros bioativos tem sido empregados na producao
de estrutura que proporcionam sustento e regeneracdo 6ssea, denomisadtfedie
Do ponto de vista morfolégico, axaffoldsdevem possuir uma porosidade adequada,
com uma rede bem desenvolvida de poros interconectados cujo tamanho deve exceder
100 um, a fim @ promover a penetracdo celular, o crescimento tecidual e a
vascularizacdo, devendo apresentar uma bioatividade controlada, uma taxa de absorcéo
compativel com a taxa de regeneracdo 6ssea natural, um comportamento mecanico
comparavel ao do osso natufaD]. A producdo desses materjaigilizando vidros
bioativos pode ser feita por mei vidro pulverizado e compactadcessas pecas sao
entdo tratadas termicamente a fim de agrupar as particulas, dando sustentagdo a peca
formada. Porém, a depender da temafura de tratamento térmico, o vidro pode
transicionar do estado metaestavel vitreo de estrutura desorganizada para uma estrutura
de organizacao periddica, formando cristais, dando lugar a formacao de vitroceramicas

formadas a partir da matriz vitrea.
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A peca formada pelo tratamento térmico do vidro macerado e compactado pode
apresentar os mais diferentes formatos estruturais, apresentando porosidades e
interconexao entre 0s poros, essa caracteristica promove a osteointegra¢do no interior do

material queuxilia na fixacdo e suporte do tecido bioldgico.

Tendo em vista que a morfologia do biomaterial pode influenciar na
compatibilidade com o tecido biolégico, o presente trabalho propde o estudo do
desenvolvimento de vitroceramicas formadas a partir de vidros boratos bioativos
pulverizados e separados erfetentes intervalos de tamanhos de partjqdea avaliar

a influéncia desse na sua resposta bioativa.

Neste estudo foram empregadas diferentes técnic®m a@e caracterizar a
composicao cristalina, estrutura molesuimorfologiae dindmica de respodtiologica.
Para isto foi utilizada técnica de difratometria de Raldsavaliando a estrutura das
amostras e composicoeas fases cristalinas baseada nomponentes predecessores do
vidro. E usado também as espectroscopias no infravermelho e Raman para determinar a
composi¢cdo molecular da amostra de acordo com a busca bibliografica referente as
andlises obtidas pela difratometria de Ra{ofara os tdes de bioatividade as amostra
passaram por analis@s vitro utilizando o médo de imerséao ersimulador de fluido
corporeo, as quais foraanalisadosom respeita taxa de dissociacdo da amostra no
meio, formacdo de camadas de fosfato de célcio nas superficie das amostras, alteracdo de
pH da solucéo e micrografias via imagens de microscopia o intuito de mostrar a
mudanca morfologica das amostras apds interacdo com o meio de imerséo. O trabalho se
inicia apresentandama revisao bibliografica acerca do tema da dissertég@do como
enfoque a producéo e caracterizacdo denbieriais. Em seguida sdo mostradas as
técnicas experimentais utilizadas para producdo, caracterizacdo e analises das amostras.
Posteriormente sédo exibidos os resultadoa discussdo, e por fim conclusdo do

trabalho.
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27 REVISAO BIBLIOGRAFICA

7

Neste capulo € apresentada uma breve revisdo bibliogréfica swelhes,

vitroceramicas e biomateriais.

2.17 Vidros

Os primeiros vidros usados pela humanidade foram encontrados na natureza, na
producao de facas, pontas de flechas entre outras ferramentas de corte. Esdesaridro
obtidosda obsidianaresultado do resfriamento de lavwapodem conter uma grande
variedade de componentes como alcalinos terrosos e Oxidos de metais de transigao.
Independente da composic¢a@oprincipal constituinte € a silica. Apesar dos primeiros
vidros serem compostos principalmente por silica, a partir de 18§ifasu também os
vidros contendo féforo e Boro como componentes principais, sendo nomeados como

vidros fosfatos e borato, respectivamdtitg.

O vidro é reconhecido principalmente pela sua transparéapi&ca e com
estrutura em rede compactadagla 1. Essas redes sdo compostas em tetraedros
conectados em todos os quatro cantos, difeyente de um cristabs redes ndo séao
periddicas e simétricas réio se estendem em todas as dimensdes, caracterizando um

material isotropic¢12).

.
.
»
‘-’Q!

Figural: Estrutura a) cristalina b) vitnede SiQ. Adaptado de [14

Em temperatura ambientesvidros se comportam consdlidos, apresentando
rigidez, porém emmivel microscopico apresentam estruturas semelhantes a liquidos, o

gque da ao vidro a denominacéo de liquido sugsfriado e soélido rdcristalino[16].

Diferente de soélidos cristalinos, que ao serem aquecidos apresentam uma
temperatura caracteristica para a mudanca de fase, ou seja, ha uma mudanca abrupta do

estado solido para ogliido. J& o processo para a formacdo de um material em estado
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vitreo ndo € notadama temperatura espéca para a transicdo de &asgue passa do
sélido para um tjuido muito viscoso e entédo para liquido. Para a obtenc&do de um vidro
por meio do resfriament@ necesséario que o material atinja uma certa temperatura
chamada de temperatura de transicdo Vi{fBg), esta temperatura dependiz
composicao do vidro e da taxa de resfriamento. Quanto maior a taxa de resfriamento,
maior a temperatura de transicao. Logara se obter um vidro por meiorgsfriamento

€ necessario um cuidado extra com o temi@h [

Para a obtencdo de um vidro € necessario que o mesianado fundidpseja
resfriado &aixo da temperatura de transicdo vitrea. Em um diagrama de eetalpia
funcdo da temperaturaigara 2, podemos considerar um material com um certo volume
em uma temperatura acima danperatura de fusdo. Quando guldo é resfriado a
estrutura atbmica do fundido ira mudar de acordo com a temperatura ndwupudito €
mantido. Resfrialo material abaixo da temperatura de fusdo de crigalltaria na
formagéo de unarranjo atdmico periédico de longo alcance. Quando isso ocorre a
entalpia diminui drasticamente até o valor apropriado para formar um cristal. Porém, se
o liquido puder ser resfriado abaixo da temperatura de fusédo do cristal sem cristalizacao,
obtémse um liquido superesfriado. A medida que ogliido é resfriado, are o
aumento da viscosidade.ua certa temperatura a viscosidade se torna tdo grande que
0S atomos nao conseguem mais se rearrgaja atingir o equilibrio. Nestponto a
entalpia comeca desviar da linha de equilibrio, seguindo uma curva de declive
gradualmente decrescente, até que finalmente passa a ser determinada pela capacidade
calorifica do liquido congelado, ou seja, a viscosidade-senao grande que a estrutura

do liquidose torndixa e ndo é mais dependente da temperafiia [
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L/iquido

Entalpia —»

Tg  Tg Tm
Temperatura —»

Figura2: Mudancga na entalpia durante o resfriatnate um iquido. Tg representam as reg@is
temperatura de transig&itrea; Tm a temperatura deséio. Adaptado de [1b

A regido qe delimita equilibrio entre oduido e o sélido congelado € chamada
de regi® de transformacao vitrea, nessgido temos Tg. Com uma taxa de resfriamento
mais lenta a entalpia do material entra em equilibrio para temperaturas mais baixas, assim

formando um fluido completamente congelatib] |

Além do controle de resfriamento do fundids materiais precursores do vidro
devem sedevidamente selecionados parfancdo que cada um exerce na formacéo da
matriz vitrea. Ha os formadores de rede que sdo responsaveis por conectar a rede como
um todo, gerando a distribuicdo tridimensional aleatdria caracteristica de vidros, 0s
principais agentes formadores sdo $i®0s e B;O3 [11, 14. Os agentes fundentes s&o
usados para diminuir a temperatura de fusdo dos agentes formadores peisedta
temperatura de fusdo dificulta a obtencdo derogid & agentes fundentes sé&o
principalmente 6xidos de metais alcalinosnocalcio, litio, sddio entre outros. Também
ha os agentes modificadores de rede que controlam os efeitos colaterais dos agentes
fundentes na formacdo da rede vitrea, entre esses materiais se encontram o0 metais
alcalinoterrosos e 6xidos de metais de tigfis e principalmentexido de aluminio. Por
altimo temosos agentes de refino sdo usados na composi¢cao do vidro para remocao de
bolhas no fundido e sdo adicionados em quantidades muito pequenas, porém sao de
grande importancia para garantir a qualidadal filo produto. Bntre esses matais se
encontram KN@, NaNGs, NaCl, fluoretos como CaFNaF, NgAlF3 e alguns sulfatos.
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E importante notar também que o mesmo material pode ser usado para diferentes
finalidades, como por exemplo o Gague pode ser usado também como um agente
fundente 11, 12, 17, 1p

2.1.17 Vidros Borato

Apesar dos vidros ndo terem arranjo atdmico perioédico a longo alcance como
cristais, a curta distancia os vidros mantém uma ordem dependente da composi¢cdo. Em
vidros borato dBoro tende a se conectar com 3 oxigénformando unidades de BO
triangulares planares, que se encontram em forma aleatoria na matrizeitexaados
por pontes de oxigénio formando um sistema de anéis boroy@4)(B®s quaipor sua

vez sdo conectados a outros anéis boroxol por unidadessdsdB@od12].

A presenca de Oxidos modificadores em estratuiieas causa guebra das
pontes de oxigénio.dPém, em vidros borato a igdo de modificadores acarreta
mudanca na coordenacdo dos grupos trigonais d@&@grupos tetraédricos BOcom
carga negativa e para equilibde carga um céation modificador é ligaéloede. Esses
novos grupos podem se rearranjar em anéis com um ou dois tetrpediesdo forma
estruturas maiores como diboratos entre outras estruturas vitresgogiestradas na
Figura 3 [R, 15. Entretantocom o aumento da adicdo de modificadores a formacéo de
grupos tetraédricos retornam as unidades trigonais diminuindo o grau de polimerizagédo
da matriz vitrea, formando pontes de oxigénio ndo ligantes que formardo anéis e cadeias
de metaborato e pirobordtbl, 15 16].

(a) o (b) e fe) @
¥, @ .
0—B o—8B 0—B—0
! ", v Ay I
2—B, _o 8—B, e 2—8, 0 fe—rar
_ 0— |
e N, 0—8—0
- &
(d) o (@ (f
0—B 0. 0
\ o O ~g~" B
0—8 o @-p-O~p-~8-? d B
T | . l. |_ 'D' I:'}'
0—B,_ 0 o o

Figura3: Unidades superestruturais pess$ em vidro borato: (a) anel boroxol, (b) anel borato, (c)grupo
diboratq (d) anel de metaborato, (e) cadeia metaborato e (f) piroborato. Sendo @ os atorigérde
ligados. Adaptado de [15
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2.271 Vitroceramicas

A vitroceramica prové do tratamemt térmico de um material vitreo, sendo
necessariceuaquecimento entemperaturas acima dantperatura de transicao vitrea.
Acima dessa temperatura caracteristica, o material que se encontra em estado amorfo
passa pelo processo de nucleagé@econsiste na formacéo de rede cristalinas a partir da
estrutura amorfa do vidro por meio da diminuicdo da energia livre do sjstenda
ocorre oprocesso de estruturacao triéinsional dos arranjos atdbmicogoemada uma
rede bidimensional de estrutura organizada e periodica, assim formando um sdlido
cristalina Esteprocesso pode ser caracterizado por uma curva de liberacdo de calor em
analises de DTA e DS[11, 1§

No estado vitreo o vidro apresenta nucleos indetectaveis, apos atingir a
temperatura de transicdo vitrea ocorre o crescimento dos ndcleos quedardesm
vistosa olho ny o desenvolvimento dos ndcleos acarreta ardiipéio da viscosidade do
vidro. Ao atingir temperatura suficiente para a cristalizagao a fluidez e nucteag#ivo
€ interrompida devido @esisténcia de liberacdo de calor, e entdo ocorre a reestruturacédo
molecular do material que passa a apresentar estrutura peridédica e deganiza

camacteristica de cristais [L8)sprocessede nucleacae cristalizacasaoilustrads na

Figura 4
a) ""-\‘l': . @k\@
I T @ @
St @@@@
S % L
b) »
jalh

Figura4: Processos de a) nucleacgéo e cristalizacéo e b) sinterizacéo deAdtapsdo de [19

Por ser uma estrutura metaestavel o vidro apresenta certa fragilidade mecanica
quando comparavel a vitre@micg a qualtem grande resisténcia a ruptura relativa.
Além disso, também apresenta as mais diversas propriedades luminescentes, magnéticas,

entre outras que sdo aplicavais éiferentes areas de pesqyikg.

