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RESUMO
O presente trabalho apresenta a preparacdo e caracterizacdo de compdsitos a partir de vidro
bioativo borato (60BO3-8Ca0-4P,0s-18Na,0-10CaF>) e hidroxiapatita nas concentracdes de
75, 50 e 25%, em massa, denominados 75VB25HAp, 50VB50HAp e 25VB75HAp,
respectivamente. Para a producdo dos compdsitos, os precursores fragmentados foram
compactados e submetidos ao tratamento térmico em 810°C. Para comparagéo, também foram
analisados os precursores individualmente nas mesmas condi¢es que os compdsitos. Nos
compositos foram identificadas as fases cristalinas CaNasBsO10, CaNaBsOo, fluorapatita,
também presentes no vidro, NaCaPO4 e CaB0s, resultantes da decomposicdo das fases de
borato e reacdo com hidroxiapatita, além da hidroxiapatita, por meio da técnica de DRX. As
espectroscopias vibracionais Raman e FTIR-ATR identificaram as mesmas fases cristalinas
indexadas pela técnica de DRX, e adicionalmente, a fase B-TCP no composito 25VB75HAp.
As micrografias mostraram duas estruturas diferentes nos compdsitos, referentes a
hidroxiapatita e ao vidro, e mudangas na morfologia dependentes da composi¢do dos
compositos. Os compasitos e precursores foram submetidos a teste de bioatividade in vitro com
imersdo em SBF durante 28 dias, e também foram avaliados em todos os periodos. Foi
observado aumento no pH e perda de massa em todas as amostras no periodo avaliado, sendo a
maior variacdo nas primeiras horas. As micrografias, no periodo pés-imersdo, mostraram a
formacdo de uma camada superficial nos compdsitos com menos de um dia de imersdo em SBF,
corroborando com os resultados obtidos pela técnica de FTIR-ATR, que forneceu espectros da
superficie dos compositos com bandas associadas aos modos de vibragdo do fosfato de calcio,
inicialmente de caracteristicas mais amorfas, e comportamento de cristalizagdo em maiores
periodos de imersdo. A técnica de DRX mostrou a auséncia das fases com borato nos
compositos, ja nos primeiros periodos analisados, indicando que sua dissolu¢do ocorre de
maneira mais rapida, ja a HAp se manteve presente em todos os periodos de imersdo, enquanto
a NaCaPO4 diminuiu na auséncia das fases de borato. Os compoésitos apresentaram uma boa
viabilidade celular e acdo cicatrizante. Com as analises realizadas, os compositos 75VB25HAp,
50VB50HAp e 25VB75HAp, formados por fases cristalinas de borato e fosfato, se
apresentaram bioativos, ndo citotdxicos e alguns potencialmente promissores como agentes

cicatrizantes.

Palavras-chave: Vidro bioativo. Hidroxiapatita. Compositos. Tratamento térmico.
Bioatividade.



ABSTRACT
This work presents the preparation and characterization of composites from bioactive borate
glass (60BO3-8Ca0-4P,05-18Na,0-10CaF,) and hydroxyapatite at concentrations of 75, 50
and 25%, by weigth, designated as 75VB25HAp, 50VB50HAp and 25VB75HAp, respectively.
To prepare the composites, precursors, in powder, were compacted and thermal treated at 810°C.
For comparison, the precursors were also analyzed individually under the same conditions as
the composites. The crystalline phases CaNasBsO10, CaNaBsO, fluorapatite, was also present
in glass, NaCaPO4 and CaB.0g, resulting from the decomposition of the borate phases and
reaction with hydroxyapatite. They were identified in the composites using the XRD technique.
Hidroxyapatite was also identified. By means of vibrational Raman and FTIR-ATR
spectroscopies, the same crystalline phases indexed by the XRD technique were identified, and
additionally the B-TCP phase in the 25VB75HAp composite. The micrographs showed two
different structures in the composites, referring to hydroxyapatite and glass, and changes in
morphology dependent on the composition of the composites. The composites and precursors
were submitted to an in vitro bioactivity test with immersion in SBF for 28 days. Post-
immersion periods composites and precursors were evaluated. An increase in pH and loss of
mass was observed in all samples over the evaluated period, with the major variation in the first
hours. The micrographs in the post-immersion period showed the formation of superficial layer
on the composites, before the one day of immersion in SBF, corroborating the results obtained
by the FTIR-ATR technique, which provided surface spectra of the composites with bands
associated to vibrational modes of calcium phosphate, initially with amorphous features, and
crystallization behavior in longer periods of immersion. The XRD technique showed the
absence of borate phases in the composites, already in the first analyzed periods, indicating that
its dissolution occurs more quickly, since HAp remained present in all immersion periods, while
NaCaPO4 decreased in the absence of the borate phases. The composites showed good cell
viability and healing action. With the analyzes carried out, the composites 75VB25HAp,
50VB50HAp and 25VB75HAp formed by crystalline phases of borate and phosphate showed

to be bioactive, non-cytotoxic and some potentially promising as healing agents.

Keywords: Bioactive glass. Hydroxyapatite. Composites. Heat treatment. Bioactivity.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Em muitos casos, quando ha lesdo ou trauma em algum membro do corpo, se faz
necessario a utilizacdo de materiais com caracteristicas especificas para substituir a perda,
situacbes que eram comuns, por exemplo, em tempos de conflitos e guerras, quando muitos
homens perdiam membros. Atualmente, tais perdas estdo sendo ocacionadas em sua maioria
devido a acidentes em processos industriais, acidentes de transito, uma maior expectativa de
vida e até mesmo por questdes estéticas, estimulando desta maneira o estudo de diversos
materiais que podem ser utilizados quando se trata de substituicdo de membros [1-3]. Nesse
sentido, pesquisas em biomateriais tém ganhado destaque entre pesquisadores e industrias, pois
cada vez se faz mais necessario materiais com aplicabilidade aprimorada para a sociedade [4,5].

As novas geracdes de biomateriais tém sido desenvolvidas e, permitido processos de
renovacdo e regeneracdo de tecidos vivos por meio de estimulos em nivel molecular com a
combinacéo das propriedades bioativas e reabsorviveis [6,7]. As pesquisas tém se concentrado
no desenvolvimento de novos tipos de materiais que estimulem uma reagdo bioquimica do
tecido vivo, a fim de obter uma forte ligacdo quimica com integracdo bioldgica entre o material
e o tecido [8,9]. O vidro bioativo 45S5 (Bioglass®) desenvolvido por Larry Hench em 1971
[10] é o mais antigo e explorado material nessa linha de materiais bioativos, com muitas
aplicacGes biomédicas [11]. A partir do desenvolvimento deste material, diversas outras
composigdes de vidro com base silicato foram produzidas e demonstraram ser bioativas, devido
a capacidade de formacao da camada de hidroxiapatita (HAp) em sua superficie quando imersos
em fluido corporal simulado Simulated Body Fluid (SBF) [12,13].

Ainda que com o passar dos anos e desenvolvimento da tecnologia na area de engenharia
de tecidos, campo interdisciplinar responsavel por utilizar a engenharia e ciéncias para manter
ou reparar a funcdo do tecido [14], tenha sido enrigquecido com diversas pesquisas
desenvolvidas na area, ha algumas restricdes quando se trata de compatibilidade biol6gica e
efeitos dos materiais utilizados a longo prazo em pacientes [15].

Desta forma, uma nova linha de pesquisa vem ganhando espago no ambito de vidros
bioativos com a substituicdo ou adicdo de dopantes na sua composi¢cdo, com o intuito de
melhorar a resposta bioativa do material [16]. Uma opcdo bastante explorada quando se fala em
vidros bioativo, é a substitui¢do total e/ou parcial do SiO, por B20O3, uma vez que a resposta
observada para vidros boratos é mais rapida que a observada para vidros silicato [17]; outra
vertente € a obtencdo de vitroceramicas a partir do tratamento térmico de vidros bioativos com
composicgdo ja conhecida [18]. A importancia da bioatividade do material desenvolvido esta na

capacidade de formacdo de apatita, com composicdes e estruturas semelhantes a minerais
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0sseos que sdo caracteristicas decisivas para gerar um ambiente que promova a osteogénese,
resultando em uma interface de ligacédo natural entre o tecido circundante e o material bioativo
cujas caracteristicas da camada, como tamanho, estrutura, e a morfologia interferem no
desempenho biologico do material [21].

Outro material desenvolvido na classe de biomateriais sao as bioceramicas, cujo objetivo
é restaurar a funcdo dos tecidos danificados do corpo, como tratamentos periodontais,
reconstrucdo do maxilar e até mesmo fraturas com deterioracdo e/ou defeito 6sseo [22,23],
sendo capaz de se integrar com 0 0sso remanescente e gradualmente ser substituido pelo novo
tecido. Entre as bioceramicas, a HAp é a mais utilizada devido a semelhanga com o componente
mineral dos 0ssos, apresentando boa biocompatibilidade, osteocondutividade e comportamento
bioativo, se ligando diretamente com o tecido ésseo. Entretanto, mesmo a HAp tendo boa
compatibilidade, possui baixa taxa de degradacdo de maneira que ndo sao reabsorvidas nem
substituidas por novo tecido 6sseo [24].

Por essa razéo sdo desenvolvidos compdsitos com a adi¢do de uma fase vitrea, devido ao
alto indice de bioatividade desses materiais quando comparados com a HAp, cuja composicdes
permitem que 0 novo material composito se ligue tanto com tecidos moles quanto com tecidos
duros [25].

Além da biocompatibilidade, dependendo do tecido, se faz necessario que uma série de
condicGes sejam obedecidas, como propriedades quimicas e mecanicas e a biodegradabilidade
devem ser consideradas, para que 0s mesmos possam ser utilizados como implantes [15,26].

Considerando o exposto, 0 presente trabalho tem como objetivo principal combinar as
propriedades de biocompatibilidade e bioatividade por meio da preparacdo de compoésitos de
HAp com vidros bioativos de base borato tratados termicamente em 810°C. Apds a obtencdo
do compdsito HAp+vidro bioativo estes serdo caracterizados quanto a estrutura formada, e
posteriormente submetidos aos testes de bioatividade e bioldgicos in vitro; estes ensaios
permitem avaliar o potencial dos compdésitos para futuras aplicacdes em regeneracdo 6ssea.

Este trabalho esta organizado em 5 capitulos: O primeiro trata de uma contextualizacao
do presente estudo com o objetivo de interesse. O segundo aborda alguns conceitos sobre
vidros, hidroxiapatita, compoésitos e compésitos bioativos, fundamentais para a compreensdo
do tema abordado. O terceiro apresenta os materiais e métodos utilizados no trabalho. O quarto
relaciona os resultados e discusséo derivados da metodologia aplicada no capitulo anterior. Por
fim, o quinto capitulo aborda as conclusbes obtidas com o desenvolvimento do trabalho.
Ademais, informagGes suplementares relacionadas ao trabalho e as técnicas utilizadas estdo

descritas no Apéndice.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo é apresentada uma breve fundamentacdo tedrica com conceitos gerais
sobre vidros, hidroxiapatita, compdsitos e compdsitos bioativos.

2.1-Vidros
Os seres humanos produzem vidros ha milhares de anos, sendo os vidros egipcios de pelo

menos 7000 a.C. Porém, nas Ultimas décadas, estdo tdo presentes no cotidiano, como em vitrais
e janelas, componentes eletronicos e mesmo em objetos de decoragdo, que sequer reparamos
sua presenca. Acredita-se que os primeiros vidros foram obtidos de maneira acidental, mas que
logo o homem percebeu que poderia produzir intencionalmente, sendo entéo utilizado para
produzir ferramentas que necessitavam de bordas afiadas, como langas e pontas de flechas.
Com o passar do tempo, o método para producao controlada foi desenvolvido, passando entao
a matéria-prima a ser escolhida com o intuito de minimizar impurezas, obtendo vidros
translcidos, aumentando a gama de aplicacBes desses materiais [27].

Estruturalmente os vidros ndo possuem um arranjo atbmico periddico de longo alcance,
0 que faz com que se parecam, microscopicamente, como liquidos, por isso, por vezes, sdo
chamados de liquidos super-resfriados ou sélidos ndo cristalinos, uma vez que, em temperatura
ambiente, se comportam como sélidos. Cada vidro exibe um comportamento de transformacao
dependente da temperatura, este comportamento ocorre em uma regido conhecida como
transicdo vitrea [28, 29].

O comportamento para esta transformacéo do vidro pode ser visualizado em diagramas
de entalpia ou volume em funcédo da temperatura, conforme Figura 2.1. Qualquer material que
possua comportamento de transformacdo vitrea é considerado vidro, estando um material
vitreo, em estado liquido em temperaturas acima do seu valor de temperatura de fusdo (Tm), ao
sofrer resfriamento a estrutura atbmica do fundido se altera gradualmente, resultando na
conversdo para um material cristalino com ordenamento atémico de longo alcance, devido a
uma abrupta queda na entalpia. Contudo, se o liquido for resfriado de forma répida, sem que
cristalize, a temperatura do material decai e a viscosidade aumenta, limitando o rearranjo

atdbmico e provocando um decaimento na entalpia, dando origem a materiais amorfos [27].



18

Entalpia

Temperatura

Figura 2. 1: Efeito da temperatura na entalpia durante o processo de resfriamento do vidro. Adaptado
de [27].

O material formado dependerd de como ocorreu 0 processo de resfriamento, sendo a
regido entre o liquido super-resfriado e o solido a transicdo (Tg), que é a temperatura na qual o
aumento da mobilidade molecular resulta em mudancgas significativas nas propriedades
térmicas do material [30].

Os vidros podem ser produzidos por fusdo e resfriamento (melt-quenching), no qual os
componentes misturados sdo aquecidos em altas temperaturas atingindo o estado liquido, em
seguida é resfriado rapidamente obtendo entdo o material vitre. Os vidros tradicionais sdo
inorganicos e ndo metélicos [27]. Na producdo de vidros via fuséo e resfriamento os precursores
adotados sdo importantes, pois podem desempenhar funcdes especificas. Em geral ha um agente
formador de rede que é responsavel por conectar a rede como um todo, sendo SiO, B20Os e
P.Os 0s mais comuns; e um modificador que tem funcdo de modificar a rede, alterando
caracteristicas especificas do material como reducéo do ponto de fusdo e/ou viscosidade; e 0s
intermediarios, que podem atuar tanto como formador como modificador, como a alumina, que

em vidros silicatos atuam como modificador, mas é formador em vidros aluminatos [27,31].
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2.1.1 — Vidros Boratos

Ainda que os vidros ndo possuam arranjo atomico de longo alcance, 0s precursores
utilizados como formadores de rede sdo capazes de gerar estruturas fundamentais no material.
Entender os mecanismos de formacdo é de grande importancia, uma vez que a adicdo de
modificadores pode ocasionar em variagdo de suas caracteristicas fundamentais. Os vidros com
base de Boro, sdo produzidos em uma ampla gama de composi¢des. No modelo proposto por
Zachariasean [31], o Boro tende a conectar-se com 3 unidades de Oxigénio formando o BOs
com uma coordenacdo triangular. Estas estruturas conectam-se entre si por pontes de Oxigénio,
resultando nos conhecidos anéis de boroxol BzOs, que podem se ligar uns aos outros por
ligacGes de Oxigénio em comum. A Figura 2.2 representa os tipos de ligagdes que o Boro pode

apresentar.
B@4 B33 BOJ BO.@* BO@?;

Figura 2. 2:Representacdo das cinco principais unidades estruturais do Boro. (Em azul o Boro tetraédrico; em
azul claro o Boro trigonal; em vermelho as pontes de Oxigénio e, em rosa, &tomos de Oxigénio sem ponte).
Adaptado de [32].

Em vidros boratos, ao adicionar modificadores na rede, ao contrario do que se esperava,
as pontes de oxigénio nao sdo quebradas, como ocorre em vidros silicatos, por exemplo, em
vez disso, grupos trigonais B@s mudam a coordenagdo e passam a formar grupos tetraédricos
B@4, sendo que @ indica atomos de Oxigénio ligados. Essas unidades tetraédricas podem
formar aneis ao se ligar com uma ou duas unidades de BO4 e até mesmo com estruturas maiores
como diborato, conforme Figura 2.3.

Estas estruturas formam estruturas tridimensionais, 0 que torna a matriz polimerizada
com o0 aumento da conectividade. Entretanto, se a adi¢cdo de modificadores continuar, a matriz
sera despolimerizada, visto que as unidades tetraédricas voltam a formar grupos trigonais, mas
agora 0s Oxigénios formam pontes ndo ligantes (NBO’S) e assim novas conformagdes sdo

observadas como cadeias de metaborato e piroborato. Essas alteracbes na rede borato ao
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adicionar modificadores, provocam alteracGes ndo lineares nas propriedades e caracteristicas

fisicas do vidro, o que é conhecido como anomalia do Boro [27, 32].

(BO@:)- Cadeias de metaborato  (B3O2)s* anion metaborato ciclico (B205)6* anion piroborato

Figura 2. 3: Unidades superestruturais presentes nos vidros borato. Adaptado de [32]

2.1.2 — Vidros Bioativos e Vitroceramicas

Os biomateriais tém sido tradicionalmente utilizados com a intencdo de substituir tecidos
que foram de alguma forma danificados. Inicialmente se utilizavam materiais que permaneciam
inertes, de forma a reduzir a formacao de tecido cicatricial na interface com tecidos hospedeiros.
Até entdo, os materiais utilizados, em geral, eram metéalicos, e estes eventualmente sofriam
corrosao devido a natureza dos fluidos corporais, que agridem os materiais metalicos, o que
levou os pesquisadores a buscarem materiais que pudessem resistir a agressividade quimica do
organismo humano. Desta forma, em 1969 foi desenvolvido pelo cientista Larry L. Hench, o
vidro bioativo 45S5, o que permitiu outra op¢do para implantes, pois 0 mesmo forma uma
ligacdo interfacial com o tecido hospedeiro, impelindo a regeneracdo e reparo tecidual
utilizando as propriedades bioativas; esse vidro bioativo foi denominado de Bioglass® [33,34].

Para que o material seja considerado bioativo é necessario que 0 mesmo apresente uma
resposta bioldgica satisfatoria de forma que ocorra uma ligacdo entre o material utilizado e o
tecido bioldgico. No geral, vidros bioativos tem base de silicato, podendo conter em sua
composigdo Calcio e Fosforo, que sdo considerados materiais bioativos, pois quando interagem
com fluidos fisioldgicos podem formar ligagdes com os 0ssos. Esta ligacdo pode ser observada
por meio da formacgédo de camadas de apatita na superficie do material, cuja a composicao é
analoga a dos 0ssos, e quando essa camada cristaliza forma a HAp [35]. Para que ocorra a
formacdo desta camada sobre as superficies do vidro bioativo é necessario que ocorra a

liberacdo de ions solveis de Si, Ca, P e Na, de maneira que ocorram respostas intracelulares e
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extracelulares que facilitem a formacdo 6ssea [35, 43]. Nos materiais compositos ha um
material formador e um modificador de rede [33, 34]. Uma caracteristica que define a
estabilidade do vidro é a diferenca de temperatura da regido do comeco da transicdo Tg e
qguando ocorre a cristalizacdo (Tx), essas temperaturas podem ser obtidas por analise térmica
diferencial (DTA) e calorimetria diferencial de varredura (DSC), mas a determinagéo exata de
Tg e Tx esté sujeita a preferéncia do experimentador e na escolha da taxa de aquecimento [27].

A composicgéo do Bioglass® 45S5 é de 45% de SiO», 24,5% de Na20, 24,5% de CaO e
6% de P.Os, em massa, [34]. Outras composi¢Ges foram desenvolvidas com o intuito de
aperfeicoar o material, a fim de obter uma melhor resposta bioldgica, uma das estratégias
adotadas foi o método de dopagem, pois os vidros bioativos ndo possuem uma boa resisténcia
mecanica e a dopagem viria como uma alternativa para tentar reparar essa desvantagem [106].