23



O processo de cristalizacdo ocorre de duas formas, sendo a primeira e mais comum
a heterogéneguando a cristalizacdo acontece a partir dos nucleos espalhados pela rede
vitrea do materialcriando cristais em diferentes pontos do material até que ocorra a
completa formacédo da vitroceramica. Ja o segundo mecanismo de cristalizacdo decorre
de forma homogénea a partir do desenvolvimento de fases a partir dos constituintes da
matriz vitrea. Apsar da diferencantre osdo processo de cristalizacdo homogéneo e
heterogéneo, ambos acontecem a partir da superficie dpdedemcadeando a formacao

de cristais até as camadas mais internas do mdfeljdl8, 19.

Ao se tratar de vidro pulverizado, o processo de cristalizagdo ocorre de forma
similar a nucleacdo heterogéneadamado de sinterizacésutores como Matusita, Ray
e Yi Hu, estudaram a dinamica de cristalizacdo de vidros em funcdo do tamanho de
particula De forma geral, os trabalhos mostraraoe g energia necessaria para que
ocorra a sinterizacado do p6 de vidro compactado cresce com o tamanho de particula
Fatores comdo tempo de exposi¢cao a temperatura e da presséo aplicada no momento da

compactacdadambém sadatores que influenciam na cristalizacdo do matgiat 24).

2.37 Dinamica de Particulas

Como mencionado anteriormente, existgArios parametros qudevem ser
levados em consideragdo no processo de sinterizagcdo de vitroceramicas. Adequando e
padronizando o tratamento térmico de vidros pulverizados, o tamanho de padicula
mostra o Unico fator queode influenciar na formacao de nucleacéo e consequentemente
cristalizacdo e sinterizacao de vidros pulverizados e compactados. Para particulas maiores
a area de superficie efetiva, ou segarazdo entre volume e area, € menor quando
comparado a pticulas menores. Assim, quando o processo de nucleacao, quedecorre
formaunidimensionaliniciada superficie para o interior do vides particulas menores

estardcsujeitas a maiores dindmicas de cristalizacéo [24].

Com isso, podse esperar temperaturas de transi¢oes de estados diferentes para
intervalos de tamanho de particulas difererifes.curvas de atiges térmicasmenores
tamanhos de particulas apresentam temperedumaateristicade transicdes vitreas (Tg),
cristalizacao (Tp) e fundicdo (Tm) menores [23]. Pelo fato de partimdasres terem

maior area de superficie efetjes transicdes vitreas de um mesmo vidro poasorrer
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de forma mais abrupta que paecas macicasima vez que a nucleacao no interior do

vidro acontece apos a total cristalizacdo da superficie [22].

O processo de sinterizacdo leva a aglomeracéao de particulas cristedjnapode
causar alteracdo no processo de cristalizacdo devido a presenc¢a de ndcleos vitreos ainda
nao cristalizados que retardampsocessos de difusdo térmipmdendo criar estruturas
ndo homogéneas formadas tanto por vidro quanto ceramicas, dando origem a
vitroceramicas com diferentes fases cristalif288. Logo, ao se tratar da producao de
vitroceramicas, deve ser avaliadsas condi¢cdes de disposi¢cdo de material, adequando
os parametros de formacgdo de tais a finalidade que é esperattaproduto formado
pelo tratamento térmico [21].

241 Biomateriais

Com o avanco cierfito e tecnologicpabusca por melhoramento no tratamento
de tecidosbiologicos deteriorados devido a ferimentos, acidentes, envelhecimento,
doencas e outros fatores que podem prejudicar a saude humamaem varias areas
do conhecimentocoma biologia, engenharia, medicina, fisica e quimgzmpre
buscando materiais que auxiliem na regeneracdo ou até na substituicdo de tecidos. Os
materiais que apresentam essa capacidade de auxiliar na regeneracéao de tecidos, acelerar
ou induzir crescimento de células e até mesmo terepnipdades semelhantes o bastante
para que possa ser feita a substituicdo dos tecidos pelos mesmos sdo chamados de

biomateriaid1].

Apesar da pesquisaem biomateriaigerémse intensificando cada vez mais, a
utilizacédo de materiais para reparacao de partes do corpo humano tem registros historicos
gue evidenciam a substituicdo de dentes humanos por dentes biixadlos por fos de
ourg, datadas de 600 a.C. [25,]26

O termo biomaterial foi intragzido acomunidade cientifica nos anos de 1960
juntamente com a criacd@a Sociedade Americana e Eurigpée Biomateriais quem
seu primeirgcongresso definiu que qualquer substéa ou combinacdo de substancia,
gue ndo sejam drogas, de origem animal ou sintética que podem ser usadas por um
periodo de tempo, como parte ou como um todo de sistemas que tratam, aumentam ou

substituem quaisquer teds, 6rgdos ou fun¢des do corpodta como sendo um
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biomaterial. Bsteriormente materiais com essas propriedades passaram a ser definidos
como a primeira geragao de biomateriais. Atualmemmaieriais sao definidos como:
materiais com propoésito de interagir com sistemas biolégicos para avaliar, tratar,

aumentar ou repajuaisquer tecidg®rgao ou funcéo do corpo [25

Osprimeiros biomateriais foram direcionados a reparos de Qrgdmso minimo
de toxicidade para o hospedeiro sentigjoritariamente bioinertesidas metélicas séo
exemplos desse tipo de material. Com o0 avanco da pesquisa e tecrelpgizima
geracao de biomateriais foi desenvolvida de forma que o matedesgenteragir com
o0 tecido biolégico podendo ser reabsorvidos pelo sistema, como vidros, éitrmeer e

polimerosde origem sintética ou natural [2%].

A geracgéo seguinte de biomaterfasdesenvolvida pela engenharia de tecidos
sendodestinada a producdo de materiais capazes de regenerar e induzir crescimento de
tecidos vivos. Exemplodesses materiais sdo cimentssebs reabsorviveis, cartilagem,

peles artificiais escaffoldsde vidro, vitrocerénicas e ceramicas bioativgas).

Ha tambémbiomatriais que sdo desenvolvidos com o intuito de auxiliar na
regeneracao de telds por meio de estimulos bideiéos. Além disspesses materiais
possibilitmo monitoramento eletrénico do efeito do material quando implairiadio,
bem como fornecendaformacdes para fins de diagnésticosntribuindoem pesquisas
clinicas. Materiais a base de carbono, polimeros condutores piezoelétricos que respondem

a sinais elétricos externasio usads para esse tipo de aplica¢2.

As substancias utilizadas como biomateriais ou em sua producdo devem
apresentaralguns requisitos essenciatsis como: biocompatibilidade- o material
implantado deve promover a integracao junto ao tesmlm sofrer a liberacdo de
substancias tdcas; resisténcia processos de esterilizacéomo o condicionamenta
radiacdo gama, gasxieetileno e autoclavagem sem perder a suas propriedades;
biofuncionaildae - deve apresentar propriedades adequadas para a repg@ifies na
qual serd utilizade manufaturabilidade capacidade de fabricacdo e producédo do
material[27 - 29).

Os biomateriasém diferentes modos de serem disposaodepender do tecido
tratadqg a fim de proporcionar melhor integracéo entre a substancia do biomaterial e 0
tecido. Assim, os biomateriais se classificam principalmente como: Inertes, que para que

haja interagé@o e crescimento com o tecido onde o material foi implantado, é necessario
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gue 0s mesmos sejam fixados pwio de parafusos ou atadurasgsos que séao fixados

por meio de crescimento de tecidos através de gomsendo uma ligacdo mecanica;
bioativos, ao serem implantaddsvem secapazes de se ligarem aos tecidos por meio de
crescimento de camadas formadas por trocas idnicas, dissolucdo e pregipitacao
reabsorviveis que apos a implantacdo sao absorvidos e posteriormente substituidos pelos
tecidos remanescentes do local de aplicacdo do mesmo, nesta classe de materiais podemos
citar como exemplo as viceld@micas e vidros bioativd®8 - 30].

2.4.17 Vidros e Vitroceramicas Bioativas

O primeiro vidro bioativo foi desenvolvido por Hench na década de fj9&@do
pesquisava meios de melhorar a rejeicdo do corpo humano aos implantes que eram feitos
principalmente por metais polimeros sintéticos. A intens@ie Hench era criar um
material capade formar camadas de Hidroxiapatita (IHgue por consequénciamseria
rejeitado pelo corpo. Bamada formada pelo material € uma importante etapa para adeséao

do material ao tecido celular [BO

O vidro criado por Hench é feito a partir de uma base de silicato cuja composicéo
€ 45SiQ - 24,5Na0 i 24,5Ca0 6P-0Os que posteriormente foi registrado sobre a marca
Bioglas§ [30], essa composi¢do apresenta uma boa resposta bioativa, com dissocia¢éo
compativel com o processamento celular ésseo. Vidros lbeativbase de silicato
apresenta dissociacao lenfasendo ideais para regibes que precisam de tempo para
cicatrizar. Diferente dos vids silicatos, vidros a base derB tem baixa resisténcia

guimica, o que torna sua absorc¢ao rapida, sendointitado para tecidos mol2].

O tratameto térmico de vidros acarreaaformacao de vitroceramicdeymando
diferentes fasesristalinasno materialo que pode influencisem sua resposta bioativa.
Ademaisa producdo de vitroceramicas possibilita o desenvolvimergcadtoldsa partir
do vidro pulverizado e compactado por meio da mistura de materiais fesatk poro
com o po de vidr§31]. A vitrocerdmicaapresenta melhor resisténcia mecanica e quimica
guando comparada ao vidro bioatj\yo que possibilitdiversas aplicacdes enfatentes

tipos de tecidos biolégicpempregando devida manufatuia vidro[32, 33.