Os vidros bioativos comerciais mais explorados sdo de base silicato, borato e fosfato; eles
possuem diferencas importantes, como a estrutura de rede, os boratos tém a estrutura triangular
com boratos tetraédricos em diferentes configuracdes, constituindo os grupos borato, sendo eles
diborato, triborato, tetraborato, pentaborato e também metaborato ou ortoborato. Em
contrapartida os de silicato e fosfato possuem grupos de tetraedro em quase todas as suas
composicdes [33, 36].

Um dos materiais que podem ser utilizados nos compositos é a HAp, pois esta €
biocompativel com organismos bioldgicos, visto que sua composicéo é similar a encontrada
nos 0ssos. No momento em que um vidro composto por CaO-P20s é misturado com HAp e
sinterizado, as fases do novo material, suas propriedades fisica, quimicas e resposta bioldgica
irdo depender da metodologia adotada. Estas caracteristicas podem variar de acordo com o0s
parametros de sinterizagdo adotados, como a temperatura de sinterizacdo, a pressdo da
compactacado e o tamanho de particulas da mistura. No geral, quando a HAp € empregada como
dopante com o objetivo de formar novas fases, como os fosfatos tricalcicos, (B-TCP) e (a-TCP),
pois estes sdo mais sollveis quando comparados com a HAp, o que 0s tornam mais
reabsorviveis pelo sistema biologico [33].

No atual cenario de pesquisas, 0s vidros bioativos sdo obtidos com diversas composi¢oes,
para uma série de aplicacdes, e cada vez mais sdo desenvolvidas pesquisas focando em
propriedades especificas, com o objetivo de melhora-los visando sua aplicabilidade, como no
campo da medicina e da odontologia [37]. Evidentemente, os pontos fracos devido a baixa
resisténcia mecanica e resisténcia a fratura ainda limitam o emprego deste material, e muitas

das atuais pesquisas buscam solucionar justamente essa fraqueza que restringe seu emprego em
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areas gque necessitam de uma maior resisténcia por parte do material bioativo, como no caso de
préteses em que ha aplicacdo de carga sobre a peca [36,38-40].

Para que seja possivel a aplicacdo clinica do vidro bioativo em maior escala, 0 mesmo
deve ndo sO apresentar compatibilidade com o sistema bioldgico, de modo a promover a
reestruturagdo e crescimento do novo tecido, como também ter uma certa resisténcia a aplicacéo
de cargas [33]. No geral, se espera que o material seja reabsorvido pelo organismo no decorrer
do tempo, no entanto, esta caracteristica de melhor integragdo com o tecido hospedeiro € que
prejudica a resisténcia do material, cuja saida vem sendo a opg¢éo de dopantes visto que essas
propriedades podem ser alteradas de acordo com os materiais precursores e com a metodologia
da sintese adotada [41].

As limitacGes na aplicacdo de vidros bioativos decorrem da sua baixa resisténcia
mecanica, de modo que as aplicacdes mais comuns sao em situacdes que ndo requerem grande
resisténcia, como periodontia e reconstru¢cdo maxilo-facial e otorrinolaringoldgicas [42].
Embora as respostas bioativas de algumas composicGes sejam eficientes, a aplicacdo € limitada,
desta forma surgem as vitroceramicas, com o intuito de melhorar essa deficiéncia de
aplicabilidade de vidros bioativos.

Para melhorar as propriedades mecanicas, desenvolveu-se tratamentos térmicos das
matrizes vitreas para nucleacdo e cristalizacdo controlada, que foram aplicadas em sistemas
vitreos de diversas composi¢bes. Originando materiais cristalinos, denominados
vitroceramicas, que possuem propriedades fisicas e quimicas diferentes do material de partida,
contendo fase vitrea residual e uma ou mais fases cristalinas incorporadas. A producdo de
vitroceramicas, de composi¢des semelhantes aos vidros bioativos consolidados no mercado,
com o controle da cristalizacdo vem sendo analisada com o intuito de combinar as propriedades
mecanicas das vitroceramicas sem a perda da eficiéncia da bioatividade dos vidros bioativos.
Composicdes semelhantes ao 45S5, por exemplo, deram origem a um novo material
denominado Biosilicato que é um material cristalino que exibe alta bioatividade e possui uma
melhor resposta mecanica [42].

Uma forma de avaliar o potencial bioativo de vidros e vitroceramicas bioativos é com
relacdo a resposta bioativa que eles apresentam. Geralmente essa resposta € observada pela
formacgéo de uma camada de apatita em sua superficie, devido a reagdo biologica quando os
mesmos sdo submetidos a ensaios in vitro com imerséo em solugdes tamponantes e que simulam
fluidos corporeos [35]. Assim, a proxima subse¢do apresenta os mecanismos de formacéao dessa

camada.
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2.1.2.1 — Mecanismo de formacédo da camada de apatita

Em geral, as reacdes in vitro, em testes de bioatividade de materiais bioativos, como vidro
bioativo, sdo estudadas em solucGes tamponadas como o SBF, para avaliar se ocorre a
precipitacdo do fosfato de calcio amorfo (ACP) na superficie da amostra, visto que a mesma é
usada como indicacdo de bioatividade [45]. O mecanismo de dissolugéo e reacgdo, levando a
precipitagdo dessa camada de ACP, ocorre por a¢do da troca de ions do material em imerséo e
da solucdo. A camada de ACP é constituida com a migracdo dos grupos Ca?* e POs* da
superficie do vidro bioativo e pela incorporacéo de ions e fosfatos de célcio soluveis da solucéo,
que com o passar do tempo cristalizam formando a HAp [35].

Durante o periodo de formacdo da camada, um vidro silicato pode sofrer dez processos,
conforme descrito por Hench e Anderson [46]. As cinco primeiras etapas estdo representadas
na Figura 2.4, sendo etapa 1) lixiviacdo seletiva de alguns elementos com as trocas idnicas entre
alcalinos e alcalinos terrosos (Na* e Ca?*) com cations da solugdo (H* e H30"), que depende do
ion modificador; 2) dissolucdo da silica da rede do vidro por ataque dos ions de hidroxila que
s80 0s responsaveis por quebrar as ligagdes do Si-O-Si formando o silanol na superficie do
vidro; 3) condensacdo e polimerizacdo de uma camada rica em SiO2; 4) migracdo de grupos
Ca2" e PO4>~ da rede do vidro para a camada rica em SiO2 levando a formagéo de uma camada
de fosfato de calcio amorfo (ACP) e 5) cristalizacdo da camada de ACP e a incorporagéo de ion
em sua estrutura cristalina, como CO,*, OH™ ou F~, formando hidroxicarbonato apatita (HCA),
hidroxiapatita (HAp) ou fluorapatita (FAp).

As outras cinco etapas descritas pelos autores [46], ocorrem apenas quando na presenca
de tecidos vivos, sendo 6) adsorcao de proteinas especificas; 7) acdo de macrofagos; 8) adesdo

e diferenciacdo celular; 9) formacgéo de matriz extracelular e 10) mineralizagdo da matriz.



24

Etapa1e2 Etapa3

Si ‘gi\ /Ei\ s'. Si |
ZN AN AN

Etapa 4 Etapa 5

0/ \/\/\/ \/ \/ \)

‘/\/\/\/ \()/ \0/ \0’

Figura 2. 4: llustracdo do mecanismo de reacdo de formacao de HCA na superficie de vidro bioativo & base
de silicato. Adaptado de [47].

Vidros bioativos a base de boro seguem 0 mesmo mecanismo de formacdo da camada de
apatita descrito para vidros com base silicato, com excec¢do da formacao de camada rica em
SiO2 [48,49]. A taxa de dissolucgdo do vidro borato é mais rapida quando comparada com a do
vidro silicato. Os mecanismos de conversdo da camada na superficie de vidros borato sdo
apresentados na Figura 2.5. Quando vidros borato estdo imersos em solugGes tamponantes,
inicialmente ocorre a dissolucdo de ions de Na* e BO3z* da estrutura do vidro na solugéo, supde-
se que os ions de PO4> do meio reajam com os ions Ca?* levando & nucleag&o e crescimento de
apatita HCA e, neste caso, 0 processo continua até que o vidro esteja completamente convertido
em HCA [50].

Liang e colaboradores (2006) [50] compararam a bioatividade de um vidro borato e um
silicato, demonstrando que o vidro borato reagiu mais rapido que o vidro silicato em uma
solucéo de 0,25M K>HPO4. Enquanto no vidro borato, a camada ja foi observada com 24hrs,
no vidro silicato, esta ndo foi identificada mesmo apds 7 dias de imersdo no mesmo meio. Além
disso, a conversdo do vidro borato em camada foi descrita como concluida em 4 dias, enquanto

0 vidro silicato converteu-se parcialmente (~50%) apds 70 dias de teste.
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Figura 2. 5: Ilustracdo dos mecanismos de converséo de vidro de borato e silicato em HCA em solugdo de
fosfato. Adaptado de [48].

De maneira geral, 0s processos que regem a degradacao de vidros borato sdo similares
com aos que ocorrem com os silicatos, com duas principais diferencas: i) vidros boratos ndo
possuem a capacidade de repolimerizar como os de silicato na formacgdo da camada rica em
SiO2, embora a depender da composi¢do da matriz vitrea alguns autores relatam a formacéo de
uma camada B-OH devido a hidrolise das pontes B-O-B, que desempenharia papel semelhante
a camada rica em SiO [51]; ii) o processo de degradacéao dos vidros ocorre de forma simultanea
e continua com a hidratacdo e hidrélise da rede vitrea, o que faz com que esses vidros
apresentem dissolugdo mais rapida com maiores valores observados no pH do meio nos
periodos iniciais, indicando serem mais reativos em imersdo quando comparados aos de silicato
[51].

2.2 — Hidroxiapatita (HAp)

Hidroxiapatita € um fosfato de Calcio hidratado, Figura 2.6, que compde 0s minerais
encontrados nos tecidos 0sseos e dos dentes. Sua formula quimica € Caio(PO4)s(OH)2, sendo a
razdo molar ideal entre Célcio e Foésforo (Ca/P) igual a 1,67 Ca/P. No geral, a HAp obtida
sinteticamente apresenta propriedades que a tornam biocompativel, desta forma a HAp é uma
boa candidata em vérias areas com aplicagdes na medicina e na odontologia. A HAp biologica

apresenta alguns ions que também estdo presentes nos fluidos corporeos, desta maneira, uma
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forma para diferenciar a HAp bioldgica da estequiométrica seria de acordo com sua
composicdo, e por suas propriedades fisicas e mecanicas [33,52].

Figura 2. 6: Estrutura 3D da molécula de Hidroxiapatita. Esferas azuis (Ca) — Calcio, esferas roxas (P)

— Fosforo, esferas vermelhas (O) — Oxigénio. Obtido com a ficha JCPDS no. 09-0432 no programa

gratuito Vestal.

Por sua formacdo quimica analoga a fase mineral encontrada nos tecidos ésseos, a HAp
é um dos materiais que possui uma maior biocompatibilidade e bioatividade, o que contribui
para o crescimento do tecido Gsseo, pois realiza ligagbes quimicas com o tecido 6sseo do
paciente [33]. A HAp pertence a familia da apatita, sendo uma das formas mais comuns do
fosfato de célcio. A variabilidade das propriedades da HAp muda de acordo com o método de
obtencdo sintético, o que possibilita a utilizacdo da mesma em inimeras aplicagdes. Dos sais
de fosfato de calcio, a HAp é a forma mais estavel, sua estrutura cristalina é hexagonal (Figura
2.6) pertencendo ao grupo espacial P63/m. Os parametros de rede séo: a=b = 9,432, ¢ = 6,881
A ey =120e, as células unitarias da HAp estdo dispostas ao longo do eixo ¢ [33, 53].

A HAp é um material que pode modificar a velocidade de uma reacdo quimica e
dependendo da sua aplicacdo, pode ajudar em alguns problemas ou necessidades, quando se
fala em substituicdo de tecidos. Além disso, a HAp pode ter outras aplicacdes, como material
para célula de combustivel ou para uma adsorcdo e estabilizacdo de matriz para residuos
radioativos e metais, as inimeras pesquisas com a HAp resultaram em diversas publicacdes e
patentes [52].

Embora seja bastante explorada como um biomaterial, a HAp apresenta algumas
desvantagens, principalmente com relacdo as suas propriedades mecanicas, pois ela apresenta
uma baixa resisténcia, sendo um material que retrata uma certa fragilidade, principalmente
quando se pensa em implantes, este € um dos principais motivos para a utilizacdo de metais e

polimeros para implantes, [33,54]. Com a intengdo de aperfeicoar as caracteristicas mecénicas

! Programa gratuito, disponivel em:<https://jp-minerals.org/vesta/en/download.htmI>
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da HAp, tém-se buscado adicionar novas fases ao dopar a HAp com outros materiais, como por
exemplo aluminio, titanio e zircénia [33,53].

Essas dopagens s6 sdo possiveis devido a estrutura da HAp permitir substituicdes
cationicas e anidnicas, desta forma, o Ca?* pode ser substituido por metais, tal qual os citados
acima, como por Pb?*, Cd?*, Cu?*, Zn?*, Sr?*, Co?*, Fe?*. As hidroxilas podem ser sustituidas
por fldor e cloro, os grupos de fosfato podem ser substituidos por carbonatos e vanadatos
(categoria dos minerais) [55,56]. As substituicdes com esses materiais podem alterar as
caracteristicas finais da HAp, como cristalinidade, estabilidade e também as suas propriedades

mecanicas e bioativas.

2.3 — Compositos

Entende-se por material compdsito, ou apenas compoésito, um material constituido por
duas ou mais fases, cujas propriedades fisicas e quimicas sejam distintas e que sua combinacao
possa originar caracteristicas especificas ou mesmo promover uma terceira fase. No geral, estes
materiais possuem divisdes sendo representadas por uma fase continua denominada matriz, que
é a fase que envolve a segunda fase, que geralmente é denominada de fase dispersa, que é
relacionada a fases utilizadas como modificador ou reforgo, cujas propriedades finais
observadas sdo adquiridas com a associa¢do das propriedades dos precursores individuais.
[57,58].

A obtencdo de compdsitos pode ocorrer pelo processo denominado metalurgia do pé, que
consiste em modificar p6s metélicos e ndo metalicos em uma pega final. O principal objetivo
da metalurgia do p6 é transformar sem fundir os pos envolvidos, usando presséo e calor com
um tratamento térmico, comumente conhecido como o processo de sinterizacdo. Este
tratamento representa a fusdo adotada em outras metodologias, a sinterizagcdo no geral ocorre
com um tratamento térmico abaixo do valor do ponto de fusdo do material mais importante da
mistura; em geral 0 material mais importante e que rege a temperatura € aquele que pode sofrer
algum tipo de alteragdo, como fusdo e/ou degradacdo [59,60]. H& relatos na literatura que a
solda por forja foi a precursora do processo de sinterizacéo, devido ao fato de juntar fragmentos
de materiais diferentes com o calor da forja. O posterior desenvolvimento dessa técnica ocorreu
pela necessidade de se obter materiais que seriam impossiveis de se conseguir de outra maneira
se ndo pela sinterizacdo [59, 61].

A metalurgia do p6 compreende alguns processos, estes sao:

+« Obtencéo dos p0ds precursores;
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Nos processos basicos via metalurgia do p6, como mostrado na Figura (2.7) realiza-se a
mistura dos materiais precursores seguido da compactacdo, na qual se utiliza determinadas
pressdes, que podem ser adotadas de acordo com os materiais base, depois de compactado se
obtém a peca “verde”. Seguida da compactacdo ha o processo de sinterizagdo, no qual a pega
“verde” ¢ aquecida a uma temperatura abaixo do ponto de fusdo do material mais importante
da mistura, para provocar a unido das particulas entre si, fechando os poros entre os materiais
e dando a peca final resisténcia suficiente para sua aplicacdo. Além da temperatura também sédo
controlados, o tempo de permanéncia na temperatura de sinterizacdo, e a velocidade de
aquecimento e resfriamento. [59, 60]. Durante a sinteriza¢do, os materiais sdo conduzidos de
modo que ocorra o fechamento dos poros, nesse sentido ha dois tipos principais de sinterizacéo:
a sinterizacao por fase solida, cuja conducdo dos materiais ocorrem sem a presenca de um
liquido, e a sinterizacdo por fase liquida, no qual ocorre a formacéo de liquido na estrutura do
material, geralmente em casos cujo um dos componentes se funde na temperatura de
sinterizacdo. Esta fase liquida tem de ser um processo controlado, de forma que a peca
mantenha a forma obtida durante a compactacdo, ambos 0s processos ocorrem quando a

estrutura dos materiais se densificam de forma parcial ou total [59, 62].

Processos de Sinterizacao

Sinterizacio e¢/ou
tratamento térmico
da peca

Preparacio e mistura
dos precursores

Compactacio do
material e obtencao
da peca “verde”

Figura 2. 7: Fluxograma dos processos para a sinterizacéo.



29

A técnica de sinterizacdo permite uma maleabilidade no que se diz respeito as
propriedades fisicas do material final, como na questdo da forma e dimensdes das particulas,
além das propriedades quimicas, visto que, podemos adicionar materiais nas misturas de acordo
com sua composicdo para obter a resposta quimica desejada. Outro fator importante neste
processo € a compactacgdo, a forma mais comum utilizada é a compactagdo de simples efeito,
sendo entdo as amostras compactadas uniaxialmente em uma matriz rigida, de cavidade

cilindrica, por dois puncdes, com o superior movel e inferior fixo, como representado na Figura

Forga aplicada
Pungho Superior Mdvel ‘
Amostra

Compartimento Amastra

. B

Suporte para retirar a
amostra

Processo de prensa

t

(@) (b) (©)

Figura 2. 8: Esquema do processo de prensa da amostra (a) ilustra as partes da matriz, temos o pungéo
inferior fixo, a cAmara onde a amostra serd acomodada e 0 puncéo superior, que é movel e o que
sofrer& deslocamento com a aplicacéo da pressdo (b) ilustra a conformacéo da amostra enquanto a
pressao € aplicada (c) ilustra o processo para retirar a amostra compactada da matriz.

Com o desenvolvimento da tecnologia na area de materiais é cada vez mais comum
materiais que sdo obtidos via compaositos, ndo s6 na metalurgia do p6 como nas mais diversas
areas de materiais [63], tal fato decorre devido a técnica se mostrar vantajosa para obter
componentes homogéneos e que em muitas vezes é a Unica solucao para o material final que se
almeja conseguir. Ha diferentes aplicacdes para materiais compdsitos, como na indudstria
nuclear, militar e nos setores de materiais compostos e ceramicas [59]. Existem uma série de
fatores que corroboram para a atual situac@o de que esse método seja indispensavel, tais como:
a utilizacdo de maneira mais eficiente das matérias-primas, com perda minima; controle da
composi¢do quimica do material final; homogeneidade das suas propriedade e estrutura; o
consumo de energia é menor quando comparadas com outras técnicas; a contaminacdo do
material sinterizado € baixa; o custo para produzir um novo material sinterizado é menor que
em outros processos de producdo; pouco provavel que aparecam meétodos de conformagéo

novos no mercado que possam competir com esse metodo [59, 61, 64].
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Durante o processo de sinterizacdo ocorre a unido das particulas dos pos precursores em
uma estrutura regular e predominantemente solida devido aos efeitos que ocorrem na escala
atdbmica. A interacdo causa uma maior resisténcia do sistema com uma menor energia,
ocorrendo a densificacdo dos materiais, neste caso um aumento na sua densidade, que pode ter
efeitos em suas propriedades mecénicas, térmicas e mesmo elétricas [60].