Um dos modos de avaliar a bioatividadke um material é o teste vitro por

imersdo emsimulador de fluido corporeo, 8BF, do inglésSimulated Body Fluid
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deenvolvido por Kokubo e Takadama. O SBpossui propriedades similares a
composicao do plasnsanguineo, de tal forma que quando utilizado como solugéo para
imersagprovoca reacdes quimicas no material que deserzac formacgéo de canesd

apatiticas em sua superfieieem caso de matais porososnos intersticios [34

2.57 Mecanismo de Formacéo de Camada

Como denotado aniermente, ummaterial quetém por caacteristica formar
camadas apaditas em sua superficie quando em contato com tecidos biologicos é dito
biocompative[30]. Segundo Hench e WilsdB5], aformacdo da camada segue algumas
etapas.Primeirg dois estagios envolvem as reacfes de troca idnica entre 0s ions
modificadores da rede vitrea, como os ions de Calcio, Sédio e Hidrogénio do meio que
promovem didrolise de grupos de silicgeguida pela formacao deiSDH na superficie
do vidro. No estagio tréscorre a condensacao e polimerizacdo de uma camada rica em
SiOz nasuperficie, enquanto o estagio quatnplica na migracéo ions de €& PQ3'
do SBFpara a camada rica em Sil@evando a formaip de camada de fosfato de calcio
amorfo (ACP). No estégio final, absorcdo de ions adicionais do meio, com@CQA'

e Nd na camada ACRromove a conversd@®d®CP em HA via cristaliza¢cg86).

Vidros a base de borato seguemm mecanismosemelhantede formacédo da
camada dé&lA, conforme descrito para vidros & base de silicato, exceto pela formacéo da
camada rica em SiOA taxa de dissolucado € mais rapida do vidro de borato quando
comparada ao silicatalevido a sua menor durabilidade quim®endo esta considerada
principal raz&o por tras da rapida taxa de deposicdo de material semelhante @A em
superficie Quando os vidros de borato sdo imersos em uma solucédo diluida de fosfato,
ocorre prineiro a dissolugdo dos ions de Sodio esB@a estrutura do vidro para a
solucdo. Entdo, assurse que os ions R&'do meio reagem com os ions?Ckevando
a nucleacdo e cresoimto de HA[36]. E ilustrado na igura5 a dinamica de formac&o

de camada e dissociacao de vidros silicato e borato.
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Figura5: Dinamica de interacéo de vidros bioativos em imerséo em solucao de fosfato. Adap&#jo de [

Vidro em Imersio

A dinamica de formacao de camada em vitroceramicas é similar a que ocorre nos
vidros sendo que a dissociacdo ocorre a partir da decomposicdo dos, aiitaisle
liberar os ions formadores. E sabido também que a composi¢cdo do vidro, carga
superficial, tipos de meio e as condi¢cOes de teste séo os fatores com maior influéncia que

afetam a nucleacao de apmaem materiais bioativd87].
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37 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulestdo descritos os procedimentos e técnicas experimentais para
preparacdo e analise das amostras estudadas.

3.17 Preparacao das amostras

As amostras usadas nestgbalho sdo dem vidro a base dedso, do sistema
vitreo 60BO3 7 5CaFi (20-x)NaO i (15x)CaOi (2x)P.0Os, com (x = 1), o qual foi
estudado previamente em nosso grepm colaboragédo com a Universidade Federal do
Maranh&o, campus de Impeiat resultando em teses de doutorado e dissertacao de
mestrado [3§ 41]. Na tese de doutorado de Portes,[a8mostra denominada BY2
composta pela estequiometria 6ABT 5CaFi 19Na0O 1 14Cali 2P.Os apresentou 0s
melhores resultados nos testes de bioatividadiro. Posteriormente, o BV2 foi tratado
termicamente, resultando na dissertagdo de mestrado de Gibin [41], que mostrou boa
bioatividade nas vitroceramicas obtidas. Diante dos bons resultados prévios da
bioatividade e ensaios bioldgicos, foi escolhida parategialno a amostra BV2 tratada
termicamente em 715°C, denominada daqui em diante como 60B352para o estudo
da nfluéncia do tamanho de particula na bioatividade da vitroceramica de borato. O vidro

borato BV2 sem tratamento térmico serd denominado de 60B5F2P.

Todos os reagentes utilizados na producao do vidro 60B5F2P séo da marca Sigma
Aldrich®, com grau de pureza entre 98 e 99,99%, e estdo descritos na Tabela 1 os seus
respectivos percentuais em massa (wt.) e mol. Os reagentes tiveram suas massas aferidas
em uma balanca analitica Shimadzu modelo UW220D com precisdo de 0,1mg.
Inicialmente o CaGpe o NaCOs passaram pelo processo de desgaseificacdo, que
consiste em retirar o gas carbbnice deagentes, afim de obter os 6xidos CaO gONa
gue sao aquecidos e ntigios por uma hora, respectivamente em 900 °C e 450°C. Apés
este passo, os reagentes foram homogeneizados e transferidos para um cadinho de platina,
que foi colocado em um forno convencional para fuséo.

Tabelal:Composi¢cédo do 60B5F2P em % de massa (wt.) e mol.
B-Os Cak NaO CaO P.Os
wt. (%) ‘ 60 5 19 14 2
mol (%) ‘ 578 4,1 205 16,7 0,9
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A fus@o da mistura dos reagentes ocorreu em 1100°C e permaneceu por 15
minutos para homogeneizacao. Apos esse passo o fundido é vertido em um molde de aco
inoxidavel, aquecido a 450°C (abaixo da transi¢ao vitrea do vidro), sofrendo um rpido
resfriamentoEm seguida, para a eliminacao de tensdes internas e estabilizacdo da fase
amorfa do vidroelefoi tratado termicamente a 450°C por 6 horas e resfriado por inércia

térmica até a temperatusanbiente na Figura 6 € exibida o vidro apds preparo

Apbs a producédo do vidro, o material foi pulverizado em um almofariz de agata e
entdo peneirado em peneiras de nylon em trés intervalos de tamanho de particula: <
62,5um, entre 93,0 e 125,0um e entre 180,0 e 250,0um. Posteriormente o p6 em cada
intervalo de tamanho de particula foi compactado por 10 minutos em uma prensa
hidraulica uniaxial Struers modelo Tempopress 2, com pressao de S&MEado um
molde cilindrico de 5mm de didametro e 2mm de espessura. Apds a prensagem, as
amostras foram tratadasrecamente por 2 horas a 715°C com uma taxa de aquecimento
de 3°C/min em atmosfera ambientess pastilhas prontas sdo mostradas na figura 6
Denominamos as amostras de acordo com o intervalo de tamanho de particula: < 62,5um,
entre 93,0 125,0um e entre 180;®250,0um.

— .';; J ........ T

Figura6: Fotos do Vidro Borato Bioativ6OB5F2P e das pastilhas 60B5F2E5 em diferentes tamanho
de particula. Imagem foi obtida por uma camera de smartghaadundo papel milimetrado.
3.27 Analise de tamanho de particula

A Analise de tamanho de particula foi feita por um analisador de particulas
Bettersizer modelbaser Particle Size Analyser Bettersizer\8D, utilizando o método

de espalhamento MIE equipado com uma fonte de exitagdo em G@&riancente ao
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Grupo de Estudos Multidisciplinares do Ambiente (GENM#9 Universidade Estadual
de Maringad (UEM). O p6 previamente selecionado nos trés intervalos de tamanho de
particula, foi depositado no porta amostra em suspensao por ultrassom com agua destilada

por 2 minutos antes da analise. O resultado da medida smédia de 3 varreduras.

3.31 Analise Térmica

A analise térmica foi realizada em um analisador termogravimétrico da Shimadzu
modelo DTG60, pertencente ao Laboratério de Analises Térmicas (LAT) da
Universidade Federal do Maranhia@ampus Imperatriz (UFMAem colaboragcéo com
a Prof2. Dr2, Franciana Pedrochi, a fim de determinar as temperaturas caracteristicas de
transicdo de fase das amostras. As medidas foram realizadas com o vidro pulverizado nos
trés intervalos de tamanho de particula em cadinhos despledm taxa de aquecimento
de 3°C/min de temperatura ambiente até 90@t€ atmosfera controlada por fluxo de

Nitrogénio com vazao de 40ml/min.

3.471 Difratometria de Raios-X (DRX)

A obtencédo dos difratogramas das amostras antes e p6s imersdo em SBF foi feita
utilizando um difratbmetro de raidé Shimadzu modelo XDR 700Q pertencente ao
Grupo de Desenvolvimento e Inovagdo em Dispositivos Multifuncionais (GDDBM)
Uni versidade Estadual de Maring8 (UEM), por
do cobre, sobre tensdo de 35kV e 30mA de corrente. As amostras em p0, nos trés
intervalos de granulometria, foram dispostas em um porta amostra de vidro e cada medida

foi realizada em tempatura ambiente com passo de 0,3°/min de 7° a 65°.

3.57 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram adquiridos em um microscopio Raman C@&mntdeal
Optik GmbH, EttilingerDEU modelo Senterra, pertencente ao Complexo de Centrais de
Apoio a Pesquisa (COMCARJaUniversidade Estadual de Marindd€M), com fonte
excitacao laser em 5861, poténcia nominal de 20 mW, sendo este focado na superficie

das amostrasitegras, antes e pos imersao em SBikzando uma lente de magnificacéo
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de 20x. Todas amnalisedoram realizadas em temperatura ambientada espectro foi

obtido com a seguinte configuragéo: tempo de aquisicao desBijcéo espectral de 3 a
5cmt no intervalo de 1800 a 3681, cada medida é a média de 30 varreddiagos os
espectros foram normalizados pelo vetor normalizacéo e submetidos a correcéo de linha

de base utilizando softwareOPUS

3.61 Espectroscopia no Infravermelhopor Transformada de Fourier i Refletancia
Total Atenuada (FTIR-ATR)

Os espectos foram obtidos a partir do pé das amostras, antes e pos imersdo em
SBF, por meio de um Espectrometro no Infravermelho com Transformada de Fourier
Bruker Optik GmbH, Ettilinger DEU modelo Bruker Vertex 70v FTIR, acoplado a um
acessorio de Refl&gncia Total Atenuada (ATR) modelo Platinum ATR Unit A225 com
cristal de diamantepertencente ao Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa
(COMCAP), da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Os espectros foram obtidos
de 4000 a 400 crhcom resolucéo esptal de 4crtt, sendo cada espectro uma média de
128 varreduras. Todas as medidas foram realizadas a temperatura ambiente e 0s espectros
normalizados pelo vetor normalizac&o e submetidos a corre¢éo de linha de base utilizando
o softwareOPUS.

3.77 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A analise morfolégica da superficie e da fratura das amostras antes e pos imerséo
em SBF, foram realizadas utilizando um microscopio eletrénico de varredura FEI modelo
Quanta 250, pertencente @omplexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP) da
Universidade Estadual de Maringa (UEM). &wostras foram inicialmente metalizadas
com a deposicdo de pds de ouro stmbse asimagens foram feitas em diferentes
ampliacdes provenientes do feixe de elétrons acelerado a 20keV. As analises de EDS
foram obtidas utilizando um sensor de energia dispersi@xfttad Instrumentsnodelo
AZtecOne.
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3.81 Avaliacao de Bioatividade (n vitro)

Os ensaios de bioatividads,vitro, das amostras foram feitos a partir da imerséo
das pecas em SBF, preparado em acordo com o protocolo desenvolvido por Kokubo e
Takadama [34]. A Tabela 2 apresenta os reagentes e quantidades utilizadas. Os testes de
bioativadade sdo realizados a fim deliaveo crescimento de camadas de fosfato de

calcio, também chandade apatitica, sobre a superficie do biomaterial.

O SBFfoi preparado separando 700ml de agua ultrapura-@fjiem um béquer
plastico, posteriormente aquecido e mantido em 36,5°C por meio de um banho térmico.
Apés atingida a estabilidade térmicas reagentes presentes na Tabela 2 foram
adicionados ao recipiente seguindo a respectiva ordem, de modo que o préximo reagente
seja adicionado a mistura ap0s o reagente anterior ter sido completamente dissolvido na
solucéo com o auxilio de um agitador mético. Apos a diluicdo de todos os reagentes
€ adicionada 4gualtrapura na solucdo até completar 10QQmhel modo queela esteja
estabilizada a 36,5°C e pH em ,7aderidos com um phinetro MS Tecnopon modelo
MPA 210. O fluido é entdo resfriado a temperatura ambiente e filtrado com filtro de
seringa Merk Millipore de 0,22um, e entdo armazenado em frasco plastico a temperatura
entre 6 e 10°C.

Tabela2: Reagentes utilizados na producnSBF na ordem de dissoludad].
Ordem  Reagente Quantidade (g

1 NaCl 8,035
2 NaHCQ 0,355
3 KCl 0,225
4 | K:HPQ, 3H,0 0,231
5 | MgCl6H0 0,311
6 1.0M-HCI 39ml
7 | CaCh2H,0 0,387
8 Na:SO; 0,072
9 Tris 6,118
10 1.0M-HCI 0-5ml

Com o SBF preparado, as amostras foram colocadas em imersdo no SBF em tubos

plastices do tipo Falconcom capacidade de 50ml, suspensas por prendedores plasticos
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seguindo a proporcao de 0,1ml de SBF para cada mmz? de pesficsal da amostra. A

Figura 7ilustra o posicionamento das amosfrara imersao.

Figura7:llustracdo da disposi¢cdo da amostra em imersdo em SBF. Adaptado de [34].

As amatras em imerséo foram mantidas em banho térmico a 36,5°C nos periodos
de 0,25, 1, 4, 7, 14, 21 e 28 dias, sendo n = 3 para cada periodo de cada um dos grupos
experimentais. Apos cada periodo de imersdo as amostras foram retiradas, enxaguadas
gentilmente cm 4gua ultrapura, secas em temperatura ambiente em placa Petri cobertas

por papel aluminio por um dia e armazenadas em dissecadores para analises futuras.

3.971 Avaliacéo de pH eperda de massa

Os valores de pH da solucao pos imersao foram aferidos utilizando e {péf
MS Tecnopon modelo MPA 210, previamente calibrado com solu¢des tampéo de pH 4,0,
7,0 e 10,0 com precisao de + 0,001, a temperatura de 36,5°C e preciséo de + 0,1, sendo
uma médiale 3 amostras para cada tempo de imersédo, para cada grupo experimental. A
perda de massa das amostras foi obtida por comparativo com a massa da amostra pré
imersdo que foi aferida por uma balanca analitica Shimadzu modelo UW220D com
precisdo de 0,1mg.

3.107 Espectroscopia de Emissao em Plasma de Mie@ndas (MP-AES)

As analises de concentracdo de ions liberado nas solucdes apos imersdo das
amostras durante cada peripidorealizada em colaboracdo com o Professor Dr. Marcelo

Augusto Batista do Departamento de Agronomia da Universidade Estadual de Maringa
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(UEM). Foi utilizado um espectrometro de emissdo em plasma de-omdes Agilent
Technologies modelo MRES 4200 por meio da utilizagcdo da técnica de curva de
calibracdo utilizando amostras padrdées. Cada medida € uma média de trés aquisicbes de
3 segundogle exposicdo que foram obtidas apds 12 segundos de estabilizacdo. As
solucdes apods imersao foram previamente diluidas em agua ultrapura, na propor¢éao de 1
de amostra para 20ml de agua e bombeadas utilizando uma bomba peristéltica com
rotacdo de 15RPM. Fam obtidas as concentra¢cfes dos ions de Calcio (Ca) e Fésforo

(P), nos comprimentos de onda em: 445dm& 213,618 nm, respectivamente.

3.1171 Avaliacdo da viabilidade celular pelo método colorimétrico MTT

A avaliacdo da atividade citotoxica das vitroceramicas foi realizada em
colaboragéo com o Profes®Dr. Celso Vataru Nakamurar2. Nilma de Souza Fernandes
e adoutorandaVe. Karine Campos Nungdo Laboratério de Inovagdo Tecnoldgica no
Desenvolvimento de Farmacos e Cosméticos da Universidade Estadual de Maringa
(UEM). Foramutilizadas em células de poSteoblasticas, da linhagem MCT3E3.
Para isso asélulas foram ressuspendidas a concentracéo de 2 &kdlds/m em meio
UMEM acrescid de 10% de SFB, adicionado £0®0s pocos da placa de 96gos, e
incubadas por 24h a 3Z e 5% de C@ Os materiais testados foram solubilizados em
DMSO e diluidos em meio paraasconceat- »es 1000, 7.&mMseqgudl® 0 e 10
foram adicionados sobre a monoeala celular e incubados porh24nas mesmas
condi¢cdes. Apodsa incubacdo, foi adicionado & de s ol u- «(@5 de MTT
dimetiltiazol2-il) -2,5-difeniltetrazdlio) a 2mg/mlA placa foi incubada por 4 h a 37°C
com 5% de CQ(protegido da luz) e adicionados 5 de DMSO. A |l eitur a
em leitor de microplaca BKDEK modelo Power Wave X8&m 570 nm.
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47 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.17 Parte | T Pré-Imerséo

Neste capitulo é abordado a caracterizacdo das amostras antes de imersdo em SBF,
no qual sdo apresentadas as analises de tamanpartttrila, térmica, cristalodia,

espectroscopica e morfoldgica das amostras.

4.1.17 Tamanho de particula

A analise de tamanho de particula dos grupos experimentais (gr6g,B03,01
125,0 pum) e (180,0 250,0 um) mostra uma distribuicdo de diferentes tamanhos, como
notado na Figura .8A amostra com menor tamanho de particulas apresenta particulas
predominantemente entre 9 e 103 um de tamanho, o intervalo de relevancia de tamanho
de particula foi adotado de acordo com Cruz e Safopsendo o intervalo que
compreende 90% da maior parte distribuicdo de tamanho de particula. Assim sendo, a
amostra com tamanho de particulas intermediario apresenta mais particulas de tamanhos
entre 60 e 20[im com tamanho médio em torno O um obtido pelo método de ajuste
de LogNormale por fim a amostra com maior tamanho de particula tem predominancia
de tamanhos entre 118 e 342 um e tamanho médio de 191um. Assim sendo, as amostras
sdo denominadas de acordo com o intervalo de tamanho de particula, sebhdix®de
103 pum,P2 entre 60 e 201 um P3 entrel18 e 342 um. Por apresentar mais de uma
concentracdo de tamanho de particula, a amostra P1 teve trés regides caracteristicas de

tamanhade particula, apresentando tamanho médio em 2, 6 e 75 um.

A presenca de particulas maiores apés a peneiracao € justificada por consequéncia
do processo de pulverizacdo das amostras, que consiste na quebra de particulas por meio
de choques mecanicos, formando particulas de diferentes formatos de particulas que
podem atravessar as peneiras a depender da disposi¢cdo com que € depositada e agitada
para peneiramento. Ja a presenca de particulas memone®io as particulas maiores
saojustificada devido a forgas de interacdo eletrostaticas que podem ser geradas durante
0 atrito entre as particulas tanto durante a pulverizacdo, quanto no processo de
peneiramento. Imagens obtidas via MEV das amostras peneiradas estédo no anexo ao final
deste trabalho exibindo as particulas em diferentes intervalos de tamanho de pagicula
Figuras Al, A2 e A3
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Figura8:Distribuicdo de tamanho de particula apds peneiramento em peneiras de faixas de mesh
conhecido, sendo: P3 entre 180 e 250 um, P2 entre 93 e 125 pym e P1 < 62,5 pm.

Apesar das amostras apresentarem particulas de mesmo tamanho em diferentes
intervalos de granulometria, devido a maior quantidade estar concentrada na faixa de
tamanhos das peneiras, pode ser dito que ha a diferenciacdo de tamanho de particula para
as amostras, sendo assim classificados nos trés grupos experimentais: P1 ongrupo ¢
menor tamanho de particulas, entre 9 e 103 um; P2 tendo particulas entre 60 e 201 pm e

P3 contendo o maior tamanho de particula que pode variar entre 118 e 342 um.

4.1.271 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A determinacdo das temperaturas caracteristicas de transi¢cao de fases do material
pode ser determinada por meio da utilizagh técnica de DSC. Na Figugasao
apresentadas as curvas termométricas das amostras P1, P2 e P3, em destaque as regides
onde ocorrem a transicao de fase do vidro 60B5F2P para cada faixa de granulometria.

A primeira temperatura caracteristica é transicdo de fase do vidro, também
chamada de transi¢éo vitreag);Tque ocorre em aproximadamente 500°C, seguida da
temperatura de inicio da cristalizacdx (¥ 620°C). Apos a cristalizacéo, o vidro se

encontra em estado de liquido com alta viscosidadg Estas temperaturas sao
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caracteristica dapropriedades intrinsecas do vidro, e por isso independentemente do

tamanho de particula, o que acarreta valores de temperaturas similares para P1, P2 e P3.

Exo
Tx
©
S |Tc Ty
B 470 480 490 500 600 610 620 '6_3_ T 720 750 780 810
C_U | 1'P
O & P1
% : | — P2
|
o | —_— P3
X I
=) |
LL :
|
|
|
|
Endo .
—7r 1T+~ r1 1T+ T1Tn° 1T T 1T 1717

150 225 300 375 450 525 600 675 750 825 900
Temperatura (°C)

Figura9: Termograma do vidro bioativo 60B5F2P, pth naggranulometrias P1, P2 e P3, sendo
P1<P2<P3. Em destaque as regifes de temperaturas caracteristicas de transicdo de fase no vidro, as linhas
verdes sdo indicadores visuais.

Ha a presenca de um picoogxmico, pico de cristalizacdor,Tque apresenta
diferenca consideravel de temperatura nas trés amostras. Fatores experimentais, tais
como, massa das amosiranaterial que é feito o cadinho, rampa de aquecimento,
controle de atmosfera e tamanho de particula podem fazer com que estes picos sofram
deslocamento, pois ndo sdo caracteristicas intrinsecas do vidro. Todos os fatores
experimentais citados anteriormenftoram iguais para todas as amostes;eto o
tamanho de particul@$, 44]. Quanto menor o tamanho de particula, menor pode ser a
sua temperatura de pico, devido a maior area supeffiSjalassim como é mostrado no
termograma, o vidro com menor tamanho de particula P1, tem a menor temperatura de
pico de cristalizagdo seguido do pico de cristalizagdo em P2 e logo apds P3. Ainda é
possivel observar dois picos endotérmicos, caracterizadas ademperatura de fusao

ou decomposicao de fases cristalinas formadas no material, sendo o primeirgipico T
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seguido de Wi2. Materiais com dois picos de fusdo tem por caracteristica apresdeasa
ou mais fases cristaling$2 1 44]. As temperaturas obtidas por meio dos termogsama
estdo apresentadas na Tabela 3

Tabela3: Caracterizacéo térmica do vidro bioat&@B5F2P, em po, com diferentes tamanhos de
part2culas obtidos a partir do termograma das a
Amostra Tg (°C) Tx (°C) Tr(°C) Tm1(°C) Tm2(°C) T (

P1 ‘ 504 614 622 793 812 110
P2 ‘ 502 617 627 798 809 115

P3 ‘ 505 620 631 782 796 115

P1: 9 O d O 103 Om; P2: 60 O d O 201 Pm;=TEB: 118 O

A partir do termograma das amostras ® po
do vidro, este resultado correspondestabilidade da estrutura vitrea do vidro, que para
os vidros borato deve ser maior que 70°C. A estabilidade térmica é obtida a partir da
diferenca k-Te [43]. A estabilidade térmica das amostras € em torno de 110°C,
mostrando que o vidrapresenta estabilidade vitrea e consequentemente melhor
resisténcia a nucleacdo e formacdo de fase cristédioditando a manipulacéo para
obtencgéo de vitrocerAmicas por meio de tratamento téfaficd2 i 44).