No decorrer da sinterizacdo, a ligacdo entre as particulas fica visivel nas estruturas com a
formacéo de pescoco, decorrente da interacdo crescente, as interacbes no nivel atbmico sédo
causadoras da sinterizacdo das particulas que tentam minimizar a energia da superficie nas quais
interagem. Esse processo de sinterizacdo é dividido em etapas, como descrito na Figura 2.9, no
momento em que os pos sao misturados, antes da compactagdo da peca “verde”, as particulas
tém contato, mas com uma distribuicdo aleatoria entre si. No estagio inicial de sinterizacdo
ocorre o aumento da interacdo das particulas em um contato inicial num Gnico ponto. No estagio
intermediario, o volume dos poros existentes entre as particulas comega a diminuir e acontece
a densificacdo do material compactado, os poros sofrem um arredondamento e 0s graos
aumentam de tamanho. No ultimo estagio de sinterizacdo ocorre a migracao e o isolamento dos

poros [65].

Pescogo

o Poro fechado
Poro Aberto

Estdgio 1: Antes da Sinterizado Estagio 2: Formagdo de pescogo Estagio 3: Evolugio dos pescogos e Estagio 4: Isolagdo dos poros
eliminagdo dos poros com o limite
dos grédos (LG)

Figura 2. 9: Estagio 1: Grdos antes da sinterizagdo. Estagio 2: Estdgios iniciais da sinterizagdo, quando
ocorrem contato dos gréos e o dngulo entre eles tornam-se mais raso e temos a formacdo de pescocos.
Estagio 3: Estagio intermediario de sinterizacdo, quando ocorre uma maior evolugéo do pescoco e
poros difusos nos limites de gréo (LG). Estagio 4: Estagio final da sinterizag&o, no geral alguns poros
sdo eliminados, isolados e poros fechados aparecem. A area de contato LG entre grdos aumenta
gradativamente e ocorre densificacdo durante a sinterizagdo. Adaptado de [66].

Um material composito € a combinacdo de materiais diferentes, e que juntos podem
alcancar determinadas caracteristicas para funcdes especificas. As misturas podem ser de
materiais de uma mesma classe como (dois metais) ou mesmo de classes diferentes (vidro e
polimero) [67, 68].

Por serem consequéncia de uma mistura, 0s compasitos permitem uma combinagdo Unica

e especifica das propriedades dos precursores para que o0 compoésito resultante possua
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caracteristicas especificas, e que em alguns casos podem ser observadas por mudangas no
decorrer do tempo. A Figura 2.10 apresenta um exemplo de varia¢do do coeficiente de expanséo
com relagéo a concentracao de carboneto de silicio numa matriz de aluminio. Observa-se que
com a variacdo da concentracdo de carboneto de silicio na matriz de aluminio o coeficiente de

expansao térmica do compdsito se aproxima de valores similares a de outros materiais [67].

20 - Correspondéncia de Expansio Térmica

Latdo

18 -4 Bronze 12%

Cobre 15%

Aco Inoxidavel 17%
16 =

Monel

Niquel

Ferro, Aco macio, Berilio
12 =

Aco Carbono 38%

Coeficiente de Expansdo Témica
=
1

10 -

L 1 1 1
0 10 20 30 40

Carboneto da silicio% em volume em matriz d2 aluminio

Figura 2. 10: Curva de expansao térmica. Adaptado de [67]

Uma das caracteristicas mais destacaveis quando se trabalha com compositos, esta no
fato de ser possivel alcancar propriedades fisicas e quimicas com as misturas que nao poderiam
ser obtidas dos materiais precursores de forma isolada, essa caracteristica do ponto de vista das
propriedades mecéanicas desperta interesse na area de materiais por ser uma opg¢ao para novas

aplicacdes [67, 69].

3.4 — Compositos Bioativos

Os tecidos bioldgicos como pele, dente, 0ssos e tenddes sdo formados por componentes
especificos, que por vezes tem morfologia e propriedades que determinam a atua¢do do mesmo
no organismo. Compdsitos obtidos de biomateriais podem ser utilizados como préteses com o
intuito de substituir os tecidos bioldgicos, combinando suas propriedades especificas com o
objetivo de restaurar as funcbes do tecido danificado [70]. Nesse sentido, biomateriais, assim
como, compositos de biomateriais sdo investigados para aplicagdes médicas, e seguem esse

conceito de utilizar biomateriais para alterar ou mesmo obter compoésito da mistura dos mesmos
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para aperfeicoar o material final obtido [71]. Diferentes materiais sdo aperfeicoados para
desempenhar funcbes semelhantes, cuja combinacdo dos materiais base podem proporcionar
uma serie de diferentes aplicacdes e/ou funcdes [72].

Thian e colaboradores (2012) [73] utilizaram a HAp, que tem baixa taxa de
osseointegracdo e baixa atividade bacteriana, dopada com zinco para obter um biomaterial
alternativo (ZnHA) que continha 1,6% em peso de Zn, obtido por uma reacéo de co-precipitacéo
entre hidroxido de célcio, &cido ortofosforico e hexa-hidrato de nitrato de zinco. O trabalho
mostrou que em cultura de células in vitro o material ZnHA apresentou uma melhor resposta
bioativa e além disso, o material também apresentou atividade antibacteriana e antimicrobiana.

Soundrapandian e colaboradores (2011) [75] produziram materiais com vidro bioativo
contendo Oxido de zinco (ZnO) em sistema SiO>—Na,O-CaO-P20s e composito com
nanoparticulas de hidroxiapatita (HAp), e aplicaram como revestimento em substratos de Ti—
6Al-4V. As amostras ndo foram citotdxicas e apresentaram promissora biocompatibilidade e
bioatividade in vitro. A adi¢do de particulas nanométricas de HAp melhorou as propriedades
mecénicas do revestimento de vidro bioativo sem afetar a bioatividade in vitro.

Chatzistavrou e colaboradores (2006) [76] prepararam amostras composito HAp/BG para
investigar o comportamento bioativo das misturas bifasicas ndo aquecidas e sinterizadas,
observaram o aparecimento de novas fases nos compositos sinterizados, enquanto foi detectada
uma formacédo de camada de apatita mais rapida nas amostras ndo aquecidas. Comportamento
atribuido a maior solubilidade das amostras ndo aquecidas. Além disso, observaram que a
sinterizacdo em temperaturas altas, resulta numa maior cristalinidade, causando um retardo da
resposta bioativa.

Greish e Brown (2000) [77] estudaram os efeitos nas propriedades mecanicas e estruturais
do compdsito de HAp-Ca poliacrilato com a adi¢do de um vidro bioativo em proporcdes de até
50%. Observaram que tanto a resisténcia a tracdo quanto o médulo de elasticidade aumentam
com a adicdo de até 10% de vidros bioativos, com valores superiores as propriedade mecéanicas
do material diminuem, além disso observaram que quando submetidos a ensaios in vitro com
imersdo em SBF ocorre a formagéo de camada de apatita na superficie desses compasitos.

Bellucci e colaboradores (2015) [78] produziram compdsitos de vidro bioativo e HAp
com diferentes proporcdes de HAp. Devido a composicdo do vidro que utilizaram, o0s
compositos foram preparados em temperaturas baixas, para evitar alterar os precursores e que
tiveram efeitos positivos em termos de bioatividade in vitro. Obtiveram um material compdsito

com uma resisténcia mecanica melhor que o vidro bioativo de referéncia (45S5), e as amostras
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(precursores e compdsitos) ndo demonstraram nenhum efeito negativo na viabilidade celular e
n&o causaram inibicdo em crescimento celular.

Varios biomateriais também j& foram explorados para a cicatrizacdo de feridas [2]. As
possibilidades da utilizacdo de compdsitos formados a partir de materiais bioativos, que podem
atender um conjunto de requisitos pré-determinados, representam uma nova Visdo para 0
desenvolvimento de novos materiais com melhorias em suas propriedades, como rigidez,

resisténcia quimica, estabilidade mecéanica e uma melhor resposta bioativa [1, 74].
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sera descrita a metodologia experimental adotada, apresentando 0s
procedimentos utilizados na realizagdo deste trabalho, expondo os passos de preparagéo das
amostras e as especificacfes das técnicas utilizadas.

Para o presente estudo foram utilizadas para caracteriza¢do das amostras em pg, antes do
tratamento térmico, as técnicas de Dynamic Light Scattering - (DLS) para avaliacdo da
distribuicdo dos tamanhos de particulas, e a técnica de Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) para avaliar a morfologia do pd. As amostras também foram avaliadas em po apés
tratamento térmico nas técnicas de Difratometria de Raios-X - (DRX), Espectroscopia Raman
e Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier acoplada a Reflectancia Total
Atenuada - (FTIR-ATR). Para avaliar a morfologia das amostras, apds o tratamento térmico,
foi utilizada a técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) nas amostras em peca
avaliando a superficie e fratura das mesmas.

Considerando o viés deste de trabalho de estudo de materiais bioativos, foram realizados
testes de citotoxicidade nas amostras em po, ap0s o tratamento térmico, e bioatividade in vitro
com imersdo das pecas, ap0os tratamento térmico, em fluido corporal simulado - Simulated Body
Fluid (SBF). Foram analisados, tanto os processos da interacdo das amostras, quanto 0s
processos de formacdo da camada de apatita no material apds imersdo avaliados por FTIR-
MEV, FTIR-ATR e DRX.

A Figura 3.1 é um fluxograma que sintetiza o desenvolvimento experimental realizado

neste trabalho.
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Figura 3. 1: Representacdo esquematica da metodologia adotada.
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3.1 Amostras

3.1.1 Preparacao dos precursores

As amostras de vidro bioativo utilizadas neste trabalho para a obtencdo dos compositos
de vidro com HAp foram produzidas na Universidade Federal do Maranh&o no Campus de
Imperatriz, sob a supervisdo da Professora Dra. Franciana Pedrochi. A amostra de vidro
desenvolvida tem a base de borato e pertence ao sistema vitreo 60BO3-8Ca0-4P,05-18Na,0-
10CaF, sendo todos os reagentes utilizados com um grau de pureza de 98-99,99% (Sigma
Aldrich®).

Os reagentes tiveram a massa medida em balanca analitica para a obtencdo de amostras
com 7g, sendo que o CaCOs3 passou pelo processo de desgaseificagdo a 900°C, com o intuito
de liberar 0 CO2 do composto formando entdo o Oxido de Calcio (Ca0), apds esse processo
todos os reagentes foram homogeneizados e colocados em cadinho de platina, o processo de
sinterizagdo adotado foi o de fus&o/resfriamento conhecido como melt-quenching, na qual a
amostra € levada ao forno de atmosfera de ar permanecendo por cerca de 2 horas na temperatura
de sinterizacao para uma melhor homogeneizacéo.

Depois de fundida, a amostra é vertida em um molde de aco inoxidavel previamente
aquecido, em temperatura abaixo da temperatura de transicdo vitrea (Tg), passando por um
rapido resfriamento, logo apés, a amostra é levada ao forno para tratamento térmico,
permanecendo em 450°C por 4 horas para minimizar os efeitos do estresse mecanico.

Para a preparacdo das amostras utilizadas no presente trabalho, a peca de vidro bioativo
foi triturada manualmente em um triturador, em seguida o material triturado passou pelo
processo de controle de tamanho de particula, obtendo assim o pd do vidro sem tratamento
(VBst), com um tamanho de particula < 45um.

Para a obtencdo da HAp foi utilizado ossos de peixes adultos com 420 dias de idade, da
especie tilapia provenientes de agua doce, sendo esse material cedido pelo Centro de
Piscicultura do Departamento de Zootecnia-UEM. Os peixes foram alimentados e criados em
tanques-rede na Estacdo do Rio do Corvo no Campus Regional de Diamante do Norte/UEM.

Do material fornecido, comumente se utiliza todas as partes do esqueleto, entretanto as
vertebras sdo partes mais faceis de manipular no processo de limpeza para a retirada do material
organico, que se divide em duas etapas. Na primeira parte, 0s esqueletos sdo fervidos em

recipientes contendo agua, e em seguida sdo lavados em agua corrente. Na segunda etapa é
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necessaria uma limpeza mecanica para a remogao de partes mais duras como a cartilagem, apds
essas duas etapas 0s 0ss0s sao levados para secar ao ar livre por 48 horas.

Apdbs secagem, 0s 0ss0s sdo submetidos ao processo de calcinacdo, no qual € realizado
um tratamento térmico em altas temperaturas, mas abaixo do ponto de fusdo, esse tratamento
antecipa possiveis reacdes quimicas como a eliminacdo de agua e CO- e outros gases presentes
no material. A temperatura e o tempo de calcinagdo variam de acordo com o tipo material
submetido ao tratamento, pois a estrutura do mesmo pode sofrer alteracdes afetando as
propriedades do material calcinado.

No presente trabalho a calcinagdo do osso de peixe foi realizada em um forno (Quimes,
modelo mufla) que opera no intervalo de 0 a 1200°C. O material, ap6s seco em temperatura
ambiente, foi condicionado em um recipiente de alumina e levado ao forno para a calcinagéo,
realizada por 8 horas em uma temperatura de 900°C, pois em temperaturas superiores podem
ocorrer a formacdo de outras fases da HAp, ja mencionadas previamente.

A taxa de aquecimento adotada na calcinacdo foi de 6° C/min e o forno permaneceu
fechado durante o processo. Ap6s a calcinacdo o material obtido foi inicialmente triturado
manualmente em um almofariz de &gata, e em seguida foi levado para o processo de moagem
em um moinho de alta energia (Retsch - PM100) no qual a amostra foi depositada em um jarro
de moagem com esferas de zircbnia, com uma razao de bolas/massa de 6:1. O moinho funciona
com atmosfera a ar em temperatura ambiente, a velocidade de rotacdo adotado foi de 300rpm
num ciclo de 30min com uma pausa de 10min a cada ciclo, o tempo total de moagem foi de 3
horas, resultando entdo no p6 de HAp, que também foi submetido ao controle de tamanho de
particulas, passando pelo mesmo processo que o vidro, obtendo também pé com granulometria

<45um.

3.1.2 Obtencdo dos compositos em diferentes concentracdes de HAp e VBst

Para a confeccdo das amostras via metalurgia do po, é necessario o conhecimento da
densidade tedrica da amostra desejada, ou seja, da amostra final, essa propriedade fisica pode
ser descrita pelas leis das misturas:

Paf= 2j=1PjpJ (3.1)
sendo par a densidade tedrica do material final; pj o percentual em volume de cada elemento;

pj a densidade de cada elemento e n 0 nUmero de elementos presentes na amostra.
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Com o valor da densidade da mistura determinada pode-se determinar a quantidade de
amostra necessaria de cada elemento para a confeccdo dos compositos em diferentes
proporcdes, sendo o volume da amostra final (Var) determinada pela equacao:

Mar = pafVar. (3.2)

As propriedades do material final sdo determinadas em relacdo ao volume de cada
elemento (Vj), o qual corresponde ao volume da amostra final multiplicado pelo percentual de
cada componente, de modo que:

Vj = pjVaf. (3.3)

Para determinar a massa de cada elemento (Mj) a ser utilizada, multiplica-se o valor da
densidade de cada um na equacéo (3.3), ou seja,

Mj = pjVj. (3.4)

Determinada a quantidade em massa de cada elemento, os mesmos foram peneirados para
padronizacdo do tamanho de particula, tiveram a massa aferida em uma balanca analitica
(Tecnologia Unibloc AUW-220D) de precisdo 0,00001g. O passo seguinte € um processo de
cautela, a mistura dos pos, pois o objetivo é a obtencdo de uma distribuicdo homogénea dos
elementos evitando a formacdo agregados, efeitos que alterem as propriedades fisicas do
material. A mistura se trata de uma operacéao que se realiza em estado sélido, e por essa razéo,
condicBes como heterogeneidade e tamanho de particulas adotados na mistura interferem
diretamente na densidade do material final obtido [33].

Desta forma os pds de HAp e VBst, com tamanho de particula < 45um, foram misturados
em diferentes propor¢des (em massa) para a preparacdo dos compdsitos VB-HAp. A Tabela 3.1

apresenta as nomenclaturas e as concentragdes (%) das amostras.

Tabela 3. 1: ConcentracGes das amostras

Amostras % de VB % de HAp
VBst 100 0
75VB25HAp 75 25
50VB50HAp 50 50
25VB75HAp 25 75
HAp 0 100

Apo6s uma homogeneizagao inicial mecanica dos pos, as amostras foram submetidas ao
processo de mistura em um moinho de baixa energia com uma rotacdo de 20rpm durante 1 hora.
Apo0s a mistura, as amostras foram compactadas uniaxialmente a 55 MPa, em discos de
5mm de didmetro e espessura de 2mm, em seguida os discos foram acondicionados em cadinhos

de platina e tratados termicamente.
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25VB75HAp S50VBS0HAp 75VB25HAp

Figura 3. 2: Amostras apds tratamento térmico. (VB Vidro Bioativo tratado termicamente)

As pecas de 25VB75HAp e 50VB50HAp visualmente se assemelha a peca de HAp néo
indicando visualmente alteragdes significativas, ja a peca de 75VB25HAp sofre deformacéo
possivelmente devido ao fato de que uma das fases presentes no material possa ter atingido a
fase liquida, caracteristica que por vezes é explorado na fabricacdo dos compositos durante o
processo de sinterizacdo [59, 60, 79].

A escolha do vidro para producdo dos compdsitos com HAp foi baseada em estudos
anteriores, mostrando que a adi¢do de 10% Fluoreto de Calcio no vidro obteve a melhor resposta
da bioatividade [43] e a temperatura de tratamento térmico em 810°C no vidro propiciou a
formacédo de fases cristalinas biotivas e ndo citotoxicas [80]

Dessa forma a temperatura de 810°C foi adotada para o tratamento térmico das misturas
citadas na Tabela 4.1, além disso para que a HAp tenha energia de ativacdo uma temperatura
proxima de 800°C poderia ter melhores efeitos sobre a mistura dos pos [33].

A taxa de aquecimento teve um aumento inicial da temperatura de 3°C/min até atingir
uma temperatura 20°C abaixo da temperatura do tratamento térmico, subindo entdo de 1 em
1°C até 810°C e permanecendo nessa temperatura por 2 horas. Em seguida, o forno foi
resfriando gradativamente, inicialmente 3°C/min e a partir de ~200°C por inércia térmica. As
amostras apés o tratamento térmico foram analisadas integras por microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) e em po6 pelas técnicas de espectroscopia Raman, espectroscopia no

infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-ATR) e difracdo de raios x (DRX).

3.2 Técnicas Experimentais

3.2.1 Distribuigdo de tamanho de particula

A andlise de distribuicdo (%) do tamanho de particula foi realizada em um equipamento
Dynamic Light Scattering (DLS) (Anton Paar, Litesizer 500) pertencente ao COMCAP-UEM.

Para as analises, as particulas do p6 foram submetidas a banho ultrassénico em acetona por 5
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minutos para minimizar os efeitos de agregacédo das particulas. Sao realizadas trés medidas de
tamanho de particulas em trés angulos diferentes através de dispersao de luz dindmica.

3.2.2 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

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

3.2.3 Difratometria de Raios X (DRX)

As analises de DRX foram realizadas nas amostras em pd apds tratamento térmico e
também nas amostras em peca, apds imersdo em SBF, em um difratbmetro (Bruker, D8
Advanced), pertencente a0 COMCAP-UEM, utilizando radiagdo CuKa (A = 1, 54439 A) na
amostra em peca sobre porta amostra zero background. A medida foi realizada com velocidade

de varredura de 0,29°/min no intervalo de 10° a 60° a temperatura ambiente.