4.1.37 Difratometria de RaioX (DRX)

A caracterizacao estrutural das amostras é feita utilizando a técnica da BiRX
de identificar as fases cristalinas formadas no vidro apds tratamento térmico em 715 °C
(60B5F2R715). Inicialmente foi obtido o difratograma do vidro 60B5F2P pulverizado e
peneirado em cada uma das faixas de tamanho deutgrcomo mostrado na Figuté.
O difratograma do vidro apresenta halos, tipicos de materiais amorfos, o que determina a
natureza desordenada da estrutura dos vidros, confirmando a estrutura vitegardo
antes do tratamento térmiptb]. Os difratogramas também mostram que a pulverizagédo
do vidro por meio de choque mecéanico, bem como o0 peneiranéGocausaram
reorganizacao estrutural do vidro, que permanece apresentando os halos amorfos

independente da faixa de tamanho de particula utilizados neste trabalho.
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FiguralO:Difratograma de RaieX do vidro bioativo60B5F2P em diferentes faixas de tamanho de
particula P1 (9 103 um), P2 (60 201 um) e P3 (118342 um).

Os difratogramas das pecas, pulverizadas, de vitroceramica 60B2b2fdm
tamanhos de particula P1, P23 &stdo apresentados na Figurarid.qual se nota picos
de difracdo bem definidos, atestando que a temperatura utilizada para o tratamento, de
715°C, induz a nucleacédo e a cristalizacdo do material, essa informegtddaats
analises de DSC da amostra, afirmam que nesta temperatura o vidro se torna cristalino

apresentando uma estrutura molecular organizada e periddica.

Ainda, a partir da analise dos difratogramas das ampétpassivel a indexacéo
dasfichas cristalograficas padraprovenientes da base de dados ICDidefnational
Center for Diffraction Data [46]. Para estimar o percentual de cada fase cristalina
indexada foi utilizado o método de Razdo das Intensidades de Referéncia, do inglés,
Reference Intensity Rat{®IR), baseado na avaliacdo da intensidade de difracdo da fase
ndo caracterizada com base na difracdo de um material usado como referéncia l/Ic, na

maioria das vezes o neatal referéncia é o corindg47].

Em estudo anterior Gibip41], que utilizou a vitroceramica 60B5FZR5
mostrou a presenca de trés fases cristalinas predominantes: Pentaborato de Sodio e Calcio
(CaNaBOy), Pentaborato Triss6dio de Céalcio (CaBkDig) e Fluorapatita (FA)
(Cas(PQw)3F), cujas fixas cristalograficasmespondem, respectivamend€DPS # 078
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0294, JCDPS 8780295 e JCDPS # 071881[40, 41]]. O tratamento de matrizes viteea
a base de boresodio e célcio pode apresentar polimanfisde mais fases cristalinas [48

No atual estudo as mesmas fases foram indexadas panatér@alos de tamanho de

particula.
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Figurall:Difratograma das amostras P1, P2 e P3 com indexacédo das fases@aN@BPS # 078
0294) em roxo, CaNBsO10 (JCDPS # 078295) em verde e FA (JCPBS)710881) em laranja. Os
gréficos ciculares mostram a andlise squantitativa utilizando o método RIR.

Por meio do método RIR foi estimada a presenca de 69% dadbsd30o, 21%
de CaNaBsO10 e 10% de CfPQy)sF para P1, 73%de CaNaBO,, 22% deCaNaBsO10
e 5% de C4PQy)sF para P2e 68% deCaNaBOg, 23% de CaNgBsO10 € 9% de
Cas(PQy)3F para P3. Independente da granulometria P1, P2 e P3 apresentam as mesmas
fases cristalinas, com percentuais muito proximos, indicando que diferentes tadenho

particula ndo induzem a formagéo de novas fases.

Mona A.e colaboradorelgl9] produziu vitroceramicas de vidros borato bioativos
com diferentes proporgcdes de 6xidos em temperaturas proximas de 700°C, e mostrou a
formacgéo das fases CaN#l e CaNaBsOi1o, além das fases de®a0s e CaBOs e

fases de fosfato de calcio e fosfato de sdédio. As fases cristalinas de fosfato foram
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consideradas secundarias adicionais e oriundas da adicdo de pentéxido de fésforo como

agente modificaduode rede.

Fases cristalinas secundarias podem se converter para fases primarias a depender
do tratamento térmicé, e n e & cplab8radorg$0] estudarana decomposicao de fases
amorfas e cristalinas de ulexita, um mineral natural composto principalmente por boro,
calcio e sbdio, em funcdo do tratamento térmico, e observou que GalsdOy se
decompde para fase de GaB. Além disso, a formacao da fase Ceé®10surge devido
a adicdo dgentoxidode fésforo como denotado por Yao, A. e colaborad@®él que
mencionague a quantidade dessa fase formada cresce em conjunto com a quantidade de
P.Os que € adicionado no material.

4.1.47 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman fornece informacgfes de grupos quimicos de materiais,
desde que sejam Raman ativos, podendo ser utilizada como uma técnica de caracterizacéo

de materiais com estrutura vitrea e cristalina.

A Figura 12apresenta os espectros Raman das amostras P1, P2 e P3 comparado
ao do vidro 60B5F2P (peca). E notado que a pulverizacdo e peneiramento do vidro ndo
afetam suas caracteristicas espectrais. Assim sendo, os dados obtidos tanto pela
espectroscopia Raman quartela técnica de DRX e analise e caracterizacdo térmica
mostram que os tamanhos de particulas estudados neste trabalho ndo mprejudica

estrutura vitrea do material.

O 6xido de boro em estado vitreo apresenta bandas caracteristicas coydsgecidas
quaissédo atribuidas principalmente as superestruturas do material, como metaboratos,
anéis boroxol, entre outros [52,]53 banda mais intensa centralizada em 764 ém
atribuida ao modo vibracional de formacéo do tipo abano dos anéis boroxol, assim como
a banda centrada em 639tmestes anéis sdo formados a partir de estruturas unitarias de
metaborato devido a adi¢cdo de oxidos ificatlores na matriz do vidi{4]. Além dissq
bandas relacionadas ao modo de abano simétrico de ligac6é©denB1467, 1316 e
520 cm® s&o atribuidas as estruturas trigonais do boro, enquanto a banda centrada em
1096 cm'* é associada a grupos diborato pnésg na estrutura do materias).
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A presenca do pentoxido de fésforo na matriz vitrea do vidro hak#m de
otimizar a resposta bioativa do material, também é responséavel pela reestruturacéo
molecular. Saranti e Colaboradoresg][ relatan o surgimento de um ombro em
aproximadamente 1000 cndevido a adi¢éo de fésforo, bem como, a banda centrada em
943 cm! que é atribuida ao modo de estiramento simétricoi@ d unidades de
ort of o s4.Apresentad®f@sforo e do fluoreto de calcio (Cab material sdo
responsaveis pela foagdo de fluorapatita em vitrocerdmicas obtidas por tratamento

térmico a partir da matriz vitaeutilizada neste trabalho [39,]41

m— 60B5F2P 764

—P1

— P2

Intensidade Raman Normalizada

—P3

T T T T T T T T T T T T
1600 1400 1200 1000 800 600 400
Numero de onda (c)

Figural2: Espectros Raman das amostras com diferentes tamanhos de particula P1(FF2-28P1)
e do vidro 60B5F2P (peca).

A Figura 13apresenta os espectros do vidro apos tratamento térmico a 715 °C,
nos quais é notado picos bem definidos, caracteristicos de materiais cristalinos com
estruturas periédicas e organizadas. E possivel observar também que n&o ha diferencas a
respeito das imirmacgdes vibracionais entre as amostras produzidas da vitroceramica

60B5F2R715 com diferentes tamanhos de particulas.

A partir das fases cristalinas indexadas por meio da técnica de DRX foram

identificados picos caracteristicos das mesmas fases GapNdR], CaNaBs010[60] e
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fluorapatita RRUFF #R04009B [61], além da CaBOs4 [62], n&o indexada por DRX
possivelmente por ser uma fase cristalina secundaria em pequenas quantidades,
decorrente da degradacéo da fasPelgaborato de Célcio e SO¢id].

As fases CaNaf®o, CaNaBsOio e CaBOs sdo formadas por unidades
tetraédricas e trigonais de BO que possuem modos vibracionais de estiramento e
deformac&o em todo o intervalo espectral estudado. A banda centrada en'76a@ cm
vidro € substituida por trés picos bem definidos em 778, 761 e 744ssociados a
estiramento simétricos dei B correspondentes a tetraboratos, e as deformacbes
referentes a essa estrutura formada por boro sdo encontradas na regiao entre 400 e 600
cml. As bandas centradas em 14937 e 571 crhsdo atribuidas a estiramentos de B
O livre de anions de [B{* [63]. Ainda, autores como Egorysheva e Jun atribuem
deformacGes, dentro e fora do plaas regides entre 800 e 650 tm 500 e 600 crh
respectivamente, a grupos formados por estruturas trigonais de boro, enquanto entre 859
e 960 cmt podem ser encontrados bandas associadas a estiramentos simétricos e

assimétricos na regido entre 1450 e 1100 dassas estruturfs4, 69.
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Figural3: Espectros Raman apoés tratamento térmico em 715 °C das amostras 60B5F2P, P1, P2 e P3 com
a indexacao das fases cristalinas: Fluorapatita (laranja) RRUFF #R3B198CaNaBOsem roxo 41],
CaNaBs010 em verde §0] e CaBOsem rosa §2].
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Os picos centrados em 938 e 921'@#o atuidos a grupos pentaboratos][62
em962cm*h 8§ um pico bem def imé uhidades deffasfatedat e a o
f | uor asP@) Jatas bar{das centradas entre 1100 e 1000sém referentes a
estiramentos as s izde®undadesode ortbfostatOutrosdnmdos 3
vibracionais relativos a fluorapatita podem estar sobrepostos por bandas associadas as
estruturas formadas por boro, como o ombro formado na banda centrada et §d& cm
se refere a grupos diborato isolados, mas também a modos vibracionais de estiramentos
nosmo d o s n ode ar@fosgato da fluorapatita que se encontram em torno de 570
cmt [577 59].

O uso da espectroscopia Raman como ferramenta para a caracterizagdo da
estrutura molecular das amostras foi de grande auxilio para a sustentacdo das analises dos
difratogramas de raieX. E empregando a espectroscopia no infravermelho-pede

expor informagdes complementares sobre a estrutura do material e§égjado

4.1.57 Espectroscopia no Infravermelho por transformadd-darier

A Figura 14apresenta o espectro de FIARR do vidro bioativo 60B5F2P e das
amostras P1, P2 e P3 antes do tratamento térmico, na quaengi@ o processo de
pulverizacdo por meio de choque mecanico e peneiramento ndo afetam a estrutura vitrea

do material, tal comnas técnicas de analises anteriores.

O espectro do vidro apresenta trés bandas largas (I, 1l e 1ll) e um ombro na regido
entre 600 e 500 cM(IV), como mostra a Figura 7. Segundo Manup&y@olaboradores
[67] aregido IVaparece devido a adicdo d€Ra matriz vitrea que € atribuido aos modos
de vibracédo de deformacéo do tipo abathas ligacdes dei®i P de grupos tetraedrais
de PQ.

A regido | que fica entre 1500 e 1200tk caracterizada por estiramentos de
ligacdes de BO de unidades trigonais B@e grupos de metaborat@3]. Ja as regides
Il e Il s&o atribuidas as unidades desB€sponsaveis por formar estruturas de diboratos,
triboratos, tetraboratos e pentaboratos, sendo a primeira pertinente de estiramentos de
ligagbes de BO e a segunda associada a deformag¢dssnddos vibracionais desses
grupos[67, 69.
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Figural4: Espectro FTIRATR do vidro biativo60B5F2P e das amostras em diferentes tamanhos de

Os espectros das amostras P1, P2 e P3 e do vidro biaptigoo tratamento
térmico em 715°C sdo mostradas na Figuranovament® processo de pulverizacao e
peneiramento utilizadosneste trabalho ndo ocasionooudancas espectrais a

vitroceramica.

A Figura 15 também mostra a indexacdo das fases cristalinas observadas nas

NUmero de Onda (ch)

particula P1, P2 e P3 (P3>P2>P1).

400

técnicas de DRX e RamaaNaBOys em roxo [4], CaNaBsO10 em verde [6D e

fluorapatitaem laranja [6], além da fase CaBi[62] em rosa, que assim como na

espectroscopia Raman se mostrou presente na estrutura cristalina das amostras tratadas

termicamentgapesar de ndoismdexada ao DRX por ser unask secundaria. A amostra
60B5F2R715 apresenta picos definidos, tais como em 1385, 1336 e 1256Gami@o

atribuida a grupos tragnais de boro com modos de vibracdo deasentos de boro e

oxigénio [69.

A regido entre 1200 e 800 cné tipica das unidades de B® BO; com picos
centrados em 943 e 1130 ¢mssociados a estiramentos assiméra® B O de grupos

diboratos [63 Aindanessa regiao € possivel observar bandas associadas a FA, como a

centrada em 1095 cha s soci ada

ao

e s tsidos gmpende dosfatios s
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(8 . A fluorapatita tamb®m apresended pi cos
O em 962 cmt pico que ndo é notado no espectro da ceramica obtida por meio de
tratamento térmico do vidro borato devido a grande presenca de modos vibracionais
atribuidos as formacfes de grupos boratos que podem ter sobreposto o pico associado a
FA. Além disso a fluapatita também apresenta picos em 603 e 564 atribuidos a

deformacéo de grupos fosfato [58
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Figural5: Espectros FTIRATR apos tratamento térmico em 715 °C das amostras 60B5F2P, P1, P2 e P3
com a indexacao das fases cristalinas: Fluortap#ranja) RRUFF #R40098[61], CaNaBOyem roxo
[41], CaNaBs010 em verde [6De CaBOsem rosa [6R

Por fim, a regido Il de comprimentos de onda menores que 80D ém
predominante a presencastiandas a deformacéo de ligacdes @ Be grupos trigonais
de boratos com a adicdo de picos atribuidos as deformacdes de grupos fosfatos como ja

mencionado acima, que antes originava o ombro formado em torno de $580tm

Logo, as analises por espectroscopia FAIHR corroboram com as
interpretacdes dos difratogramas de red{as 0s espectros Raman, as quais mostram que
a estrutura molecular da vitroceramica obtida a partir do tratamento térmico do vidro

borato bioativo nd apresenta variagdes com a mudanca da faixa de tamanho de particula
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utilizados neste trabalho. Para avaliar a morfologia das amostras foi realizada microscopia

eletronica de varredura, apresentada a seqguir.

4.1.67 Analise morfologica por Microscopia Eletrénica de Varredura

A fim de avaliar a morfologia das amostras P1, P2 e P3 foram obtidas as imagens
de superficie e fratura do material utilizando a técnica de MEV, com diferentes

ampliacGes das mais diversas regides das amostras.

A Figural6 apresenta as imagens das superficies das amostras P1, P2 e P3 apo6s
0 tratamento térmico, obserga a formacdo de poros, sendo em Pl menores em
comparativo com as amostras P2 e P3, porém na amostra P2 é notado uma menor
guantidade de poros. Ja a amostra P3 apresenta poros maiores e em grande quantidade
quando comparado as superficies de P1 e P2. A ¢donde poros em vitroceramicas
segundo Mihailova e Mllgi70, 7], se da devido ao processo de cristalizacdo do p6 de
vidro o que formanosmateriais congrande densidade relativa e polimorfismo de fases

cristalinas.

A Figura 17apresenta as micrografias da fratura feita nas amostras P1, P2 e P3
tratadas termicamente. Nas amostras P1 e P3 sa@anfismiiras entre poros indicando
interconexao entre as cavidades formadas no processo de cristalizacdo. Ja a amostra P2
apesar de apresentar porosidad® foi observado cavidades interconectando os poros,
além de exibir poros menores quando em comparagdo com as amostras P1 e P3. Durante
0 aquecimento do vidro, apoés ultrapassao Thaterial passa a diminuir sua viscosidade
e passa a apresentar propriedades de fluido, passando a escorrer de forma bem vagarosa.
A cristalizacao interrompe esse processo e o material fica estatico, neste ponto o fluido
passa para a fase cristalina e € desenvolvido o polimorfismo no matesial como as

cavidades que posteriormente sao responsaveis pela formacao de poros nagadhostras

A interconexao de poros nas amostras se asseamthffolds que apesar de ndo
ser o0 objetivo de formar essa morfologia € um bom indicativo para a adesao de camadas
apatiticase adesdo de tecidos biolégicos. Além disso, é indicado que para melhor
condutividade celular, crescimento 6sseo e vascularizagdporos devem apresentar
tamanho em cerca de 100um, enquanto as interconexdes podem variar em tamanho sendo

necessario ao menos 40um de espeggdia
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Figural6: Micrografias das supedies das amostras P1, P2 e P3 ap0s o tratamento térmico em 715 °C
obtidas via MEV os circulos vermelhos séo indicadores visuais

A amostra P3 apresenta melhor essas caracteristicas, como € visto nha micrografia
da superficie da pastilha, Figura,l&m que sao notados poros que podem variar entre
150 pm a 50um. A amostra apresenta também boas interconexfes, com tamanhos
favoraveis ao crescimento celulda mesma forma quel, apesar de superficialmente
terem poros reduzidosjenores que 5Am. Ja a amostra P2 apresenta poros com cerca
de 100um, que internamente ndo apresentam conexao entre poros, 0s quais diminuem
notavelmente de tamho.
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Figural7: Micrografias das fraturas das amostras 1, P2 e P3 apos o tratamento térmico em 715 °C
obtidas via MEV os circulos vermelhos séo indicadores visuais

Passando pelas andlises de caracterizagdo térmica, difratometria €, raios
caracterizagdo por espectroseopiaman e FTIRATR, os dados seompletam com a
analise morfolégica dos biomateriais produzidos com diferentes tamanhos de particula.
Estas andlisesintes do teste de bioatividaithevitro, sdo de grande valia para o melhor
entendimento @ possiveivariagdes na bioatidade devido adiferentes tamanhos sla
particulas no biomaterial.
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427 Partell i Pos Imersdoem SBF

Neste capitul@do apresentados aos resultados e andlisepdasimersdo em
SBF, por meio daavaliagdo de variacdo de pH, perda de maasdise de ions,
morfoldgica, cristalogréafica espectrosopica

4.2.171 Avaliacao de pH, perda de massa élae de ions

O procsso de formacdo de camadas djgas em materiais bioativos consiste
principalmente na liberacdo de ions provenientes da amostra em meios bioldgicos,
podendo esses meios serem simulaidogiro, ouin vivo, ocasionando a degradacédo do
material que posteriormente é substituido por uma camada superficial de fosfato de célcio.
A liberacéo de ions provoca a degradacao do material, o0 que pode levar a perda de massa
da amostra além do aumento do pH da solucaokiggras BA e 18B, mostram a
variacédo de pH e o percentual de perda de massa, respectivamente, em fungédo do tempo
de imersdo em SBF para as amostras P1, P2 e P3. J& nos primeiros dias de imersdo nota
se um aumento nos valores de pH para as trés amostras atingindalad&hilpartir de

7 dias de imersdo. O mesmo comportamento € notado na perda de massa para as trés

amostras.
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Figural8: Variacéo do pH da soluc@t®e imersdo (A) e do percentual da perda de massan{B)ncéo
do tempo de imerséo para as amostras P1, P2 e P3.

As Hguras 19A e 18 mostram as variagdes dos ions Ca e P, respectivamente, em
func&o do tempo de imers&o nas amostras P1, P2 e P3. E possivel observar uma tendéncia
de aumento para o Ca e uma diminuicdo para o P. Estes dois elementos sdo essenciais

para a formagéao da camadiafosfato de calcio sobre a superficie dos vidros bioativos.
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O aumento do pH estorrelacionado a liberacdo de ions para o meio de imerséo,
decorrente da lixiviagdo da superficie do biomaterial, assim provocando a dissocia¢céo de
ions de sua estrutura, tais como calcio, sadio e flior. O célcio e o fésforo sdo ions que
participam da fanac&o de camada apatitica sobre a superficie do magteriaheio das

trocas ibnicas do biomaterial com o meio de imersao.

As amostras P1, P2 e P3 apresentam, de modo geral, comportamentos similares
com relacao as variacdes de pH e concentracéo dos ions de P e Ca na solucdo de imersao,
bem como para perda de massa ao longo do periodo de imersdo. As amostras
apresentaram estéilade de pH e perda de massa apdés 7 dias de imersdo, e a
concentracdo de ions de fosforo, Figl®@B, diminui com o tempo de imerséo sugerindo
gue a troca ibnica entre as amostras e o fluido ocorre de forma com que a dissociacéo da
ceramica bioativa é satituida pela camada apatitica, justificando a estabilidade da perda

de massa da amostra.

A amostra P2 apresenta maiores valores para perda de massa e pH em 14 dias que

é justificada pela liberacdo de ions de calcio, FigQra
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Figural9: Concentracdo de ions de A) Calcio (Ca); B) Fosforo (P); na solugdo em funcéo do tempo de
imersdo das amostras P1, P2 e P3.