3.2.4 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman das amostras em pd, apos o tratamento térmico foram uma média de
trés medidas realizadas em trés porces distintas da amostra, obtidos utilizando um microscopio
Raman confocal (Bruker, Senterra), pertencente ao COMCAP-UEM, com excitacdo em 532nm
e poténcia nominal de 20mW. Cada espectro Raman foi uma média de 60 varreduras em um
mesmo ponto na amostra, no qual o laser de excitacdo é focado por uma objetiva de 20X de
aumento, com resolucdo espectral de 3-5cm™, obtido no intervalo entre 400 e 4000cm™. A
deteccdo do espalhamento Raman das amostras € feita por meio de uma cdmera CCD (charged-
coupled device) refrigerada a -85°C, com tempo de integracdo de 5s para cada uma das 60

varreduras.
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3.2.5 Espectroscopia FTIR-ATR

Os espectros de absor¢do no infravermelho das amostras em po, ap6s o tratamento
térmico e também das amostras em pecga ap0s imersdo em SBF, sendo uma média de trés
medidas realizadas em trés porcdes distintas da amostra (em po) e trés posicoes diferentes da
peca (em discos), foram obtidos em um espectrometro de FTIR com o0 acessorio para
reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) (Bruker, Vertex 70V), pertencente ao COMCAP-
UEM. Cada espectro é a média de 128 varreduras, na regido entre 400 e 4000cm™, com uma

resolugdo de 4cm™.

3.2.6 Microscopia de varredura eletrénica (MEV)

Para a obtencdo das imagens de micrografia da superficie e fratura das amostras tratadas
termicamente em 810°C, e também das pecas apds os periodos de imersdo em SBF, foi utilizado
um Microscopio Eletronico de Varredura (FEI, Quanta 250), pertencente ao COMCAP-UEM.
As amostras foram recobertas com um filme metélico, e as imagens foram captadas em

diferentes magnificagdes com uma aceleracédo do feixe de elétrons em 20KeV.

3.3 Teste de bioatividade in vitro

Para os testes in vitro, as pecas obtidas apds tratamento térmico foram submetidas a
imersdo em solucdo de SBF para avaliacdo da sua capacidade de troca i6nica na formacédo da

camada de apatita.

3.3.1 Imerséo em Fluido Corporal Simulado (SBF)

A solucdo utilizada neste ensaio foi preparada de acordo com os procedimentos descritos
por Kokubo e Takadama [45]. Para a imersdo, foram utilizados tubos plasticos, do tipo falcon,
de fundo cdnico, com uma razéo do volume de SBF baseada na area superficial da amostra,
adotando entdo uma razio de 0,1ml/mm? [45]. Para que a amostra ndo tivesse contato com o
tubo, foi acomodada em prendedores de plastico, o tubo foi vedado e mantido em banho térmico

a temperatura de 36,5°C = 0,1°C, conforme ilustra o esquema na Figura 3.3.
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As pecas foram retiradas do SBF nos periodos de 0,04; 0,12; 0,25; 1; 2; 4; 7; 14; 21 e 28
dias. O valor do pH da solucéo foi aferido em cada um dos periodos, sendo o resultado uma
média de 2 pecas imersas para cada tempo.

As amostras foram retiradas da solucao de SBF, lavadas suavemente com agua ultrapura,
com o intuito de cessar as atividades entre as pecas e 0 SBF, logo ap6s foram acondicionadas e
secas em temperatura ambiente (~ 24°C) e armazenadas até o momento no qual foram
submetidas as anélises.

As massas de todas as pecas foram aferidas antes e ap0s o periodo de imerséo utilizando
uma balanca analitica de precisdo 0,01 mg (A&D Company, Série 202), para avaliar a perda de
massa e a velocidade de dissolucdo. Com o auxilio de um smartphone, as amostras foram

fotografadas antes e apds imersao, todas em um mesmo ambiente.

Banho Térmico 36,5°C + 0,1°C

Tubo Falcon
wn

Figura 3. 3: Esquema do procedimento de imersdo das amostras em SBF.

As medidas de pH durante o processo de producdo do SBF, assim como antes e depois
da imersdo das pecas nas diferentes concentracdes e periodos analisados no ensaio in vitro,
foram realizados com um pHmetro (MS Techopon® Instrumentac¢do, mPA210) com precisdo
de = 0,005. As medidas foram realizadas sempre na mesma temperatura, cerca de 36,5+0,2 °C
(temperatura na qual as pegas sdo mantidas em SBF) e a calibracdo do eletrodo foi realizada
previamente antes de cada medida, com trés pontos de referéncia, com tampdes nos valores de

pH 4,7 e 10.

3.4 Ensaios bioldgicos in vitro
Os ensaios de viabilidade celular e cicatrizagdo de feridas foram realizadas no Laboratério

de Inovagdo Tecnologica no Desenvolvimento de Farmacos e Cosméticos da UEM sob
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supervisdo do Professor Dr. Celso Vataru Nakamura. Foram avaliadas as amostras tratadas

termicamente na forma de po.

3.4.1 Avaliacéo da viabilidade celular in vitro pelo método colorimétrico MTT

A avaliacdo da atividade citotdxica das amostras foi realizada com células de pré-
osteoblastos, da linhagem MC3T3-E1, ressuspendidas a concentracdo de 0,5x10° células/mL
em meio a-MEM acrescido de 10% de SFB, adicionado 100uL nos pogos da placa de 96 pogos,
e incubadas por 24 h a 37°C e 5% de CO». As amostras tratadas termicamente em po foram
diluidas (1000, 700, 400 ¢ 100 pg/mL), adicionadas sobre a monocamada celular e incubadas
por 24 h, nas mesmas condicfes. Apds a incubacéo, foi adicionado 50uL de solu¢do de MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio) a 2mg/mL. A placa foi incubada por 4 ha 37°C
com 5% de CO: (protegido da luz) e adicionados 150uL de DMSO. A leitura foi realizada em
leitor de microplaca (BIO-TEK Power Wave XS) em 570nm.

3.4.2 Ensaio de Cicatrizagéo de Feridas (Wound Healing Assay — WHA)

Para 0 ensaio de cicatrizacdo de feridas, as células MC3T3-E1 foram cultivadas em placas
de 24 pocos a 0,5x108 células/mL até atingir a confluéncia. A monocamada foi ferida em linha
reta com uma ponteira de 200uL e lavadas trés vezes com tampao PBS. O meio de cultura com
as amostras, nas concentragdes de 0,4 e 0,1 mg/mL foram adicionados aos pogos e incubados a
37°C e 5% CO». Apds 24 horas de incubacdo, a area da ferida foi analisada usando um modelo
de microscopio de contraste de fase Olympus® CKX41. A taxa de cicatrizacdo da ferida foi
calculada como a porcentagem da ferida inicial até o fechamento completo da ferida em

diferentes momentos com o software Image J [81].
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados os resultados e analises obtidos por meio das técnicas de
andlises térmicas (DSC), espectroscopia Raman, difratometria de raios X (DRX), microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e ensaios antibacterianos e de citotoxicidade pelo método
colorimétrico MTT nos compositos de hidroxiapatita (HAp) e vidro bioativo borato tratado

termicamente (VBy), em diferentes proporcdes

4.1 Tamanho e morfologia das particulas dos pds dos precursores e compositos sem
tratamento térmico

A heterogeneidade de forma e tamanho das particulas, assim como de aglomerados, pode
influenciar na densidade do material produzido interferindo nas caracteristicas finais dos
compositos obtidos. Estabelecer o tamanho e a forma das particulas de HAp e do VBst
possibilita o conhecimento da existéncia de particulas separadas ou aglomerados, sabendo que
as misturas para a obtencdo dos compdsitos podem ter aglomerados devido a metodologia
adotada. Foram realizadas andlises nos precursores, HAp e VBst € nos compositos de HAp+VB
[33, 82].

A Figura 4.1 mostra a distribuicdo do tamanho de particula obtida pela técnica
espalhamento de luz dispersiva (Dynamic Light Scattering - DLS) para as amostras, em po, de
HAp, VBst e nas trés composi¢des de compositos: 25HAp75VB, 50HAp50VB e 75HAPS5VB,

sem tratamento térmico.
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Figura 4. 1: Distribuicdo do tamanho de particulas das amostras de hidroxiapatita (HAp), vidro
bioativo borato (VBs) e dos compdsitos de HAp e VB: 75HAp25VB, 50HAp50VB e 25HAp75VB,
sem tratamento térmico.

A Figura 4.1(e) mostra a distribuicdo do tamanho de particula para a HAp entre 220 e
1200nm, com um centro em ~500nm. A Figura 4.1(a) apresenta para 0 VBst uma distribuicéo
entre 230 e 650nm com centro em ~390nm. Para 0s compo6sitos temos uma variagdo entre o
mesmo intervalo dos precursores, sendo o centro para 25VB75HAp proximo de 720nm,
50VB50HApP em 530nm e 75VB25HAp em 460nm.

Os pos de HAp e VBs foram submetidos a controle de tamanho da particula antes da
preparacdo dos compositos, de modo a obter particulas com tamanho < 45000nm (45um). A
forma e o tamanho de particulas obtidas sdo provenientes de um processo manual de trituracéo,
visto que as amostras foram trituradas em almofariz de &gata. Ainda assim, as particulas se

apresentaram bem menores do que se presumia, e 0s tamanhos das particulas sdo propriedades
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importantes no processo de obtencdo de materiais, pois, podem influenciar nas caracteristicas
finais dos mesmos [83].

A Figura 4.2 apresenta as micrografias realizadas nas amostras com o intuito de observar
amorfologia das particulas do po de HAp, VBst e dos compositos. Nota-se que a HAp (Fig. 4.2-
a) apresenta particulas arredondadas de diferentes tamanhos formando aglomerados, ja 0 VBst
(Fig. 4.2-b) apresenta particulas com fraturas irregulares, caracteristicas de materiais vitreos,

também é possivel observar pequenas particulas devido ao processo de trituracao.

Figura 4. 2: Imagens de MEV das amostras em pd, antes do tratamento térmico a) HAp, b) VB, )
75HApP25VB, d) 50HAp50VB, €) 25HApP75VB.
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As imagens apresentadas ndo representam necessariamente a disposi¢do das particulas
visto que temos um intervalo de tamanhos, ainda que se tenha feito uso de peneira para controle.
As imagens foram obtidas em uma magnificacdo de 50000x, em que nota-se nas misturas para
obtencdo dos compdsitos, que as particulas de HAp ficaram aderidas as do VBs, de diferentes
formatos e de tamanhos irregulares. Esta caracteristica, possivelmente, é devido a distribuicdo
ndo uniforme de particulas, mesmo com a metodologia adotada, na qual os pds para 0s
compositos foram submetidos a um processo de mistura, por cerca de 1h. Esta morfologia dos
pos dos compdsitos pode influenciar quando a amostra for compactada e submetida ao

tratamento térmico.

4.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Utilizando a técnica de DSC, foram obtidas as temperaturas caracteristicas de transicao
vitrea (Tg), inicio de cristalizacdo (Tx), pico de cristalizacdo (Tc), inicio de fusdo (TL), e pico
de fusdo (Tm1l e Tm2) das amostras VBs, HAp e dos compositos HAp+VB em po e sem
tratamento térmico. Os termogramas obtidos estdo apresentados na Figura 4.3 e as temperaturas
caracteristicas na Tabela 4.1.

Em estudo anterior, no qual foi estudado o mesmo vidro em diferentes temperaturas de
tratamento térmico, Nascimento (2021) [80] relata que o mesmo néo se funde até a temperatura
de 850°C, indicando que os eventos térmicos observados nos termogramas de DSC séao
resultantes de transicdes estruturais ou de fases do sistema vitreo. O vidro apresenta Tg em
498°C, temperatura na qual ocorre a transi¢do do estado vitreo para o estado super-resfriado. O
inicio do processo de cristalizacdo se dd em Tx = 617°C com méaximo em Tc = 634°C, pico
exotérmico, e dois picos endotérmicos em 773 e 838°C, Tm1 e Tm2, respectivamente, 0s quais
podem estar associados a um processo de fusdo em duas etapas ou decomposicdo de fases
cristalinas formadas.

O comportamento térmico da HAp durante tratamento térmico pode ser afetado pela
composicao e morfologia, entre outras propriedades que dependam das condigdes de sintese.
Em baixas temperaturas € observada a evolucdo da &gua adsorvida, entretanto este fato ndo
afeta os pardmetros de rede da HAp [84]. A remocdo da &gua da rede cristalina da HAp é
observada com o aumento da temperatura ¢ leva a contragdo do parametro de rede “a” [85].
Além disso, o fosforo de superficie € reativo podendo formar os grupos P-OH, que séo
desidroxilados quando aquecidos para formar grupos P-O-P na superficie [86]. A
desidroxilacdo da HAp comeca com a liberacdo de OH entre 850 e 900°C [84], levando a
formagéo de vacancias na posicao dos grupos hidroxilas na estrutura da HAp. Como resultado,
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hd a formacdo de oxihidroxiapatita. Este processo é afetado por fatores cinéticos, taxa de
aquecimento e a pressao parcial de vapor de 4gua. Quando todos 0s grupos OH" sdo extintos da
estrutura da HAp é formada a oxiapatita. Tanto a reacdo para formacdo da oxihidroxiapatita
quanto da oxiapatita sdo reversiveis, podendo ocorrer em um processo de resfriamento, levar a

incorporacgdo de OH as estruturas formadas [87].
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Figura 4. 3: Termogramas das amostras em pd sem tratamento térmico: vidro bioativo borato (VBsy),
hidroxiapatita (HAp) e compositos HAp-VB: 75VB25HAp, 50VB50HAp e 25VB75HAp

No termograma obtido para HAp, acima de 700°C, observa-se o inicio de um processo

exotérmico que pode estar associado a desidroxilacdo da HAp. Somente para temperaturas
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acima de 1300°C hé& decomposi¢do da HAp, na forma de oxiapatita, em fases tricalcio fosfato,
tetracélcio fosfato e dxido de célcio [84, 88].

Nas curvas dos termogramas dos compdsitos é possivel observar os mesmos picos do
VBst, com pequenos deslocamentos (Tabela 4.1), e a presenga do halo da HAp, entre 150 e
500°C. Este comportamento indica que a mistura dos p6s de VBs e HAp, nas diferentes
concentragOes, resulta em um composito com caracteristicas de seus precursores, sem a
formacdo de novas estruturas. Este comportamento reforca as micrografias apresentadas
anteriormente, que mostravam as estruturas da Hap aderidas as de VBst. Cabe ressaltar que fases
cristalinas que podem se formar no vidro e a decomposi¢édo da HAp em outras fases podem
ocorrer decorrente do tratamento térmico nos compositos.

As caracteristicas térmicas foram obtidas por dois parametros identificados nas curvas de
DSC, os quais nos permitiram calcular o parametro de estabilidade térmica (AT) dado por

AT=Tx-Tg, esse parametro implica na estabilidade contra desvitrificagéo.

Tabela 4. 1:Temperaturas e parametros obtidos por meio do DSC para as amostras em po.

Amostra (Tgx5)°C | (Tx#5)°C | (Tc#2)°C | (TL#5)°C | (Tm#2)°C | (Tm*2)°C | (AT21)°C
VB« 498 617 634 737 773 838 119
75VB25HAp 495 ‘ 598 ] 625 ] 772 ‘ 797 ‘ 824 | 103
50VB50HAp 495 ‘ 606 ] 624 ] 776 ‘ 796 ‘ 823 | 111
25VB75HAp 496 ‘ 606 ] 624 ] 778 ‘ 796 ‘ 832 | 110
I I e (O AN NS

4.3 Difratometria de raios X (DRX)

Para a caracterizacdo estrutural, todas as amostras tratadas termicamente a 810°C foram
avaliadas por DRX, cujos difratogramas séo apresentados a seguir.

A Figura 4.4-a apresenta o difratograma do VBt com picos bem definidos, mostrando a
cristalinidade do material resultante do tratamento térmico, diferente do difratograma de vidros
gue exibem halos amorfos, caracteristicos de materiais que ndo apresentam ordem estrutural de
longo alcance [89, 90]. Ainda na mesma figura, ha a indexacéo das fases identificadas.

Foi possivel identificar trés fases cristalinas principais, este fato ocorre devido a
cristalizacdo do material, visto que, para o vidro adotado, a temperatura de cristalizacdo é
proxima de 630°C. Geralmente a fase que sera formada depende da composi¢do do vidro
bioativo, bem como da metodologia do tratamento térmico adotado [91, 92]. Segundo Ouis e

colaboradores (2012) [18], a adi¢do de O0xidos modificadores como o P2Os na rede cristalina



50

dos vidros pode promover a nucleacgdo e cristalizacdo durante o tratamento térmico, que agem

como pontos para nucleagao heterogénea de fases.
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Figura 4. 4: Difratogramas de raios X para (a)amostra de VVBs, com a indexacdo da fase CaNaBsOqg
(JCPDS # 078-0294), CaNazBs01o (JCDPS # 078-0295) e FAp (JCPDS # 071-0881), (b) amostra de

HAp (JCPDS # 074-0565).
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As fases cristalinas presentes no VBy, com tratamento em 810°C, foram identificadas
como 0 Pentaborato de Sodio e Calcio (CaNaBsOg) (JCDPS # 078-0294) de estrutura
monoclinica (grupo espacial: P21/c), o Pentaborato Trissédico de Calcio (CaNaszBs010) (JCDPS
# 078-0295) de estrutura triclinica (grupo espacial: P-1), e a Fluorapatita (FAp) Cas(POa)sF
(JCPDS # 071-0881), que possui estrutura hexagonal (grupo espacial: P63/m). Estas também
foram relatadas em vidros bioativos de trabalhos anteriores realizados em nosso grupo de
pesquisa, do mesmo sistema vitreo Calcio-Sodio-Borato, com diferentes temperaturas de
tratamento térmico [80, 93]. Hudon e colaboradores [94, 95] relatam que, em vidros contendo
B20s3, pode se formar outras fases como Fosfato de Sodio, assim como o Fosfato de Calcio, ja
que a presenca de elementos como o Ca?* na amostra induz a separacao de fases em vidros com
base borato para a formagéo de fases com o P.Os, naturalmente é esperado a formagao de uma
fase, ou outra, de acordo com 0s componentes constituintes do vidro [18]. No presente estudo,
estas outras fases ndo foram identificadas para o VBt possivelmente em razdo de serem
minoritarias, quando comparadas as duas principais. No detalhe da Figura 4.4-a ¢ mostrado um
calculo percentual de cada fase indexada, no qual foi obtido 53% de Pentaborato de Sédio e
Célcio (CaNaBs0Oo), 24% de Pentaborato Trissddico de Célcio (CaNasBs010) e 23% de FAp.
Foi utilizado o método semiquantitativo RIR (Reference Intensity Ratio), utilizando a base de
dados de acesso livre ICDD (International Center for Diffraction Data). O método de RIR é
baseado na avaliacdo da intensidade de difracdo da fase ndo caracterizada com base na difracdo
de um material usado como referéncia I/Ic, na maioria das vezes o material referéncia é o
corindo [96]. Vale ressaltar que existem erros significativos associados na obtencdo desse
parametro via essa automatiza¢ao, como no caso da amostra possuir fases nao cristalinas, fases
em menor quantidade ou mesmo com picos sobrepostos, assim como elementos ndo
identificados [97].

A Figura 4.4-b mostra o difratograma obtido para a HAp, apds o tratamento térmico. A
ficha cristalografica com a indexacgéo da fase Cas(PO4)3(OH) (JCPDS # 074-0565) de estrutura
hexagonal com (grupo espacial: P6sm) mostrando que a HAp tratada termicamente ndo contém
fases adicionais.

Para os compositos em diferentes proporcoes de HAp e vidro, a indexacdo inicial dos
picos foi a partir das fases observadas para 0s precursores e, em seguida, de outras fases que
pudessem vir a se formar devido a possivel interacdo entre os materiais no processo para a
obtencdo dos compdsitos. As Figuras 4.5; 4.6 e 4.7 apresentam o0s difratogramas dos

compositos, as indexacgdes com as fichas cristalograficas e analise pelo método RIR.
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Foi possivel indexar a maior parte dos picos do difratograma da amostra 75VB25HAp
(Fig. 4.5) com as fases CaNaBsOg € FAp, presentes também no VB, e adicionalmente a HAp
(JCPDS # 074-0565) e NaCaPOs (JCPDS # 076-1456) de estrutura ortorrombica (grupo
espacial Pn21a), conhecida como renanita. O percentual de cada fase neste compdsito, pelo
método RIR, foi 55% de CaNaBsOg, 15% de FAp, 15% de HAp e 15% de NaCaPOa.
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Figura 4. 5: Difratogramas de raios X para a amostra de 75VB25HAp, com a indexacdo da fase
CaNaBsOg (JCPDS # 078-0294), FAp(JCPDS # 071-0881), NaCaPO, (JCPDS # 076-1456) e HAp

(JCPDS # 074-0565).

A HAp é esperada devido a sua presenga na composi¢do do composito (25%), ja a fase
cristalina NaCaPOs, pode ser decorrente de reacdes entre as fases cristalinas do VB e a HAp,
neste processo quimico pode ter ocorrido difusdo de ions Na do By para a estrutura da HAp.
Como consequéncia, a HAp se torna deficiente em Ca, resultando na formacdo da fase
NaCaPO4. Modelos similares foram propostos em estudos de compositos de vidros bioativo
silicato com HAp [98, 99]. A fase CaNasBsO1o presente no difratograma de VB, nédo foi
identificada no compdsito, pois, possivelmente, esta foi decomposta na fase CaNaBsOg
liberando os ions de Na para a formagéo da fase NaCaPO4. Avaliando os resultados obtidos
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pelo método RIR, o esperado seria uma reducgdo nas fases de Calcio, Sédio e Boro, entretanto,
a fase CaNaBsOg se manteve constante (~53%), enquanto a fase CaNasBsO10 ndo foi detectada
nos difratogramas, reforcando que houve decomposicdo do CaNazBs010 em CaNaBsOg. Outro
produto que poderia ser decorrente desta decomposicado é o 6xido de sédio (Na20), que por sua
vez forneceria os ions Na para formagdo NaCaPOas. Além disso, o percentual de HAp néo
corresponde ao total do composito, indicando o consumo de HAp, por meio da deficiéncia de
Ca, para a formacdo de NaCaPOs. O NaCaPO4 é biocompativel e bioativo, com taxa de
biodegradacao menor que a B-Caz(PO4)2 (B-tricalcio fosfato ou B-TCP) e pode ser utilizado para
0 aumento da densificagdo em compdsitos a base de HAp [98].

Nesta proporc¢éo entre VB e HAp, a FAp mostrou-se dependente da quantidade de VB,
possivelmente, ndo contribuindo para a formacéo da fase NaCaPOa, uma vez que na analise de
RIR os percentuais de FAp foram 23% e 15%, para VBt e 75VB25HAp, respectivamente. Ainda
resultante da interacdo do VB e a HAp pode ocorrer a formagdo de outras fases minoritarias,
decorrentes da degradacdo da HAp, tais como Cas(PO4)2 e CaO, além da liberacdo de &gua,
visto que aditivos, podem alterar a estrutura da HAp [85, 100]. Ashuri e colaboradores (2012)
[101], relatam a presenca da fase B-TCP em seu estudo de compositos de vidro bioativo com
base de silicato e hidroxiapatita, resultado da sinterizacdo de compdsitos em temperaturas
superior a 800°C, ja que nessa temperatura a HAp ndo estequiométrica pode sofrer
decomposicdo térmica.

O difratograma do compdsito 50VB50HAp com sua indexacdo e analise de RIR esta
mostrado na Fig. 4.6. Foram identificadas as fases cristalinas CaNaBsOg (27%), HAp (28%),
NaCaPOs (17%), CaB20s (19%) (JCPDS # 076-0747) de estrutura ortorrombica (grupo
espacial Pnca) e a FAp (9%). Nesta concentracdo ha a presenca de uma de uma fase nédo
identificada no composito anterior, 0 CaB204. Esta fase pode ser proveniente da decomposi¢édo
da CaNaBsOg em CaB204 e Na2O, o que poderia justificar a diminui¢do da CaNaBsOg de 55%
para 27% e constancia da fase NaCaPO4 de 15% para 17%, quando comparados aos compdsitos
75VB25HAp e 50VB50HAp, respectivamente. Neste processo, 0 CaNaBsOg disponibilizaria
Na, por meio de sua decomposic¢do, e a HAp o Ca para formacdo de NaCaPOs. A FAp se
mantém dependente da concentracdo de VB, ja que seu percentual no compdsito 50VB50HAp

é de 9%, o que corresponde, aproximadamente, a 50% da quantidade que ha em VB:.
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Figura 4. 6: Difratogramas de raios X para a amostra de 50VB50HAp, com a indexacdo da fase HAp
(JCPDS # 074-0565), CaNaBsOg (JCPDS # 078-0294), CaB,0, (JCPDS # 076-0747), NaCaPOy
(JCPDS # 076-1456) e FAp(JCPDS # 076-0558).

Cabe ressaltar que, em trabalhos anteriores em nosso grupo de pesquisa [80, 93], bem
como na literatura [102-105], foi relatado que a decomposicao da fase cristalina CaNaBsOg em
CaB-04, obtida por meio de tratamento térmico a partir de 900°C em minerais e vidros boratos.
Desta forma, a adicdo de HAp ao VB borato propiciou a formacao desta fase sem a necessidade
de uma alta temperatura para o tratamento térmico, o que pode promover melhora na
bioatividade, propriedades mecénicas e ndo apresenta citotoxicidade [106, 107].

Nos compositos 25VB75HAp foram identificadas as fases cristalinas HAp (60%),
CaB204 (19%), NaCaPOa4 (12%) e FAp (9%). O difratograma, as indexagdes e quantificacdo
pelo método de RIR estdo mostrados na Figura 4.7. Nota-se a presenca das mesmas fases
presentes no compodsito 50VB50HAp, exceto da CaNaBsOo, indicando que toda a fase se
decompds em CaB:04 e Na2O, pois o percentual de CaB>0Os manteve-se constante e o de
NaCaPO4 diminuiu, uma vez que a quantidade de ions Na disponiveis para sua formacgéo

também sofreu uma diminuig&o.
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Figura 4. 7: Difratogramas de raios X para a amostra de 75VB25HAp, com a indexacdo da fase HAp
(JCPDS # 074-0565), CaB,04 (JCPDS # 076-0747), NaCaPO, (JCPDS # 076-1456) e FAp(JCPDS #
076-0558).

A HAp é a fase majoritaria no composito 25VB75HAp devido a sua maior quantidade na
composicdo. A reducdo na disponibilidade de Na para a formacdo de NaCaPO. também
colabora no aumento da quantidade de HAp comparada ao compdsito 50VB50HAp. A FAp é
fase que se mantém presente para as trés composicdes de compasitos, e sua quantidade depende
da quantidade de VB nos compdsitos. Entretanto para o composito 25VB75HAp ha uma
pequena variagdo com relacdo a proporcionalidade com VB, pois sua quantidade se manteve
constante comparada com a amostra 50VB50HAp. Este comportamento pode ser resultado de
um favorecimento de substituicdo de OH por F na HAp, resultando na formacdo de FAp
[108,109].

As reacGes quimicas, entre VB e HAP nos compdsitos, propostas neste trabalho,
consideram a formacéo de fases cristalinas minoritarias, como tricalcio fosfato (TCP), relatado
na literatura como resultado da degradag@o da HAp no processo de desidroxilacdo [101, 110] e

de material amorfo, as quais ndo foram identificadas.
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Com relagdo a presenca dessas contribui¢fes amorfas, que podem ser percebidas nos
difratogramas em dois halos amorfos observados para as amostras, a parcela cristalizada pode

ser calculada pela equacéo 4.1:
Ac

Ic = - 100, (4.1)

Aa+Ac

sendo Ic o indice de cristalinidade (%), Ac a area cristalina difratada e Aa a parte amorfa
difratada [111]. A &rea cristalina é calculada obtendo a integral apenas para os picos de difrag&o,
enquanto que a area amorfa é calculada pela integral da linha de base do difratograma. Como o
porta-amostra utilizado é constituido de vidro silicato, para determinar a parte amorfa, foi
descontado o valor obtido para o porta-amostra, chegando entdo em uma estimativa da por¢édo
cristalina das amostras apresentadas na Figura 4.8.

Este método € uma estimativa da fracdo cristalizada na amostra, e indica que h4 um
aumento do indice de cristalinidade conforme aumenta a propor¢do de HAp nos compdsitos,
uma vez que a HAp é cristalina. Outro ponto a ser considerado é que ha um residual amorfo
presente nas amostras devido a contribuicdo do VB, mesmo este tendo sofrido cristalizacdo
durante o processo de tratamento térmico.

Foram empregadas as espectroscopias Raman e FTIR, com o intuito de avaliar os modos
vibracionais das amostras, visto que, estas andlises podem proporcionar informacdes
moleculares e quimicas de maneira a corroborar com os resultados de DRX até aqui
apresentados.
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Figura 4. 8. Difratogramas das amostras (a) VB: (em preto), 75VB25HAp (em laranja), 50VB50HAp
(em verde), 25VB75HAp (em rosa) e HAp (em preto). Em vermelho, o difratograma do porta amostra
e em azul, a rea amorfa refratada calculada. (b) indice de cristalinidade obtido para as amostras, a
linha é apenas um guia visual.

4.4 Espectroscopia Raman
As técnicas espectroscopicas tém como principio fundamental a interacdo entre a radiacéo
eletromagnética e a matéria que resultam em diferentes mecanismos fisicos, 0s quais permitem

variados métodos de detecgdo, desta forma estas técnicas sdo amplamente utilizadas na
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caracterizacdo de materiais [112-115]. Dentre elas, a espectroscopia Raman tem destaque, pois
fornece informacdes referentes aos modos vibracionais das ligagBes quimicas e grupos
funcionais pertencentes ao material, permitindo a sua caracterizacdo molecular [116]. Diante
de sua aplicabilidade, a espectroscopia Raman foi empregada para caracterizar 0s materiais
precursores (HAp e VBy) e 0s compositos 75VB25HAp, 50VB50HAp e 25VB75HAp, todos
submetidos ao tratamento térmico em 810°C.

A Figura 4.9 apresenta o espectro Raman obtido para a HAp na regido de 400 a 3600cm”
! na qual podem ser observados os modos vibracionais caracteristicos do grupo quimico PO4*,
sendo estiramentos simétricos v1 em 962cm™, v, na regido entre 550 e 400cm™, vz entre 1100 e
1000cm™ e 0 v de 750 e 650cm™?, ja o estiramento simétrico da ligagdo O-H ocorre em 3572cm’
1[117].
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Figura 4. 9: Espectro Raman da hidroxiapatita (HAp) a 810°C. No detalhe a regido espectral referente aos
modos vibracionais do grupo quimico fosfato (PO.*).

A Figura 4.10 apresenta o espectro Raman do VB tratado termicamente em 810°C. Os
espectros foram obtidos no intervalo de 400 a 4000cm?, entretanto a regido apresentada é a que
possui caracteristicas espectrais significativas, entre 400 e 1600cm™. Devido ao tratamento
térmico, o VBt passou por cristalizacdo, formando as fases cristalinas: CaNaBsOg, CaNazBsO10
e FAp, conforme discutido nas analises de DRX, o que resulta em um espectro Raman com
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picos bem definidos. No caso de um espectro de vidro, as bandas séo largas, caracteristicas de

um material amorfo.
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Figura 4. 10: Espectro Raman do vidro bioativo apds tratamento térmico a 810°C (VB;) com
indexagéo fases CaNaBsOg (em vermelho) [93], CaNazBsO1o (em azul) [118] e FAp (RRUFF
R040098-3) (em roxo)[119].

O CaNaBsOs apresenta blocos unitarios de (BsOg)®> compondo uma estrutura de folhas
de &omos de B e O, formando dois anéis compostos de unidades triangulares (BOs) e
tetraédricas (BO4). J& a fase CaNasBsO10 é formada por pentaboratos, constituidos de unidades
(BsO10)* estruturando um par de anéis contendo duas unidades de BO3s conectadas por uma
unidade de BO4 [89,120,121].

Estudos sobre vidros bioativos boratos, apontam que a rede formadora composta por
unidades trigonais (BO3) e tetraédricas (BO4") podem formar as superestruturas do Boro com
0s aneéis de boroxol e os grupos diborato, triborato, tetraborato, pentaborato, orto e metaborato.
Quando o vidro passa por cristalizacdo, as fases cristalinas formadas continuam a conter as
estruturas formadas por BOs e BO4, entretanto em outras formacdes [32].

Com relacéo ao espectro Raman do VB, observa-se bandas de superestruturas e estruturas
mais simples formadas pelas unidades BOs e BO4. Na regido entre 1550 e 1300cm™ e a banda
em 630cm™ que podem ser associadas a estiramentos da estrutura B-O das cadeias e anéis de
metaborato, tais cadeias podem ser simples ou até mesmo estruturas mais elaboradas com
grupos de BO3z e BO4 interligados [122,123]. Ja o ortoborato (BO3)* apresenta quatro regides
principais de vibragdo das ligagBes B-O: (i) 1285 a 1020cm™ referente ao estiramento

assimétrico [124], (ii) 945 a 840cm™ estiramento assimétrico, (iii) 810 a 676cm™ e (iv) 672 a
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570cm™ que pode ser associado a deformacao fora do plano e no plano, respectivamente [124,
125]. Cabe ressaltar, que as fases CaNasBsO10 e CaNaBsOg sdo formadas por unidades
tetraédricas e trigonais de BO, 0 que pode acarretar sobreposicéo de bandas no espectro do VB:.
A fase CaNaBsOq foi obtida por meio de comparagéo, conforme descrito por Gibin (2021) [93].

A banda mais intensa do espectro Raman do VB;, centrada em 965cm™, é referente ao
estiramento simétrico v1 de PO4> da FAp.

Apesar de algumas sobreposicdes de bandas das fases identificadas na técnica de DRX,
foi possivel observar bandas dos modos vibracionais das mesmas trés fases por meio da
espectroscopia Raman na amostra VB:.

A Figura 4.11 apresenta os espectros dos compositos 75VB25HAp, 50VB50HAp e
25VB75HAp com a indexacao das fases observadas. Em todas as concentra¢es dos compasitos
foi possivel observar a presenca da HAp pela presenca das bandas em 3572cm™. As demais
bandas HAp, modos de vibragdo do PO, tem superposicdo com as outras fases indexadas,
principalmente com a FAp, pois as composi¢des quimicas de ambas sdo semelhantes. A FAp
esta presente nos compositos decorrente da presenca do VB na composicao. Entretanto, com o
aumento da concentracdo de HAp, nota-se deslocamentos de bandas da FAp em direcdo as
bandas da HAp.

Nas Figuras 4.11.a, b e ¢ hd um destaque para regido entre 3600 e 3550cm™ atribuido ao
estiramento de OH da estrutura da HAp (multiplicado por um fator na figura, para uma melhor
visualizacdo). Foi observado um aumento da contribuicdo desta banda com a adicdo de HAp
aos compasitos, sendo na amostra 25VB75HAp a banda com melhor defini¢do. Veja que
quando presente, o F pode substituir o OH, de maneira que a HAp pode sofrer substitui¢des que
originaria mais FAp na amostra, fato observado uma vez que a semi quantificacdo RIR indicam
nas amostras com menor quantidade de VB a fase FAp se mantém constante, mesmo quando a
parcela de VB no comp6sito € menor. A banda em 3537cm™ pode ser relacionada ao OH livre,

reforgando a ideia de que 0 mesmo pode estar sofrendo substituigdes [101, 110, 128].
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Figura 4. 11: Espectros Raman dos compdsitos (a) 75VB25HAp, (b)50VB50HAp e (c) 25VB75HAp
com indexacdo das fases CaNaBsOg (em vermelho), CaNa3zBsO1o [118] (em azul), FAp RUUFF
R040098-3 [119] (em roxo), NaCaPQ4 [126] (em preto) e CaB,04 [121] (em cinza). A HAp (em azul
claro) estd como indexagdo para melhor visualizagdo.
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A exemplo, a Figura 4.12 mostra o deslocamento da banda centrada em 965cm™, vs1PO4*,
(FAp) deslocando-se para 962cm™ (HAp) com o aumento da concentracio de HAp. Estes
deslocamentos sdo mais evidentes a partir de 50% de HAp. Ademais, nesta regido € notada a
presenca de um ombro em ~975cm™ (vs1PO4*) [127] na amostra 25VB75HAp indicando a
presenga de B-TCP no compdsito. Os compositos 50VB50HAp e 75VB25HAp apresentam
alargamento da banda na regifo entre 980 - 940cm™, entretanto ndo foi possivel observar a
mesma formac&o do ombro em 975cm™. A fase p-TCP é um dos provaveis produtos da reagio
entre 0 VB e HAp nos compdsitos, nas andlise de DRX néo foi possivel evidenciar nos
difratogramas, entretanto na espectroscopia Raman é notdria sua presenga. O modo de vibragao
assimétrico é altamente Raman ativo, sendo assim, mesmo que em proporc¢Ges minoritarias é

possivel sua deteccéo.
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Figura 4. 12: Espectros Raman dos materiais tratados termicamente & 810°C: vidro bioativo (VBy) e
dos compésitos 75VB25HAp, 50VB50HAp, 25VB75HAp na regido espectral entre 980 e 940cm™,
banda do modo vibracional vs1PO4*. As linhas tracejadas indicam as posi¢Ges das bandas referentes a
fluorapatita (FAp) RUUFF R040098-3 [119], hidroxiapatita (HAp) e B-tricalcio fosfato (B-TCP) [127].

Na Figura 4.13 sdo apresentados 0s espectros para o VBt e compdsitos na regido entre
1570 e 1270cm, referentes as vibragdes do tipo estiramento das unidades BOz e BO4 que
compde as fases CaNaBsOg e CaNazBs010. Nesta mesma regido foram identificados também
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0s modos de estiramento para a fase CaB204 [121] presente nos compositos 50VB50HAp e
25VB75HAp. Nesta figura a presenca das fases pode ser visualizada por meio das gaussianas
que compdem o espectro da regido estudada. A utilizacdo do ajuste matematico com funcées
gaussianas permite obter, de forma mais precisa, a contribui¢do de diferentes componentes,
quando eles se apresentam sobrepostos em espectros. O ajuste foi realizado de forma que a
soma das funces gaussianas melhor representasse o espectro experimental, utilizando os
espectros das fases ja identificadas na técnica de DRX, e tomando os centros de suas bandas
Raman na regido como referéncia para quantificar o nimero de gaussianas. Nas Figuras 4.13 a)
e b), VB: e composito 75VB25HAp, respectivamente, se observa a predominancia das fases
CaNaBs0Og e CaNazBsO10 (gaussianas hachuradas em vermelho e azul), entretanto as areas e
larguras das gaussianas ajustadas variam com a adicdo de HAp. A fase CaB204 (gaussianas
hachuradas em cinza) ocorre para 0s compositos 50VB50HAp e 25VVB75HApD, nestes também
é possivel notar que hd menos gaussianas das fases CaNaBsOg e CaNasBsO10. Observa-se
gaussianas que foram atribuidas a presenca das fases CaNaBsOg e/ou CaNazBsO10 (gaussianas
sem hachurado), pois o0s centros estdo localizados em posic¢des intermediarias entre as bandas
das duas fases.

As fases CaNaBsOg e CaNazBsO10 foram identificadas ao longo dos espectros de todos
0s compositos, entretanto, a exemplo da Figura 4.13, foram diminuindo as suas presengas com
a adicdo de HAp, vista de modo mais expressivo a partir da concentracdo de 50VB50HAp. Este
comportamento foi avaliado levando em consideracdo a quantidade de bandas Raman presentes
Nos espectros.