4.2.21 MEV e EDS

A formacéo da camada apatititcas amostras também pode ser evidenciada por
meio da analise de EDS nas superficies das amostras, podendo ser estimada a razao Ca/P,
por meio da concentracdo, em massa, dos ions Ca e P identificadigspieaé notado
pela Figura 2@ue a razdo Ca/P diminui em fungéo do tempo de imerséo, relacionando a
diminuicdo de ions de fosforo e estabilidade de ions de célcio no fluido com a formacéo

de camada no material, assim, o aumento de fésforo na superficie das amostras forma a
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camada apatitica por meio da migracao de fosforo do fluido para a amostra se ligando aos
ions de calcio formando fosfatos de célcio. Com exce¢do da amostra P2 que apresenta
estabilidade da raz&o (Pgjustificada pelo aumento da concentracdo e de célcio no

fluido, Figura 19\.

A razdo Ca/P é também um parametro para avaliagdo de formacéo de damada
ACP, indicando biocompatibilidade, absorcéo e interacdo com o meio biolégico do
material. E esperado que a razdo Ca/P das amostras apos imerséo fique entre 1,2 e 2,2
valor que equivale a razdo do composto biolégico de fosfato de calcio amorfo (ACP), que
na s forma cristalina apresenta 1,67 de Ca/P, neste estado a camada ganha o nome de
hidroxiapatita (HA) [73, 74]. As amostras P1 e P2 passam a apresentar estabilidade dos
valores deais a partir de 14 dias de imerséo indicando uma rapida interacdo com o meio.
Enquanto a amostra P3 apresenta valores correspondentes as de ACP a partir de 21 dias
de imersdo, esse comportamento pode ser justificado devido a amostra P3 apresentar
maior nterconexao entre os poros, como discutido anteriormente na secdo de analises
morfolégica das amostras antes de imersdo em SBF, aumentando a superficie de contato
da amostra com o fluido e por consequéncia maior interacéo e troca iébnica com o0 meio.
Valoresfora da regido caracteristica da ACP sugerem dinamicas diferentes de formacao
de camada para as amostras durante o periodo de imposmdo ser necessario
diferentes tempos para a nucleacéo e estabilizacdo de crescimento de camadas apatiticas
nas amostragpodendo apresentar instabilidade nos primeiros periodos justificado pela
intensa troca idnica que ocorre nos primeiros dias de imersdo conforme mostram as

analises de mudancas de pH e perda de massa anteriormente discutidas.

A Figura 21exibe as imagens obtidas via MEV das superficies das amostras P1,
P2 e P3 pdés imersdo em SBF. A partir do primeiro periodo de imerséo ja sao notadas
mudancas morfolégicas nas superficies das amostras, como a formacgéo de rachaduras,
indicando o inicio danecipitacdo e mineraacao da camada apatitieaqual evolui com
o decorrer do tempo em imersao [75, 76]. As imagens mostram regides nao cobertas pelas
rachaduras até 7 dias de imersao coesiatado pelas setas na Figurai@dicando o

progresso do crescimento da camada nas trés amostras.
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Figura20: Razdo Ca/P das amostras P1, P2 e P3 em funcdo do tempo de ohtds&oa partir da
analise de EDSA faixa hachuradindica a regido a qual o valor da razdo Ca/P correspondente aos
valores da razdo do composto ACP.

A partir de 14 dias as amostras estdo completamente cobertas pelas rachaduras
apontando que as interacdes superficiais com o fluido atingeragime de saturacao a
partir desse periodo de imersdo. A partir deste mesmo periodo foi observado, por meio
das analises das curvas de pH e perda de massa um regime de estabilizacdo, comprovando
qgue a formacao superficial da camada de fosfato de calcendepmlas trocas ibnicas

entre o meio de imersao e as amostras.

Excepcionalmente, a amostra P2 apds 14 dias de imersdo mostra poucas regifes
com rachaduras, mostrando que a camada antes aderida a amostra nos primeiros periodos
de imerséo foi perdida, levantando a hipétgge a mesma tenha se desprendido da
amostra e se dispersado fluido, 0 que acarretou no aumento de pH e perda de massa
da amotra, bem como, a tendéncia deremnto de ions de calcio nesse periodo como
apresentado na secamterior. Voltando a apresentar nucleagbes e rachaduras na
superficie a partir de 21 dias de imerséo, assim como nas amostras BanedP3trando
estabilidade a partir desse periodo.

A morfologia das fraturas das amostrassapdersao € exibida na Figura, 22
amostra P1 passa a exibir precipitacdo na parte interna do material apos 7 dias de imerséao,

a partir desse periodo é notado crescimento de camadas apatiticas internas na amostra,
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que passa a apresentar rachaduras caracteristicas de formacdo de camadas. Do mesmo
modo a amostra P2 apresenta as mesmas caracteristicas a partir de 14 dias de imerséo,
indicando que a porosidade interconexdo dos poros das amostrdlsienciam na

dindmica de formacao de camada no interior das amostras.

A amostra P3 passa a apresentar precipitacdo de fosfato de calcio a partir de 4 dias
de imersdo, indicando maior abertura e interconexao entre 0s poros, 0 que permite maior
permeacao do fluido na amostra, aumentando a interacao, justificando a razées@a/P d
amostra ser mais elevado para os primeiros dias de imersdo. Porém, assim como as
amostras P1 e P2, a amostra P3 ap0ds os 28 dias de imersédo tem as mesmas caracteristicas
da superficie dademais,indicando que a interconexdo porosa das amostras pitessibi
maior interacdo com o meio e consequentemente podendo ser absorvidas ou até mesmo

substituidas pelos tecidos da matriz a qual esta submetido.

As analises das micrografias das amostras mostram que apés a imersao em SBF
as amostras apresentam boa interconexao entre poros, o que colabora para a adesao das
amostras em tecidos biologicos, além de apontar a conversdo da amostra em ACP,
comprovando rgmsta bioativa positiva das amostras. A amostradtapresentar maior
interconexao porosaode ser classificada morfologicamente como ideal para aplicacdes
diretas devido ao processo capilar expressivamente curto quando em comparacdo com as
outras amdsas, seguida da amostra P1 e por ultimo a amostragu@2apresentou
estrutura rigida e grande adesdo entre as particulas, consequentemente, porosidade mais
fechada, dificultando a permeacao do fluido acarretando uma interacdo interna mais
atrasada. Em seguida € apresentado a andlise da estrutura mobecalarodtras apos
imersdo em SBF utilizando as técnicas de DRX, espectroscopia no infravermelho e

Raman e a viabilidade celular das amostras.

56



N

-

Tempo de Imersao (Dias)

(U
S

21

28

Figura21: Micrografiasdas superficies das amostras P1, P2 e P3 em fun¢éo do tempo de imersédo em
SBF.As setas vermelhas sdo indicadores visuais mostrando o inicio de formacédo de camada na superficie
das amostras
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Figura22: Micrografiadas fraturas das amostras P1, P2 e P3 em funcdo do tempo de imersédo es SBF. A
setas vermelhas sao indicadores visuais mostrando as formacfes de camadas apatiticas ne interior da
amostras
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4.2.31 DRX

A camada formada sobre a superficie das amostras P1, P2 e P3, ap0s todos os
periodos das pecas em imersdo em SBF, também foram avaliadas por meio das técnicas
de DRX e espectroscopia Raman e FTIR.

Na técnica de DRX foi raspada a camada mais superficial de todas as gmostras
deste modo minimizando a contribuicaoviteoceramica sob a camada, e entdo obtidos
os difratogramas das amostras P1, P2 e P3 e as indexacbes das fases cristalinas
CaNaBOs, CaNaBsOi0 € FA g estdo mostradas nas Figuras A4, A5 e A6
respectivamente no apéndice A. Estas fases foram as mesmas indexadas nas amostras sem
imersédo em SBF, mostrando que a producdo dos biomateriais com diferentes
granulometrias ndo altera sua composicao. Utilizando ododRdR foi feita a analise
sempuantitativa das fazes encontradws difratogramas, na Figura Z3exibido o

percentual de cada fasa cristalina em funcao do tempo de imerséo.

A fase CaNaBOg se mostrou presente nas amostras em maior quanteiade
todos os intervalos de tamanho de partieuan praticamente, todos os periodos de
imersao, ja as fases CaiBaO10 e Fluorapatita apresentam uma tendéncia de diminuicdo
em funcéo do tempo de imersdo, isso ocorre devido estas fases serem mais sollveis em
meios aquosos, assimamostra apds imersao passa agesentar maiores quantidades
da fase CaNad®q [77, 78].

60B5F2P-715 - P1 60B5F2P-715 - P2 60B5F2P-715 - P3
10% 7% 2% 5% 3% 6% 7% 3% 5% 7% 8% 8% 8% 9% 9% 2% 9% 9% 5% 6% 7% 3% 6% 5%

0 025 1 4 7 14 21 28 0 025 1 4 7 14 21 28 0 0251 4 7 14 21 28
Tempo de imersao (Dias) Tempo de imersao (Dias) Tempo de imerséo (Dias)

I caNaBO, [ CaNaB.0,, Fluorapatita

Figura23: Quantidades das fases A) CaN@g B) CaNaBsOio e C) Fluorapatitem funcdo do tempo de
imerséo obtida pelo metodo RIR.

4.2.41 Espectroscopia Raman

As medidas com a espectroscopia Raman foram realizadas na pega integra, sem a

necessidade de raspar a camada superficial, uma vez que o equipamento é equipado com
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um microscopio confocal. Os espectros Raman de todos os tempos de imersdo em SBF
para as amostras P1, P2 e P3, com a indexacédo das fasasasisstio mostrados na
Figura 24 Foi possivel indexar as mesmas fases cristalinas observadas por meio da
técnica de DRX, além da fase G@B.

E notado que as bandas antes associadas a anions liVig®4fe [62, 63,
centradas em 1494, 937, 803 e 571 capresentam reducdo em intensidade no periodo
avaliado, eidenciando novamente a maior solubilidade das fases cristalinas com boro em
SBF, tal como visto por meio das analisesdiRX. As bandas em 1494, 937 e 571'cm
foram indexadas como pertencentes a faablaBsOio [60] € em 803 crh da fase
CaB04 [62], além dos ombros em 1510 e 1480'cpesar de algumas sobreposicoes
de bandas fase CaNg® [41] com as demais fases presentes nas amostras, € possivel
observar que as bandas centradas em 923, 779, 764, 743, 696, 65, 562, 514, 493 e 448
cmt atribuidas a esta fase ndo apresentam variacbes espectrais significativas. Estes
resultados indiam que a fase CaN&Bs € menos soluvel que as fases CéaN@io e
CaB0y4, e por isso em maior quantidade, conforme os resultados pelo método RIR obtido
por meio da técnica de DRX. A fase Fluorapatita é evidenciada pela hR@% em
965 cm! [61]. Na Figura 8 estdo destacadas as bandas das faseB&abla CaBOs
que diminuem em funcéo do tempo de imerséo. As F@mra6 e 27 para as amostras
P1, P2 e P3, respectivamente, mostram ampliacdes das regides com mudancas espectrais

gue evidenciam as altera¢cfes supracitadas para melhor visualizacao.

A fase CaNgBsO10, aqualé estruturada por anéis de seis membros formados por
unidades trigonais de Bdigados por grupos tetraedrais de H@9], e a fase Cafs
constituida por uma rede tridimensional infinita de unidades d¢8{) sendo uma fase
cristalina secundaria, possivelmente em percentual baixo, e por isso ndo indexada nos
difratograma.Segundo Marzouk e colaboradores, fases de boro contendo unidades de
BOs em abundécia tendem a seremais sollveis em meios aquosos [77]. Ainda, é
possivel observar a formacdo de um ombro em 584iqre antes era sobreposto pela
banda centrada em 571 ¢mtribuida as ligagdes de unidades trigonais de borato que
foram solubilizadas no meio de imersdo este ombro pode ser associado aos modos

Vi br a csidaRuarapatita357].
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Figura24: Espectros Raman das amostfsP1,(B) P2 e(C) P3 nogperiodod), 0.25, 1,4, 7,14,21 e
28 dias de imers&do com a indexacao das fatssalinas: Fluorapdh (laranja) RRUFF #R40098[61],
CaNaBOsem roxo g1], CaNaBsO10 em verde [6De CaBOsem rosa [6R As linhas tracejadas e
hachuradas destacam as mudancas espectrais naSdb&es010 € CaBOs; t = 0 indica a amostra sem
imersdo em SBF.
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Figura25: Espectros Raman da amostra P1 nos periodos 0, 0,25, 1, 4, 7, 14, 21 e 28 dias de imerséo
destacando os picos atribuidos as unidades trigonais gle BO
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Figura26:Espectros Raman da amostrar®® periodos 0, 0,25, 1, 4, 7, 14, 21 e 28 dias de imerséo
destacando os picos atribuidos as unidades trigonais gle BO
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Figura27: Espectros Raman da amostrari®3 periodos 0, 0,25, 1, 4, 7, 14, 21 e 28 dias de imersao
destacando os picos atribuidos as unidades trigonais gle BO

4.2.51 Espectroscopi& TIR-ATR

Para as ariges via espectroscopia FTFWRTR foi utilizada a camada formada
sobre a superficie de cada uma das amostras, emdsedempos de imersdo em SBF. A
Figura 28 mostra os espectros de FFARR e as indexacdes das fases cristalinas
observadas. Foi possivel indexar as mesmas fases cristalinas obtidas por meio da

espectroscopia Raman.

Notase reducéo ja em 0,25 dias das bameasradas em 1384, 1425 e 1461 cm
1 atribuidas as fases Cad®3010 e CaBO4 [60, 61], além do deslocamento da banda

centrada em 1336 chrpara nimeros de onda menores, area hachurada e asterisco na
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Figura 11, antes indexada a fase G¥@10 e agora atribuida a fase CaN#&3, devido

a dissolugéo das unidades trigonais no meio de imersé&o [41].

E notadotambémque a banda centrada em 1131*cimdexada a fase CaN&Bs
e associada a estiramentos de pontesi @& Biminui intensidade ja a partir do primeiro
periodo de imersdo. A fase de calcio s6dio pentaborato é constituidmipanéis
compostogor unidades triangulares Blgadospor uma unidade tetraédrica BE&sta
unidade se propaga poadeias infinitas & direcao e pelo compartidmento das pontes
de B O [81]].

As técnicas de DRX, espectroscopia Raman e fATR forneceram informacdes
a respeito do comportamento das fases cristalinas presentagogaramica apos
imersdo de 28 dias em SBF, mostrando que as fases de borato, principalmente
CaNaBs010 e CaB0Os sdo mais sollveis em SBF. Nado foram observadas mudancas
significativas com relacdo a fase Fluorapatita. Estes resultados foram obtidos para as
amostras P1, P2 e P3 indicando que a producéo do biomaterial com diferentes tamanhos
de particula ndo altera sewamposicao, e assim nao influencia diretamente em sua

bioatividade.
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Figura28:Espectros FTIRATR das amostra@\) P1,(B) P2 ¢(C) P3 nogeriodog0, 0.25, 1, 4, 7, 14, 21

e 28 dias de imersdo com a indexacéo das fases cristalinas: Hita(ranja) RRUFF #R40098[61],

CaNaBOs em roxo [8], CaNgBsO10 em vede [60] e CaBO4 em rosa [62]As linhas tracejadasregido

hachurada destacam variacGes espec@af$) destaca a banda em1336%m= 0 indica a amostra sem
imersdo em SBF.
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4.2.61 Teste de Citotoxicidade

A avaliacao de citoxicidade é um parametimportante, pois uma vez atestada
sua resposta bioativa positiva, avaliar suas propriedades biolégicas permite delinear seu
emprego em aplicagfes biomédicas.

As taxas de proliferacdo de células séo bons indicadores da saude éeular
células MC3T23EL, usadas para a andlise de citotoxicidade quando meio de caéiura
dividem e multiplicarsse continuamente, assim a interferéncia no meio de cultura por
agentedisicos e quintos podem afetar a salde e o metabolismo celulares, causando
toxicidade nas célulapor meio de diferentes mecanismos, como destruicdo das
membranas celulares, prevencédo da sintese de proteinas, ligacao irreversivel a receptores,
inibicdo doalongamento de polidesoxinuotédeos e reagdes enzimaticad fim de
determinar a morte celular causada por esses mecanismos, ha neeeksiglaghios de

citotoxicidadeconfiaveis e reprodutive[82].

200
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b 400 pg/ml ns
160 | —
S I
< 1401 ns
2120 o
O 1 _ N
% 100 |- —77_ —77]
I I 1] V]
T 80 %
5 -
8 60
> I
40 -
20
0
P1 P2 P3

Figura29: Viabilidade celular das amostras P1, P2 e P3, nas concentra¢gbes 100, 400, 700 e 1000 ug/ml;
nsindica que ndo ha diferenca estatistica significativa entre as andlises de cada concentragao

A Figura 29 apresenta os resultados das analises de viabilidade celular das
amostras P1, P2 e P3 em diferentes concentracdes na cultura de células, as quais néao
mostram diferenca estatistica significativa quanto as concentra¢cdes. As amostras
apresentam viabilidade loéar maior que 50%, sendo um resultado suficiente para a

classificagdo das amostras como n&o toxicas, além de apresentar resultados com

! Polidesoxinucleotideos: unidades basicas para construcéo da fita complementar ao DNA molde.
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proliferacéo celular aos quais séo atribuidas as concentracdes que apreseridadegiabi
celular acima de 100% [R3Sustentando, assim, uma viabilidade biologica positiva das
amostras, além da resposta bioativa também positiva, mostrando que independentemente
do tamanho de particula utilizado para produzir o biomatexgaltrés amostras tem

potencial para aplicacdo na area da saude.
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57 CONCLUSAO

As amostras P1, P2R8 produzidas a partir da vitroceramica 60B5#2B com
tamanho de particula entre 9 e 103 um, 60 e 201 um e 118 e 342 um, respectivamente,
foramestudadas com a finalidadealaliar a influéncia do tamanho de particula em suas
respostas bioativas. Os resultados mostraram que os diferentes tamanhos de particulas
nao influenciaram na formacao das fases cristalil@asomposicao al vitroceramica
60B5F2R715, porém influenciou na morfologia das amostras, tanto em superficie quanto
em seu interior. P1 e P3 agentaram maior quantidade e diametro de poros, enquanto

P2 apresentou morfologia com menor quantidade de poros.

Apébs a imersdo em SBF, em um periodo de 28 dias, é detectado a dissolucéo das
fases cristalinas CaBs e parcialmente das fases CaMai CaNaBs010e Ca(PQu)sF,
que foram detectadas por meio das espectroscopias vibracionais. Todas as fases
cristalinas presentes nao apresentaram citotoxicidade em nenhuma das amostras. Durante
0s primeiros 7 dias houve dissolucao e perda de massa das amostras, estabilizando estes
processos até completar 28 dias, possivelmente devido a formacdo de uma camada
apatitica supdicial, processos estes, esperados em teste de bioativitadteo. As
amostras P1 e P3 apresentaram caracteristicas morfoldgicas de nucleacdo de camada
apetitica em periodo anterior a P2, indicando que maior abertura e interconexao entre
poros, permite maior permeacdo e aumento de interacdo do fluido com as amostras. Ao

final dos 28 dias as trés amostras apresentaram caracteristicas morfolégicas semelhantes.

Além da nao citotoxicidade P1, P2 e P3 apresentaram viabilidade celular, em

média, acima de 80% em todas as concentracdes testadas.

Visto que todas as amostras estudas apresentaram respostas bioativas satisfatorias
dentreas analises realizadas destacsmas caracteristicas morfolégicas, que se mostram
como o principal fator na resposta bioativa. Assim, as amostras P1 e P3 apresentaram
caracteristicas consideradasdiepara adeséo celular, vascularizacdo e osteointegracéao,
podendo ser empregadas diretamente como material de enxerto. Ja a amostra P2
apresentou morfologia pouco porosa sugerindo estrutura rigida, podendo ser usada para
a producéo dscaffoldsdevido a sua grande agregacao fisica entre as particulas, logo
podendo se adequar aos materiais que sdo utilizados como sacrificio para a formacéo de
poros e interconexdes com formas e dimensfes adaptadas para cada tecido que sera

aplicado.
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APENDICE A

Nesta secdo sao apresentados os resultados complementares as analises
apresentadas anteriormente para as amostras P1, P2 e P3 na sec¢édo de resultados e

discussao.
A.1 MEV

Asimagens de MEV do vidro pulverizado e peneiradaéarentes micrografig

sao exibidas nas Figuras Al, A2 e,AXpondo que ha a diferenciacdo entre intervalos

de tamanho de particulas utilizadas nas confec¢bes das pastilhas.

o = —— 50—

' Figura Al Microgfi do po vidro bioativo 60B5F2P peia[do coeneira denesh<62 um.
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Figura A2: Micrografia do p6 do vidro bioativo 60B5F2P peneirado por peneinasedtentre 93,0 e
125,0pm

Figura A3: Micrografia do p6 do vidro bioativo 60B5F2P peneirado por peneinaaddentre 180,0 e
250,0pum.

69



A.2 DRX

Também séo apresentados os resultadoglisesobtidos para as amostras P1,
P2 e P3 apds aimersao de 0,25, 1, 4, 7, 14, 21 e 28 dias por meio da técnica @s DRX

percentuais das fasesstalinas indexadas foram obtglpelo método semiquantitativo

RIR.

Os difratogramas das amostras P11, P2 e P3, indexacdes de fase-e semi
quantficagdodas fases CaNBsO10, CaNaBOs e Fluaapatitasdo exibidos nas Figuras

A4, A5 e A6, respectivamente. Em todos os periodos foi possivel indexar as trés fases

cristalinas presentes nas amostras sem imersao.
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Figura A4: Difratogramas da amostra Ras tempos de imerséo: 0, 0.25,

as fases CaNBsO10, CaNaBOse FA representadas
= 0 significa a amostra sem imersao.

1,4,7,14, 21 e 28 dias. Sendo
respiectj vameemego pte |

Como discutido na analise de EDS, a razdo CaP das amostras apresenta valores

caracteristicos de ACP na forma amorfa, assim, dificultand

apatiticas formadas nas amostras devido a estrutura cristal

0 a identificacdo das camadas

ina da vitroceramica 60B5F2P
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715 sendo possivel apenas a identificacdo das fases precursoras das amostras antes de

imerséo as quais forneceram informacdes a respeito da dissolucdo das amostras quando

em imersao em SBF.

60B5F2P-715 - P2 (P6s Imersao)
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Zq ( — ) [ Fluorapatita

Figura A5: Difratogramas da amostra P2 nos tempos de imerséo: 0, 0.25, 1, 4, 7, 28 @as Sendo

as fases CaNBsO10, CaNaBOs e

FA
= 0 significa a amostra sem imersao.

representadas

respiectj vameaemego pte |
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