Na Figura 4.14 é apresentada uma comparacdo para avaliacdo da presenca da fase
NaCaPO4 nos compdsitos entre o calculo de RIR, obtido nas andlises de DRX, com a area da
regido entre 1035 e 1000cm, em funcéo da concentracéo de VB nos compdsitos. No detalhe
da figura, nota-se o aparecimento de duas bandas, ausentes do espectro do VBy, centradas em
~1025 e 1013cm’L, estiramento vs do PO4* [129], com o aumento da concentracdo de HAp nos
compositos. O comportamento para ambas as analises se apresenta de forma semelhante, com
uma tendéncia de maximo em 50% de VB, ou seja, para a concentragcdo 50VB50HAp. Este fato
pode estar correlacionado a maior disponibilidade de ions Na fornecidos pelas fases CaNaBsOg
e CaNasBs019 € de ions Ca pela HAp, porém ndo foi possivel quantifica-los pelas técnicas aqui
empregadas. A regido utilizada para avaliacdo da fase NaCaPO4 ndo apresentou sobreposi¢édo
com bandas Raman de outras fases em nenhum dos compositos, sendo esta a Unica regido de

n&o sobreposicao de bandas.
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Figura 4. 13: Espectros Raman do a) vidro bioativo tratado (VB:) a 810°C e compositos:
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fungdes gaussianas. Sendo as gaussianas hachuradas as fases identificadas em cada material:
CaNaBs0q (vermelho), CaNasBsO1o (azul) e CaB204 (cinza). As gaussianas sem hachurar foram

identificadas como sendo da CaNaBsOg e/ou CaNazBsO10. Os circulos abertos sdo 0s espectros Raman

experimentais e a linha continua em rosa a soma das fun¢Ges gaussianas.
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Figura 4. 14: Comparag4o entre a area da regido dos espectros Raman entre 1035 e 1000cm™ e o
calculo de RIR obtido pela técnica de DRX em funcédo da concentracdo de vidro bioativo tratado
termicamente (VBy), referentes a presenca da fase NaCaPO.. No detalhe, a regido espectral dos
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A fase NaCaPO4 também foi observada nos espectros Raman de todos os compositos,
porém seus modos vibracionais tém energias proximas as dos modos de vibragdo da FAp e
HAp, ocasionando sobreposicdo de bandas. A regido espectral na qual ndo ha sobreposicdo com
outras bandas Raman esté localizada entre 1035 e 1000cm™,

As fases encontradas por meio da técnica de DRX, também foram observadas na
espectroscopia Raman, além disso, 0 mecanismo de rea¢do proposto por meio da decomposi¢do
das fases Calcio, Sédio, Boro e Oxigénio reagindo com a HAp para formacéo de novas fases,
ndo presente nos materiais precursores, também foi evidenciada pela espectroscopia Raman.

De forma a complementar a analise de espectroscopia Raman foi empregada também a
andlise de espectroscopia FTIR, visto que estas sdo técnicas consideradas complementares,
cujos resultados podem fornecer novas informacdes. Ainda que no geral ambas permitem a
avaliacdo dos modos vibracionais das moléculas, ha algumas restricGes de casos em que as
amostras possam ser ativas em apenas uma das técnicas [116]. Dessa forma, na sequéncia, serdo

apresentados os resultados obtidos por espectroscopia FTIR.

4.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com reflecténcia total
atenuada (FTIR-ATR)

O espectro da HAp observado na Figura 4.15 possui uma contribuicio em 3571cm do
estiramento da ligagdo O-H. Na regido de 1250 a 1600cm™ (regido hachurada em rosa)
aparecem duas bandas em 1456 e 1411cm™ atribuidas a0 modo de estiramento assimétrico vs
(P-O) e possivel sobreposicdo de COs?> [33]. Na regido compreendida entre 1200 e 400cm™
(regido hachurada em preto) temos bandas de absor¢do dos grupos funcionais POs> e OH-
presentes na HAp, sendo as bandas em 1087cm™ e 1026cm™ atribuidas ao modo de estiramento
assimétrico vs (P-0). A banda em 962cm™ atribuida ao modo de estiramento simétrico de v1 (P-
0). As vibragdes em 565cm™ e 600cm™ séo atribuidas a0 modo de deformagdo de v4 (P-0), a
absorgdo ~472cm™ é atribuida ao modo de deformagéo do v (P-O). J4 em 630 e 875cm™ as
bandas presentes correspondem aos modos de deformacédo do grupo OH™ [130, 131].
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Figura 4. 15: Espectros de FTIR-ATR da HAp a 810°C.

A Figura 4.16 apresenta o espectro de FTIR-ATR obtido para o VB: na regido de 400 a
1600cm, é possivel observar picos bem definidos devido a cristalizagdo do vidro bioativo
borato, tal como no espectro Raman do VB:. Este comportamento ja foi observado em trabalhos
anteriores [80, 93], evidenciando a formagdo de fases cristalinas, diferente de espectros
caracteristico de materiais vitreos que apresentam bandas largas, sem picos estreitos. Ainda
nesta mesma figura, as fases identificadas na técnica de DRX foram indexadas baseadas em
espectros de FTIR obtidos da literatura. Sabendo da existéncia de unidades trigonais BOs e
tetraédricas BO4 nas fases identificadas no VB tratado termicamente, foram atribuidas trés
regides ao espectro de FTIR-ATR do VB: em 1500-1200cm™ de estiramentos de B-O de
unidades trigonais BO3, em 1200-850cm™ de estiramentos B-O de unidades tetraédricas BO4 €

800-600cm* decorrente de vibragdes de flexdo de varios segmentos de borato [18].
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Figura 4. 16: Espectros de FTIR-ATR do VB 4 810°C com indexacdo das fases CaNaBsOg (em
vermelho) [93], CaNasBsO10 (em azul) [118] e FAp (em roxo) (RRUFF ID: R040098.1) [119].

Para a regido demarcada em cinza na Figura 4.16 em cinza, as bandas de 1550 a 1200cm"
! podem ser relacionadas & absorcdo de unidades triangulares BO3 [18, 93, 132, 133], sendo
entre 1750 e 1200cm™ dos estiramentos assimétricos de B-O [133], compondo as vibragoes de
grupos de piroborato e ortoborato em ~1340cm™, de 1300 a 1200cm* atribuida as vibragGes de
estiramento de B-O e pontes de B-O entre B3sOg € BOs3, de modo que a banda observada em
1259cm pode ser associada a grupos de ortoboratos [133]. A regido marcada em verde claro,
entre 1170 e 830cm™, pode ser associada as vibragdes de unidades tetraédricas BO4, com
predominancia dos estiramentos de B-O [132], sendo as bandas na regifo ~1200 -760 cm™
atribuidas a grupos pentaborato, triborato e diborato [130]. Vale lembrar que nesta regido pode
haver sobreposicéo de bandas dos grupos borato com fosfato da FAp, indexada por meio base
de dados RRUF [119], observa-se as bandas em 1093 e 1024cm™ atribuidos ao estiramento do
v3 (P-0) [135], além de bandas em 962cm™ do estiramento do v1 (P-O) [136]. A regifo em azul
de 840 a 670cm™ ¢ dita de predominéncia de modos de flexdo das unidades de borato [18]. E
por fim, a regido em laranja, de 620 a 430cm™, é predominante os modos de flexdo de varias
unidades de borato [18]. Youssif e colaboradores [134] também indicam bandas em 550cm™ e
630cm! atribuidas a vibracdes do tipo estiramento v4 (P-O) das unidades POsa.

A Figura 4.17 apresenta os espectros de FTIR-ATR obtidos para os compdsitos de HAp
e VB, além da indexacdo das fases cristalinas verificadas no VB, da HAp e das novas fases
formadas NaCaPOs e CaB,04. Foram observadas bandas na regido entre 1600 e 400cm™,
entretanto ndo foi verificada a presenca da banda em 3571cm™ (regido do espectro n&o

mostrada) atribuida ao vsOH presente na HAp. A regio entre 1140 e 400cm™* abrange os modos
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vibracionais v1, vz e v4 do POs* presentes nas fases NaCaPO4 e FAp e na HAp, resultando assim
em uma sobreposi¢do de bandas, o que dificulta a avaliacdo da contribuicdo da fase NaCaPOa,
formada a partir das fases cristalinas do VB tratado termicamente e da HAp, bem como de
possiveis variagdes entre a FAp e HAp, tal como observadas nos espectros Raman. Nos
espectros dos compésitos 50VB50HAp e 25VB75HAp ha uma contribuicdo da fase NaCaPOs,
em 1037cm™ (asterisco na cor preta), estiramento de vsPOs*> [137] indicando tal como na
espectroscopia Raman, a formagao desta nova fase. A presenca da fase f-TCP foi notada na
amostra 25VVB75HAp em duas regides, destacadas na Fig. 5.17 com asteriscos na cor amarelo,
em 977 e 548cm™ dos modos de vibragdes de estiramento simétrico do vaPO4> e vs PO4%,

respectivamente.
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Figura 4. 17: Espectros de FTIR-ATR do VB; comparado aos compoésitos 75VB25HAp, 50VB50HAp,
25VB75HAp. Na parte inferior ha a indexacao da posicao das bandas de absorcao das fases
identificadas: NaCaPQ4 (na cor preta) [138], CaB20. (ha cor cinza) [139], CaNaBsOg (na cor
vermelha) [93], CaNasBs01o (na cor azul) [118], FAp (ha cor roxa) (RRUFF ID: R040098.1) [119],
HAp (na cor azul claro) e B-TCP (na cor amarela) [117]. Os asteriscos estdo coloridos da mesma cor

que as indexacBes destacando bandas da reagdo entre 0 VB e HAp.

A presenca dos modos de vibragio do carbonato (CO3?") é esperada nos espectros de FTIR
entre 1600 e 1400cm™ e ~875cm™, atribuidas as vibracdes de estiramento antissimétricas do
v3C03% e 12C03% [140] devido a presenga da FAp, HAp e B-TCP nos compositos, porém nestas
regides também ha a sobreposi¢do com os modos de vibracdo do fosfato e das unidades de BO.
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Outra banda da HAp n&o observada nos espectros FTIR dos compositos € a ~630cm, referente
ao estiramento de OH [117].

Além das fases que contéem fosfato, os espectros de todos 0s compositos apresentam
contribuicdes das fases CaNaBsOg e CaNasBsO10, similares entre 0 VB e 75VB25HAp, e com
alteracdes espectrais nas amostras 50VB50HAp e 25VB75HAp. Os espectros destas fases sdo
compostos por vibragdes das unidades trigonais e tetraédricas de BO que resultam em diferentes
estruturas, cujas atribuicdes ja foram mencionadas anteriormente na descri¢ao do espectro FTIR
do VB:. A decomposicéo das fases CaNaBsOg e CaNasBsO10 para formagdo da fase CaB20s,
pode ser vista em algumas regides dos espectros dos compdsitos, quando comparados ao
espectro do VBy, e foram destacadas na Fig. 4.17 por asteriscos nas cores vermelha, azul e cinza.
Nota-se uma diminuicdo nas bandas referente as fases CaNaBsOg e CaNa3Bs010 com a adi¢do
de HAp, e ausentes no composito 25VB75HAp, asteriscos na cor vermelha e azul, e o
aparecimento de picos atribuidos a fase CaB204 (asteriscos na cor cinza) nos espectros das
amostras 50VB50HAp e 25VB75HAp. Comportamento similar ao visto na espectroscopia
Raman. A fase CaB20s é formada por unidades trigonais BO3z que compartilham pares com
atomos de Oxigénio formando cadeias de -O-B-O-B-O-, sendo os modos vibracionais,
destacados na Figura 4.17, 1444 e 641cm™ de estiramento e deformacio da cadeia de B-O,
respectivamente [139].

A presenca da fase NaCaPOas nos compdsitos 50VB50HAp e 25VB75HAp também é
outro indicativo da decomposicédo das fases CaNaBsOg € CaNa3zBsO1o.

De forma resumida, os resultados obtidos pela espectroscopia FTIR-ATR corroboram
com os obtidos pelas técnicas DRX e Raman apresentados anteriormente, fortalecendo a
proposta da reacdo entre 0 VB e HAp na formacdo dos compositos a 810°C. Cabe ressaltar que
cada uma das técnicas utilizadas até o momento, dependendo do fenémeno fisico a ser detectado
e da sensibilidade do equipamento, tem diferentes limites de deteccdo, o que poderia justificar
a identificacdo da fase CaNazBsO10 ainda nos compdsitos 75VB25HAp e 50VB50HAp para as
espectroscopias Raman e FTIR, enquanto para a DRX esta fase foi identificada somente no
VBt

Na reacdo proposta, a fase CaNasBs010 se decompde na CaNaBsOq liberando também
Na2O, ou seja, ha uma diminui¢do da fase CaNasBsO10 com a adi¢cdo de HAp ao VB, este
decréscimo é observado pelas espectroscopias vibracionais por meio da diminuicdo de
intensidade de bandas ndo sobrepostas as de outros componentes, referentes a esta fase, mas na
técnica de DRX ndo foi possivel indexar esta fase nos compositos. Pelo método de RIR, a fase

CaNasBs010 abrange 24% da composicao do VB, enquanto a fase CaNaBsOg 53%, mostrando



70

ser a fase majoritaria no VB, deste modo a quantidade de CaNaszBsO10 pode ser minoritaria nos
compdsitos, entretanto com modos vibracionais Raman e FTIR de alta atividade.

Outra fase ndo indexada na DRX, foi a TCP, entretanto, por meio da reagdo proposta, o
Na2O liberado difunde na estrutura da HAp podendo formar a TCP, sendo esta mudanca
estrutural acompanhada pela da liberagdo de OH, processo conhecido como desidroxilagéo,
formando TCP [141] e NaCaPO4 [99]. Para a formacdo da TCP, além da desidroxilacéo, deve
ocorrer a formacéo da oxiapatita, entdo a decomposicao desta fase para a formagao de TCP (a-
TCP ou B-TCP) [84]. A fase B-TCP foi identificada nos espectros Raman e FTIR-ATR no
composito 25VB75HAp, possivelmente, decorrente de ser uma fase minoritaria formadas nos
compdsitos, porém o sinal referente as bandas dos modos vibracionais de estiramento de PO4>
sd0 intensos nas espectroscopias Raman e FTIR.

Com o decréscimo da CaNasBsO1o, a fase CaNaBsOg, também apresentou decréscimo
devido & decomposicdo na fase CaB.0s [142], a qual é identificada nas trés técnicas nos
compdsitos 50VB50HAp e 25VB75HAp, e ndo estava presente no VB:.

A fase NaCaPO; resulta da difusdo dos ions Na, liberados na decomposicdo das fases
Caélcio Sédio Borato, na estrutura da HAp, que por sua vez libera ions Ca tornando sua estrutura
deficiente deste ion [98, 99]. A presenca da fase NaCaPOs é esperada em compositos de HAp
com vidros bioativos de sistemas vitreos composto por Sddio [141]. A fase NaCaPOs foi
identificada na DRX em todos os compositos, entretanto para as técnicas vibracionais foi
observada nos compositos 50VB50HAp e 25VB75HApP. Os modos vibracionais da NaCaPO4
sdo majoritariamente de estiramentos de PO.*, desta forma foi observada a sobreposicdo de
suas bandas com modos vibracionais da FAp, também presente no VBy, além da sobreposicao
com as bandas referentes aos modos de vibracdo das unidades de BO das fases Célcio Sédio
Borato, em maior quantidade na amostra 75VB25HAp. Possivelmente, com a diminuicao das
fases Célcio Sodio Borato a fase NaCaPOs ficou mais evidente nos espectros.

A FAp se manteve presente em todos os compdsitos nas trés técnicas utilizadas até o
presente momento. A desidroxilacdo da HAp poderia ter ocasionado na substituicdo do OH por
F [88, 143], mantendo assim a FAp, independente da adicdo de HAp. A técnica com mais
sensibilidade para detectar essa substituicéo € a espectroscopia Raman, pois mesmo que a FAp
e HAp tenham os mesmos modos de vibracdo de PO4>, o estiramento vi POs> é centrado em
965cm, enquanto a HAp estd em 961cm™, porém com a adicdo de HAp a composigio do
composito o deslocamento desta banda é observado, dificultando a analise. Outra regido dos
espectros para avaliar esta substituicdo é a regido do estiramento de OH", porém ha a mesma

dificuldade com a adicdo de HAp. Além disso, a desidroxilacdo € um processo reversivel,
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dependendo da temperatura de aquecimento, densidade da substancia e pressdo parcial do vapor
de 4gua [88]. Segundo Qu (2006) e colaboradores [143] a adi¢do de ions de Flior ao composito
por meio de uma fase vitrea, e ndo por sintese quimica, dificulta o controle das substituices
ibnicas.

Ainda como resultado da interacdo do VB com a HAp nos compdsitos tratados a 810°C
espera-se a formacdo de uma fase amorfa composta por 6xido de Caélcio e Boro, em menor

quantidade que as fases cristalinas, dificultando sua quantificacéo e identificacéo.

4.6 Analise por Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para avaliar a morfologia dos materiais precursores e dos compdsitos VB/HAp, tratados
termicamente em 810°C, foram realizadas imagens, superficie e fratura, por meio da técnica de
MEV.

Na Figura 4.18-a e 4.18-b séo apresentadas as micrografias obtidas para HAp em 810°C,
superficie e fratura, respectivamente, nas quais observa-se que as particulas estdo aglomeradas,
com formas irregulares, apresentando formas esferoidais ou bastonetes, tanto em sua superficie
guanto na fratura. Esta morfologia sugere que na amostra de HAp ndo ocorreu de fato uma
sinterizagdo, pois 0 pd se apresenta aglomerado, com a presenca de microporosidade entre os
gréos, ndo tendo a formacdo de pescoco que seria 0 processo inicial para a formacdo das
particulas. Conforme descrito na secdo (2.3), a amostra precisa passar por alguns processos
durante o tratamento térmico para garantir que o produto final seja de fato uma sinterizacéo, e
ndo um apenas um aglomerado. A HAp s0 teria energia de ativacdo para sinterizagdo em
temperaturas superiores a 810°C [33]. Também é possivel observar em sua superficie algumas
marcas devido ao processo de compactagédo e que ndo apresentou laminagéo.

Figura 4. 18: Imagens de MEV obtidas para a amostra de HAp a) Superficie, b) Fratura.
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A Figura 4.19 apresenta as imagens de MEV obtidas para a superficie e fratura da amostra
de VB:. O tratamento térmico ao qual os vidros bioativos sdo submetidos durante sua producao
influencia se este permanecerd com estrutura amorfa ou cristalina, o que reflete diretamente em
suas propriedades, interferindo assim na sua aplicabilidade.

Para a superficie da amostra, temos estruturas de varias formas, umas lembram bastonetes
cilindricos, enquanto outras tém formato menor e arredondado, que se distribuem por toda a
superficie e parecem interconectadas umas as outras, ainda que se observe alguns espacos
“vazios” sugerindo a presenga de poros. Possivelmente as estruturas diferentes presentes na
superficie poderiam ser associadas as diferentes fases observadas para a amostra de VBt nas
técnicas de DRX, Raman e FTIR-ATR.

Essa morfologia observada na superficie pode ser resultado da cristalizacdo do vidro
borato, e o fato das particulas estarem conectadas ser devido ao fluido viscoso remanescente.
Quando hé a cristalizacdo da particula, o fluido viscoso é interrompido o que pode acarretar em
particulas superficiais cristalizadas com poros remanescentes, esses poros também podem ter
origem na contracdo da amostra durante o processo de densificacdo [144]. As trincas observadas
em alguns pontos da amostra (destaque da Fig. 4.19-a) podem ser associadas ao processo de
resfriamento, entretanto, o volume parece ser amorfo uma vez que para a fratura observamos
um aspecto mais denso, lembrando que o processo de densifica¢do se inicia em temperaturas

acima datemperatura de transicdo vitrea do material.
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Figura 4. 19: Imagens de MEV obtidas para a amostra de VB: a) Superficie, b) Fratura.

Segundo Muller e colaboradores (2000) [146], a maioria dos p6s de vidro tem uma
tendéncia a cristalizar quando aquecidos, iniciando o processo nas superficies externas, e
qualquer fracdo delas que cristaliza dificulta a sinterizacéo, pois impede o fluido viscoso [145].

Para particulas pequenas ocorre cristalizacdo dominada pela cristalizacdo da superficie, ja que
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a area da superficie € maior em relagdo ao volume total do material. No detalhe da imagem da
fratura (Fig. 4.19-b) temos morfologias com aspectos diferentes indicadas por setas, uma regido
que parece ter sido suavizada que apresenta uma morfologia especifica, com criacdo de
dominios (regido 1), isso pode ser atribuido a separacao de fases vidro em vidro, cada tipo de
fon tende a concentrar em uma fase separada [144], e a outra com formacdo de
“buracos/crateras” (regido 2) como resultado da cristalizagdo, no canto esquerdo superior
(regido 3) é possivel a visualizacdo de uma segunda fase com uma estrutura e morfologia
diferente e proeminente associada a cristais com crescimento heterogéneo, na regido ao lado da
parte suavizada apresenta algumas estruturas pequenas e arredondadas (regido 4) que alguns
autores associam a uma fase amorfa de fosfato presente na estrutura do VB:.

Segundo Scherer (1997) [147], vidros bioativos tratados termicamente sdo propensos a
cristalizacdo, o que elimina o fluido viscoso e leva a poros residuais, essa cristalizacdo é
relacionada com a energia de ativagao necessaria para que 0 processo se inicie.

A Figura 4.20-a e 4.20-b apresenta as imagens de MEV da amostra 75VB25HAp para a
superficie e fratura, respectivamente. A superficie apresenta uma morfologia muito similar a
observada no VB, possivelmente devido & quantidade de vidro ser maior nesta amostra,
entretanto, as bordas das particulas estdo mais suavizadas parecendo mais interconectadas, de
modo que a quantidade de poros na superficie parece menor, isso pode ser porque o fluido
viscoso estava em maior quantidade e envolveu as particulas de HAp. Em relacdo a amostra de
VB, ha mais particulas em formatos arredondados, que podem ser associados a presenca da
HAp, deste modo a morfologia de modo geral indica assim como para a amostra de VBt, que
houve a cristalizacdo superficial, mas devido a presenca de HAp foi mais homogénea com

presenca menor de poros remanescentes.
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Figura 4. 20: Imagens de MEV obtidas para a amostra de 75VB25HAp a) Superficie, b) Fratura.



74

Na fratura da amostra 75VB25HAp se visualizam poros com formatos irregulares,
profundos e interconectados, possivelmente originados no momento da contragdo da amostra
no processo de densificacdo. Esta amostra foi a Gnica entre os compositos que perdeu sua forma
original, ou seja, sofreu deformacdo devido a um dos componentes ter atingido a fase liquida
no processo de tratamento térmico conforme visto na sessdo (3.3). No detalhe da fratura,
observa-se morfologia semelhante ao VB, com pontos em que se percebe apenas uma
densificacdo (regido 1). Ha indicios de inicio de cristalizacdo e até mesmo pequenas particulas
que podem ser associadas a alguma fase relacionada ao fosfato (regido 2). Entretanto para essa
concentracdo, ha também a presenca de cristais bem definidos que ndo puderam ser observados
para a amostra de VBt (regido 3), o que pode indicar que a HAp agiu como indutor de
cristalizacdo volumétrica. Dessa forma, a micrografia da fratura indica uma possivel
cristalizacdo volumétrica heterogénea com poros remanescentes.

Na Figura 4.21, as imagens de MEV para a amostra de 50VB50HAp mostram a presenca
de mais poros espalhados pela superficie, alguns possivelmente devido a contragdo da amostra,
visto que a fracdo de VB deve se contrair na densificacdo, uma vez que a relacdo entre a ligacdo
das particulas com o crescimento do pescoco e 0 encolhimento dependem do mecanismo de
tratamento adotado [144]. No detalhe da Figura 4.21-a, a superficie apresenta particulas
interconectadas sobre uma morfologia densa, indicando que o fluido viscoso possa ter
envolvido as particulas de HAp. Zanotto e colaboradores (2001) [148] dizem que se houver
cristalizacdo concorrente ou cristais na superficie do vidro, nem todos os contatos particula-

particula estdo disponiveis para fluido viscoso.
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Figura 4. 21: Imagens de MEV obtidas para a amostra de 50HAp50VB a) Superficie, b) Fratura.

Para a imagem obtida da fratura da amostra (Figura 4.21-b), se observa um aspecto

amorfo com caracteristica de material denso, assim como a presenca de poros. Sabe-se que apos
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a temperatura de transicdo vitrea do material temos o processo de densificagdo com o fluido
viscoso, mas que qualquer parcela do material que cristaliza pode cessar esse processo [145],
de modo que internamente, a amostra indica que teve inicio a essa densificacdo do VB que
envolveu as particulas de HAp, possivelmente promovendo sua decomposicédo, visto que as
estruturas do Boro podem ser responsaveis por essa degradacdo [128]. No entanto, ndo se
observa a formacéo de cristais em seu volume, permanecendo uma morfologia que indica a
densificacdo. Ha relatos na literatura que, para se obter uma boa cristalizacdo volumétrica em
vidros, é preciso avaliar a taxa de aquecimento assim como o tempo de tratamento empregado
[144, 149]. Aihua Y. e colaboradores (2007) [132] associam a cristalizacdo em uma fase ou
outra com a forca das ligagOes dos elementos da matriz, que compara essas energias de ativacao
com a forca de ligacdo das ligacGes B-O e P-O, indicando que ocorre a cristalizacdo da fase
CaNazBsO10 que é obtida com a quebra das ligagdes B-O, enquanto a cristalizacdo da fase
CaB204 foi mais provavelmente associada com a quebra das ligagdes Ca-O e Na-O.

Por fim, as Figuras 4.22-a e 4.22-b apresentam as imagens de MEV obtidas para a amostra
de 25VB75HAp para a superficie e fratura, respectivamente. Observa-se na superficie uma
morfologia similar a amostra de HAp, talvez por esta ser majoritaria na amostra, com particulas
distribuidas em aglomerados de formas diversas. Todavia, em alguns pontos é possivel
identificar algo similar a juncdo das particulas (indicadas pelas setas no detalhe), que diferente
do que foi citado anteriormente ndo parece ser efeito do processo de prensa. Essa morfologia
indica uma possivel formagdo de uma nova fase que poderia ser associada a fase B-TCP, por
exemplo, visto que ela ndo estd presente nos precursores separadamente, e como Vvisto nas

técnicas anteriores, ela foi identificada nesta concentragdo [101, 110, 128].

(b

Figura 4. 22: Imagens de MEV obtidas para a amostra de 25\VB75HAp a) Superficie, b) Fratura.
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Na fratura é possivel notar uma morfologia um pouco diferente da observada na HAp,
provavelmente decorrente do processo de densificacdo com o fluido viscoso do VB, de maneira
que nos aglomerados da fratura ha particulas com formatos diferentes das arredondadas,
associadas a HAp, além da formacdo discreta de poros.

Assim como observado nas demais técnicas para analise, a proporgao entre VB e HAp,
assim como a metodologia empregada para a obtengdo dos compositos € determinante nas
caracteristicas do material final, afetando desta forma, suas caracteristicas finais e por
conseguinte a sua aplicabilidade. Quando tratado termicamente, o vidro pode cristalizar dando
origem a uma vitroceramica que terd4 possivelmente uma melhor resisténcia mecanica,
entretanto quanto mais resistente mecanicamente menor é a sua taxa de degradacdo em meio
bioldgico [18]. Quando se pensa na producdo de compdsitos o objetivo é sempre buscar uma
solucdo com o melhor resultado possivel. Nas amostras produzidas neste trabalho ocorreu
cristalizacdo do vidro, concomitante da reacdo entre as fases cristalinas formadas e a HAp,
resultando em fases diferentes dos precursores, que podem ser vantajosas para aplicagéo, uma
vez que, o VB: pode ajudar na resisténcia do material, enquanto que as fases cristalinas
existentes podem promover uma melhor solubilidade garantindo uma melhor resposta
bioldgica, com o intuito de avaliar esta resposta foram realizados testes de bioatividade in vitro

que serdo apresentados a seguir.

4.7 Testes de bioatividade

4.7.1 Curvas de pH e perda de massa

De modo geral, as reacGes in vitro de biomateriais, como HAp e vidros bioativos, sdo
estudadas em solugdes tamponadas para avaliar a precipitacdo do Fosfato de Calcio (CaP) na
superficie da amostra, visto que ela é usada como indicador de bioatividade. O grau de
bioatividade é classificado de acordo com o tempo necessario para que ocorra 0 aparecimento
da camada [19]. A solucdo de imersdo mais utilizada para este ensaio foi desenvolvida por
Kokubo e colaboradores (2006) [45], conhecida como SBF do inglés Simulated Body Fluid, de
composigdo quimica e pH proximos ao plasma sanguineo. Desta forma, antes de avaliar a
formagéo da camada apatitica é importante analisar os parametros: variacao de pH da solugéo
de imersdo e perda de massa do biomaterial para melhor entendimento das trocas idnicas entre
0 meio e o biomaterial.

A Figura 4.23 mostra a variacdo do valor de pH da solucéo durante todos os periodos de

imersdo das amostras. As curvas apresentam comportamento de aumento para todas as



77

amostras, com maior varia¢do dos valores de pH para VBt e menor para HAp. As curvas para
0s compositos até 7 dias permanecem entre os valores dos seus precursores, sendo a maior
variacao no periodo de 4 dias e tendendo a uma menor variacdo nos demais periodos, sendo nas
primeiras horas 0 aumento mais abrupto.

O aumento de pH mais abrupto com o tempo atingiu, eventualmente, um plateau que
pode ser um indicador da formagé&o de CaP sobre as superficies da amostra, este comportamento
é observado nas amostras VB, HAp e 25VB75HAp, sendo a tendéncia plateau a partir de 4, 1
e 7 dias, respectivamente.

Em geral, trés processos ocorrem em vidros bioativos, quando em imersdo em solugdes
aquosas: lixiviacdo, dissolucéo e precipitagdo. Rapida lixiviagdo resulta em um aumento de pH,
entretanto, as mudancas no pH dependem de diferentes fatores, tais como, composic¢éo e razdo
entre a area superficial e volume do SBF e a taxa de agitacdo do sistema de imersdo. Para
tempos iniciais ocorre a lixiviagdo e a dissolucdo ocasionando um rapido aumento no pH, com
o prolongamento do periodo de imerséo o aumento do pH se torna mais lento devido as reacoes
entre as camadas desenvolvidas na superficie do vidro [146]. Nos vidros borato as trocas i6nicas
do Sodio e Calcio com o Hidrogénio, no estagio inicial da dissolucdo, leva ao aumento de pH
[142].
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Figura 4. 23: Variag8o do pH da solucdo em funcdo do tempo de imersdo para as amostras (n =2) VB4,

HAp, 75VB25HAp, 50VB50HAp e 25VB75HAp. As linhas sdo guias visualis.
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Para vidros silicato, nas fases iniciais da conversao para CaP, ha a formacdo de uma
camada rica em SiO que separa a crescente camada do ndcleo do vidro, o que dificulta a total
conversao do mesmo em CaP [47,49]. J& nos vidros borato pode ocorrer a incorporacao de OH
em suas estruturas, causando a hidrolise das pontes de B-O-B e formando estruturas B-OH, que
poderiam atuar de forma similar & camada de SiO2 no processo de bioatividade, e neste caso, a
camada de CaP seria depositada sobre a camada de B-OH, mas o vidro ndo seria totalmente
convertido em CaP [51].

A formacdo da camada de CaP é dependente da liberacdo do Fosfato e Célcio para a
solugdo de imersdo, e posterior absorcdo pelo biomaterial, no caso dos vidros borato, os
processos que envolvem o Calcio sdo dependentes da concentragdo de B>Os. De modo geral,
altas concentracdes de Boro facilitam a liberacdo de Ca?*, mas suprimem sua absorcdo, e
consequentemente interferem na formacédo da camada de CaP [151].

Desta forma, o VBt que apresentou maior variacdo de pH, até 4 dias, é a amostra que
contém maior concentracdo de B>Os, promovendo maior liberagdo de Ca para o meio. Nota-se
um limite de concentracdo de VB nos compositos, de modo que com 25% de VB € possivel
controlar a troca i6nica da amostra com meio. Para concentracfes acima deste percentual ndo
foi observado o regime de plateau na analise de pH, sugerindo que ndo houve saturacdo na
solugdo de imersdo, podendo ocasionar em tempo mais prolongado para a precipitacdo da
camada de CaP ou em uma camada mais amorfa.

As trocas ibnicas podem acarretar a degradacdo da peca, visto que o mecanismo de
dissolucdo e reacdo é que leva a precipitacdo da camada de CaP, que é constituida com a
migrac&o dos grupos Ca,* e PO.* da superficie do vidro bioativo e pela incorporacéo de ions e
Fosfatos de Célcio sollveis da solucéo, que com o passar do tempo cristalizam formando a HAp
[35].

Desta forma, a perda de massa teria correlacdo direta com a dissolu¢do da amostra, e
aumento do pH, ja o ganho de massa pode estar relacionado a precipitagdo de uma camada de
apatita sobre a superficie do biomaterial. A Figura 4.24 mostra 0 comportamento da perda de

massa em fungdo do tempo de imersédo em SBF para todas as amostras.
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Figura 4. 24: Percentual de perda de massa fungéo do tempo de imerséo para as amostras (n =2) VB,
HAp, 75VB25HAp, 50VB50HAp e 25Vb75HAp. As linhas sdo guias visuais.

Todas as amostras com VB apresentaram maior perda de massa no periodo de 4 dias, 0
mesmo periodo de maior aumento do pH, entretanto, a amostra VB obteve uma maior perda de
massa em 14 dias, seguido de um ganho de massa nos periodos seguintes, podendo este ser
atribuido a uma deposicao de camadas de CaP ou B-OH sobre a superficie do vidro. A variacédo
observada em 14 dias na perda de massa nao foi similar a variacdo no pH da solugéo de imerséo,
possivelmente pelo fato de sua saturacéo a partir do 4° dia de imersao.

A amostra 25VB75HAp apresenta maior perda de massa em funcéo do tempo de imerséao
guando comparada a HAp, entretanto, seus comportamentos sao similares, possivelmente pela
alta concentragdo de HAp.

Para a amostra 50VB50HAp e 75VB25HAp temos uma maior perda de massa quando
comparadas a amostra de 25VVB75HAp, que pode indicar, assim como o pH, uma maior troca
ibnica com a solugdo. Foi observado que o composito 75VB25HAp atingiu maiores valores de
pH, o que pode ser associado a composi¢do da amostra, uma vez que a area de contato da
amostra com o fluido, assim como o volume adotado pode interferir nesta variacdo [148]. A
perda de massa consequente desta interagdo promoveu a deterioragcdo da amostra ao fim do
periodo de imersdo de 28 dias, possivelmente ndo s6 devido as fases presentes, mas também

por conta da morfologia geral da amostra.
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De modo geral, com 0 aumento de pH houve maior perda de massa em todas as amostras
avaliadas, entretanto a dindmica de dissolucdo da amostra em SBF e a precipitagdo de camadas
sobre a superficie dos materiais esta associada a concentracdo de B2Oz nas amostras que contém
VB em sua composicao, sendo possivel a formacédo de camadas de CaP e B-OH sobre superficie
dos materiais, podendo ser a camada de B-OH intermediéria a formacdo da camada de CaP,
interferindo nas trocas i6nicas. Desta forma, pode-se inferir que as proporgdes diferentes dos
compositos interferiram nas fases identificadas, na morfologia e consequentemente na resposta

bioativa das amostras.

4.7.2 Analise da superficie das amostras

Apos diferentes periodos de imersdo em SBF, a superficie das amostras VB, HAp,
75VB25HAp, 50VB50HAp e 25VB75HAp foram avaliadas por meio das técnicas de MEV,
FTIR-ATR e DRX.

A Figura 4.25 mostra uma foto das amostras apds cada periodo de imersdo. Todas as
amostras estudadas apresentaram a formac&o de uma camada sobre suas superficies, sendo para
as amostras 75VB25HAp e VBt uma camada mais fragil, com fragmentacg&o total apos 28 dias
de imersdo para 0 composito

Diferentemente das analises pré-imersdo, nas quais as amostras tratadas termicamente
foram avaliadas na forma de p6, no pés-imersdo, as andlises foram realizadas nas amostras
integras, tal como mostra a Fig. 4.25, a fim de melhor estudar a camada formada sobre cada
amostra. Desta forma, os resultados apresentados nos experimentos a seguir de FTIR-ATR e
DRX sdo referentes as medidas das superficies das amostras, o que ocasionou diferengas na
contribuicédo das fases cristalinas, uma vez que estas se apresentaram distribuidas de forma néo
homogénea nas amostras. Ademais, a camada formada sobre algumas amostras mostrou-se
fragil, contribuindo de forma negativa para as analises. A amostra 75VB25Hap apos 28 dias de
imersdo perdeu sua integridade, tal como mostra a Figura 4.25, ndo permitindo sua analise. Em
outras amostras a camada se desprendeu da superficie, também ndo permitindo realizar as

medidas em determinados periodos de imersao em SBF.
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Figura 4. 25: Fotografia das amostras VB:, HAp, 75VB25HAp, 50VB50HAp e 25VB75HAp em todos 0s
periodos de imerséo.

4.7.2.1 MEV

Considerando os resultados observados para os ensaios de bioatividade, indicando que
uma camada de apatita se formou na superficie das amostras, foram realizadas imagens por
MEV com o intuito de avaliar sua morfologia. As medidas foram realizadas nos periodos de
0,04, 1, 4, 14 e 28 dias de imersédo em SBF.

A Figura 4.26 apresenta as imagens de micrografia para a amostra de VBt controle e ap6s
imersdo. J& com 0,04 dias de imerséo é possivel observar grdos menores crescendo nos poros
remanescentes, indicando o inicio do crescimento da camada com a formacdo de apatitas
imaturas; as setas em vermelho mostram um exemplo desta estrutura. Com 1 dia, observa-se a
formacgéo de uma camada dentro dos poros da amostra interligando as estruturas ja existentes.
Com 4 dias ha uma camada que se forma sobre a superficie do material com estruturas
globulares e algumas fissuras semelhantes a observada para uma camada amorfa de apatita
[153]. Em 14 e 28 dias ha um aspecto ainda mais craquelado com alargamento das fissuras
superficiais, notando-se uma densificacao desta camada. Para vidros contendo Boro a formagéo

da camada de CaP superficial ocorre simultaneamente a dissolucdo do vidro, o VB apds o
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tratamento térmico apresenta duas fases majoritarias contendo Boro, sendo assim, conjectura-
se que uma camada amorfa cresca sobre a outra antes que esta cristalize. Além disso, uma vez
que a camada amorfa recobra a amostra, as trocas iénicas continuam de maneira mais discreta,
dificultando a cristalizacdo. A curva de pH mostra uma interacdo inicial rapida até 4 dias,

seguida de uma saturacdo associada ao crescimento de uma nova camada sobre a anterior e sem

grandes mudancas nos ultimos periodos, o que corrobora com o observado para as imagens de
MEV obtidas.

4d 14d 28d

Figura 4. 26: Micrografia de superficie de VB; ap6s imersdo em SBF nos periodos de 0,04, 1, 4, 14 e 28 dias.
Controle é amostra sem imersao.

Diferentemente do VB, paraa HAp em imersdo em SBF, Figura 4.27, é possivel observar
a formacgdo de uma camada de apatita apenas em 28 dias de imersdo em SBF, porém com
morfologia de nanocristais que formam placas, caracteristica esta que mostra que ocorreu uma
cristalizacdo da camada [154]. Em 0,04 dias a morfologia da HAp se assemelha a amostra
controle. Com 1 dia ha a presenca de alguns aglomerados das estruturas ja presentes na amostra,
e com 4 dias ocorre uma alteracdo na morfologia da superficie analisada, indicando o inicio de
formacdo da camada de apatita, recobrindo a superficie do material. Em 14 dias a superficie
apresenta uma morfologia que pode ser associada a camada de apatita com estruturas
arredondadas, mas que ainda exibe vestigios da mesma morfologia observada em 4 dias em
diversos pontos da amostra, isso porque, embora a troca iGnica ocorra de maneira mais lenta
para HAp quando comparada com o VB: para tempos mais longos, é possivel observar

comportamento similar & nucleacéo e formacéo da camada na superficie das amostras.
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4d 14d 28d

Figura 4. 27: Micrografia de superficie de HAp ap6s imersdo em SBF nos periodos de 0,04, 1, 4, 14 e 28
dias. Controle é amostra sem imers&o.

A Figura 4.28 apresenta as micrografias para a amostra 75VB25HAp. Na amostra
controle é observada a presenca de estruturas de formatos retangulares e arredondados,
atribuidos as fases cristalinas de borato e HAp, respectivamente, conforme discutido
anteriormente. Em 0,04 dias também ja é possivel visualizar o crescimento de nucleos
caracteristicos indicando o inicio da formacdo de uma camada de apatita. Apds um dia ha
formacdo de uma camada cobrindo a superficie da amostra, ainda com a presenca de gréos finos
e de estruturas maiores e arredondadas, estas Ultimas podem ser devido a presenca da HAp e/ou
estruturas iniciais amorfas que constituem a camada. Nao foi possivel observar as estruturas
referentes as fases cristalinas de borato.

A morfologia da HAp pode variar de cristais aciculares a equiaxiais dependendo da
concentragio do fon carbonato (CO%*). Todas as apatitas bioldgicas apresentam uma
percentagem de carbonato, CO* e a morfologia globular tem cerca de 12,5% de CO®* [155].

Em 4 dias hd a presenca de duas morfologias predominantes: nucleos maiores
arredondados e ndcleos menores, junto com camada que neste periodo de imersao apresenta
algumas trincas indicando uma caracteristica ainda amorfa e ndo homogénea sobre a superficie
da amostra. Com 14 dias a camada tem aspecto mais denso e homogéneo, com estruturas tipicas
de uma apatita em estagio mais cristalizado [153], diferente do periodo anterior. Ao fim do

periodo de 28 dias a camada de apatita se apresenta mais espessa e com trincas.
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A amostra 75VB25HAp se apresentou bastante fragil, o que pode ser associado ao
processo de interdifusdo que induziu & formagdo de apatita internamente. Como discutido
anteriormente, o Boro garante ao material alta dissolucdo em solugdes aquosas, sendo assim,
no compdsito o processo para a formacgédo da camada € continuo até a sua dissolugéo, supde-se
que grande parte da amostra foi consumida durante a imerséo, o que resultou em sua fragilidade.
Para esta amostra 0s dados de bioatividade indicam uma interacdo inicial rpida, mas a cinética
de crescimento da camada parece mais lenta, embora tenha sido a amostra que mostrou intensa
troca idnica com a solucao de SBF, quando comparada as demais. A camada indica cristalizacdo
apenas em 14 dias, esse comportamento pode estar relacionado a morfologia geral da amostra,
uma vez que esta apresentou uma certa cristaliza¢do interna ap6s o tratamento térmico além de
muita porosidade, o que pode ter facilitado a formacdo de apatita no interior da amostra.

Rincon-Lopez e colaboradores (2019) [154] relatam resultados similares aos deste
trabalho, demonstrando que pode ocorrer a formacao de apatita pelo processo de interdifuséo,
com a permeacdo da solucdo pelos poros resultantes do processo de obtencdo da amostra. Além
disso, para periodos mais longos a apatita observada nos poros passa a ter caracteristicas
morfologicas de apatita cristalina, similar a camada que cobre a superficie da amostra, de modo

que este mecanismo pode ter resultado na formacéo de apatita nos poros da biomaterial.

4d 14d 28d

Figura 4. 28: Micrografia de superficie de 75VB25HAp apo6s imersdo em SBF nos periodos de 0,04, 1, 4, 14
e 28 dias. Controle é amostra sem imerséo.

A Figura 4.29 apresenta as imagens de superficie do composito 50VB50HAp, sendo

possivel observar também em 0,04 dia de imersdo o surgimento de nucleos entre as estruturas
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da amostra, caracteristicos da formacdo de uma camada amorfa de apatita. Ap6s 1 dia, hd o
desenvolvimento desta morfologia e a camada se apresenta mais homogénea sobre a superficie
da amostra. S&o observadas, neste periodo de imersdo, duas morfologias, uma referente aos
nucleos que formam aglomerados (seta em branco) e a outra sendo microestruturas (setas em
vermelho), que possivelmente ira evoluir para o desenvolvimento da camada amorfa.

A camada formada por nucleos ap6s 4 dias apresenta caracteristicas semelhantes ao
periodo anterior, porém com aspecto mais homogéneo, que apo6s 14 dias em imersao ocorre
uma densificacdo, camada crescida sobre camada, com o aparecimento de trincas. Tal
morfologia parece ser formada por milhares de cristais caracteristicos da cristalizacdo [154].
Em 28 dias é possivel observar regies com morfologia similar a camada observada em 14 dias
e, adicionalmente, estruturas em forma de bastonetes e outras mais arredondadas, que podem

ser relacionadas a apatita formada.

4d 14d 28d

Figura 4. 29: Micrografia de superficie de 50VB50HAp ap6s imersdo em SBF nos periodos de 0,04, 1, 4, 14
e 28 dias. Controle é amostra sem imerséo.

As micrografias da amostra 25VB75HAp estdo mostradas na Figura 4.30. Ap6s o periodo
de 0,04 dia se observa o inicio de uma interligacdo entre as estruturas presentes na amostra, de
forma que com 1 dia de imersdo h4 a presenca estruturas de formas globulares que cobrem sua
superficie, tal como uma camada, preenchendo a porosidade resultante do processo para a
obtencdo da amostra. A morfologia na superficie da amostra se altera evidenciando a presenca
de estruturas e contornos de grao, e um aumento de trincas superficiais, além da diminuigéo da
porosidade da superficie, caracterizando os estagios iniciais da formacdo de apatita semelhante
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ao 0SSO ou apatita imatura, que € composta de Fosfatos de Calcio amorfos e podem ser
consideradas as unidades basicas da apatita [153].

Em 4 dias a micrografia apresenta uma evolucéo com relacdo a morfologia da camada de
apatita formada sobre a superficie, com uma densificacdo das estruturas se apresentando como
de milhares de nanocristais em forma de placa, que esta associada a apatita madura, indicando
a cristalizacdo da camada de apatita [154]. Ap6s 14 dias a camada de apatita parece mais densa
que no periodo de imersdo anterior, com trincas maiores e mais largas. O desenvolvimento da
camada € um processo continuo, com o crescimento e juncdo dos aglomerados ocasionando o

espessamento da camada de apatita [153]. Em 28 dias h& a morfologia de camada cristalizada

sobre a superficie, recobrindo as estruturas globulares.

Controle 0,04d

4d 14d 28d

Figura 4. 30: Micrografia de superficie de 25VB75HAp apds imersdo em SBF nos periodos de 0,04, 1, 4, 14 e 28 dias.
Controle é amostra sem imersao.

Embora todas as amostras indiquem crescimento de uma camada de apatita na superficie,
a morfologia observada nas imagens indica uma diferenca de cinética de crescimento de
camadas para as amostras. Para o VBy, a camada parece ndo cristalizar, nos compositos ha
comportamentos distintos em um mesmo periodo de imersdo, 4 dias, enquanto a amostra de
75VB25HAp ainda tem indicativos de crescimento da camada, a 50HAp50VB ja tem essa
camada bem definida e a 25VB75HAp ja possui morfologia referente a uma camada mais
cristalizada. Entretanto, em 14 dias todas possuem caracteristicas que indicam uma camada
cristalina, apontando que essa diferenca é mais significativa em periodos curtos.
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Para os trés compositos estudados o comportamento de 14 para 28 dias foi semelhante,
ou seja, houve a formagéo de uma camada de apatita mais densa e uniforme composta por
muitos nanocristais. Nas curvas de variacdo de pH as amostras 50VB50HAp e 75VB25HAp
ndo atingem uma saturacédo, tal como o VB:. Ja a amostra 25VB75HAp apresenta uma
tendéncia de saturacdo, as trocas ionicas estdo diretamente correlacionadas com a formacéo da
camada de apatita sobre os materiais, desta forma sem que as trocas idnicas atinjam um regime
de saturacdo bem definido, é possivel que novas camadas se sobreponham as ja existentes.

Para a amostra HAp ha o crescimento de camada, mas esta ocorre de modo mais lento,
corroborando com os dados de pH que indicam uma troca ionica lenta e com menor variagéo,
quando comparados a VBt e 0s compdsitos. Com a intencdo de tentar avaliar a camada
observada nas imagens da superficie das amostras, foi empregada a técnica de FTIR-ATR cujos

resultados serdo apresentados a seguir.

4.7.2.2 FTIR-ATR

A dissolucéo de vidros bioativos contendo Boro ocorre com uma taxa de dissolugéo
superior aos vidros bioativos tipicos de silicato [18, 152]. Ocorre a troca de ions do material em
imersdo e da solucdo, levando a nucleacédo e crescimento de uma camada amorfa de CaP na
superficie do material, que com o passar do tempo pode cristalizar na forma de hidroxicarbonato
apatita (HCA) [35, 90].

A camada de apatita formada na superficie da amostra pode ser avaliada por meio de
espectro de FTIR composto de bandas na regifo do infravermelho médio. E caracteristico na
regido entre 600 e 570cm™a presenca de bandas de absor¢do dos modos relacionados as
deformacdes de PO4 [33, 110, 156] A camada inicialmente formada é amorfa, de modo que se
observa nesta regifo apenas uma banda larga com centro proximo de 560 cm™, atribuida ao
modo de vibragdo v4 PO4*, que no decorrer do tempo de imersdo pode cristalizar, e ocorrer o
surgimento de duas bandas com centros em 570 e 603cm™[157,158]. H4 também uma banda
importante com centro proximo a 1030cm™, atribuida ao estiramento assimétrico do PO4 [33,
130, 131]. As bandas na regi&o proxima a 1400 cm™ e a banda em 875¢m ™ podem ser associadas
aos modos vibracionais dos grupos de carbonato (CO3?), sendo caracteristicos de uma camada
mais amorfa [135]. Os espectros de FTIR-ATR para as amostras VB, HAp, 75VB25HAp,
50VB50HAp e 25VB50HAp em diferentes tempos de imerséo estdo mostrados nas Figuras
4.31,4.32, 4.33, 4.34 e 4.35, respectivamente. Foram realizadas medidas em todos os periodos
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de imersdo, porém so estdo sendo mostradas algumas para melhor visualizacdo. Ademais, em
todas as figuras estéo indicadas as posi¢cdes dos centros das bandas de absorcdo das fases
identificadas (linhas coloridas na vertical).

Os espectros de FTIR-ATR do VB: estdo apresentados na Figura 4.31. Foram
identificadas bandas de absorcéo das fases cristalinas CaNaBsOg [93], CaNasBsO10[118] e FAp
(RRUFF ID: R040098.1) [119]. Estas fases estdo em concordancia com as indexadas por meio
da técnica de DRX realizadas nas amostras em po pré-imersdo, discutidas anteriormente.

A técnica de FTIR-ATR necessita que a amostra esteja em contato direto com o cristal de
ATR, desta forma o feixe de infravermelho incide no cristal na condi¢do de angulo critico,
sofrendo reflex&o interna total. A radiacdo penetra por uma determinada distancia no interior
da amostra antes de ocorrer a reflexdo completa. Esta penetracdo é chamada de onda
evanescente, e a profundidade de penetracdo depende dos indices de refracdo da amostra e do
cristal, comprimento de onda da radiacdo incidente e do angulo de incidéncia [159]. Sendo
assim, cada uma das amostras medidas por FTIR-ATR neste trabalho pode ter diferentes
profundidades de penetracdo ao longo da amostra. Foi possivel com a técnica de FTIR-ATR
caracterizar os espectros das amostras integras com as mesmas fases cristalinas indexadas da
técnica de DRX realizada nas amostras em po (pré-imersao).

No periodo de 0,04 dias (1 hora) observa-se um espectro para o VB similar ao de antes
de imersdo. Com 1 dia nota-se uma banda centrada em 1010cm™ e uma melhor definicdo da
banda em 560cm™. As mesmas bandas foram observadas para 0,25 dias (6 horas) (Figura Al
do apéndice). Estas bandas sdo indicativos da formacdo da camada de CaP sobre a superficie
do material. As mesmas bandas sdo observadas até o periodo final de imersdo, 28 dias, porém
abanda em 1010cm sofre um deslocamento para 1020cm™, podendo esta caracteristica indicar
uma camada menos amorfa do que as dos periodos anteriores. Deste modo, é possivel inferir
que a variacdo de pH e perda de massa observada no mesmo periodo podem ser parametros que
refletem a formagéo da camada.

As bandas das fases de CaNaBsOg e CaNa3Bs010 aparecem de forma mais evidente até o
1° dia de imersdo, e posteriormente apresentam baixa intensidade, podendo estar sobrepostas
as bandas de fosfato. Ha indicios de que a camada CaP formada sobre VB seja de FAp, uma
vez que nao foi observada a presenca de bandas referentes ao estiramento de OH (3572 e 630cm’
1, caracteristicas da HAp e ausente da FAp. Entretanto, por se tratar de uma camada amorfa

nao ha evidéncias concretas deste fato.
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Figura 4. 31: Espectros de FTIR-ATR da amostra By apds os periodos de 0,04, 1, 4, 14 e 28 dias de imersdo

em SBF com a identificacdo das fases cristalinas (linhas na vertical): CaNaBsOg (em vermelho) [89],
CaNazBs010 (em azul) [114] e FAp (em roxo) RRUFF ID: R040098.1 [115]. VBt indica a amostra sem

imersdo e os pontos em preto destacam a formacao da camada CaP.

A Figura 4.32 mostra os espectros de FTIR-ATR da HAp que se apresentaram
semelhantes em todos os tempos analisados, mostrando a estabilidade do Fosfato de Calcio
cristalino e baixa solubilidade [108], em concordancia com o comportamento observado para
as analises de pH da solucéo de imerséo e a solubilidade da amostra. Além disso, se uma camada
amorfa de apatita se formar na superficie, a mesma estara sobreposta aos modos vibracionais

definidos observados para a HAp.
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Figura 4. 32: Espectros de FTIR-ATR da amostra HAp apds os periodos de 0,04, 1, 4, 14 e 28 dias de
imersdo em SBF com a identificacdo da fase cristalina (linha na vertical) HAp (em azul claro) [33]. HAp

indica a amostra sem imersdo.

Para a amostra de 75VB25HAp, apresentada na Figura 4.33, ndo foi possivel identificar
o modo vibracional referente ao estiramento de OH em 3572cm, desta forma, por questdo de
visualizac&o, os espectros s&o exibidos de 1600 a 400cm™.

Em 0,04 dias (1 hora) o espectro apresenta bandas similares ao espectro de pré-imerséo,
porém nota-se o desaparecimento de bandas atribuidas a fase CaNazBsOjio, tais como as
marcadas com asterisco em azul escuro, enquanto as bandas relacionadas a fase CaNaBsOg
(asteriscos em vermelho) permanecem com menor intensidade neste periodo. Por se tratar de
amostras diferentes na pré-imerséo e em cada periodo de imersao, além da ndo homogeneidade
das amostras, com relagdo a distribuicéo das fases, foi observada uma banda mais proeminente
em 1135cm™ em 0,04 dias do que no espectro 75VB25HAp (pré-imersdo). A banda em

~600cm™ desaparece neste periodo, referente ao estiramento vsPOs> da FAp e/ou HAp,
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podendo indicar a deposi¢do de uma camada mais amorfa sobre a superficie da amostra, pois
neste periodo hé intensas trocas ibnicas como foi visto por meio dos resultados de pH.

Em 1 dia as bandas referentes as fases cristalinas de borato tém suas intensidades bastante
reduzidas, apontando para a diluicéo destas, resultando em um espectro com predominancia das
bandas dos modos de vibragdo do fosfato em 1012, 960, 601 e 565cm™ (pontos em preto),
indicando a formagdo de uma camada CaP de caracteristica amorfa sobre a superficie da
amostra. Em 4 dias o espectro é semelhante ao de 1 dia.

Em 14 dias as bandas em 960, 601 e 565cm™* parecem mais bem definidas, ja a banda
antes centrada em 1012cmt sofre um deslocamento para 1020cm, e uma discreta contribuicéo
é observada proximo de 1090cm™. Em 28 dias as bandas se tornaram mais definidas quando

comparadas a 14 dias.
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Figura 4. 33: Espectros de FTIR-ATR da amostra 75VB25HAp apds os periodos de 0,04, 1, 4, 14 e 28 dias de
imersdo em SBF com a identificacdo das fases cristalinas (linhas na vertical): CaNaBsOg (vermelho) [89],
CaNa3Bs010 (azul escuro) [114], FAp (roxo) RRUFF ID: R040098.1[115] e a HAp (azul claro). 75VB25HAp
indica a amostra sem imersdo. As bandas indicadas por asteriscos destacam as bandas das fases que néo
apresentam sobreposicdo com bandas das outras fases. Pontos em preto destacam a formacdo da camada CaP.
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As bandas com centro em 1090 e 1020cm™ estdo relacionadas aos modos de estiramento
assimétrico vs (P-O) e 960cm™ do estiramento simétrico de v1 (P-O). Ja em 601 e 565cm™ sdo
provenientes dos modos vibracionais va (P-O) [73].

O compdsito 75Vb25HAp apresentou, ao final do periodo de imersdo, um espectro com
bandas mais definidas, indicando a cristalizacdo da camada CaP formada sobre a superficie da
amostra, mostrando a precipitacdo desta camada de forma mais amorfa em um dia de imersé&o.

Para a amostra de 50VB50HAp, apresentada na Figura 4.34, em 0,04 dias ndo é possivel
identificar a contribuicdo das bandas referentes as fases CaNaBsOg e CaNa3zBs010, asteriscos
em vermelho e azul escuro, respectivamente, somente a contribuicdo da fase CaB204, asterisco
em cinza. As bandas associadas a fase cristalina NaCaPO4 se sobrepfem em quase todo o
espectro avaliado as fases HAp e FAp, ndo sendo possivel avaliar sua dissolucdo. Nesta
composicdo 0 compdsito apresenta contribuicdo maior dos modos vibracionais da HAp
dificultando a identificagdo da camada de apatita de caracteristica amorfa.

Em 1 dia o espectro se mostra com a envoltdria mais atenuada, perdendo a resolugdo das
bandas como se observa entre 600 e 800cm™, que podem ser relacionadas as fases presentes no
material. As bandas com centros proximos a 600 e 565cm™ possuem caracteristicas amorfas
que podem ser relacionadas a camada de apatita precipitada. Para periodos menores que 1 dia
também foi notado 0 mesmo comportamento (Figura A4 do apéndice). Além disso, outro
indicativo da camada amorfa € o deslocamento da banda centrada em 1015¢cm™ para 996cm™.

Com 4 dias as bandas em 960 e 600cm™ ficam mais evidentes. Em 14 dias ha um
deslocamento da banda antes centrada em 996cm™ para 1020cm™. E por fim, em 28 dias, ha
outro deslocamento da banda antes em 1020cm™ para 1035cm™, além de um espectro com
bandas mais resolvidas e aparecimento de um ombro em ~ 1080cm™ (ponto em preto). A
amostra 50VB50HAp apresentou uma camada de CaP com caracteristicas mais amorfas quando
comparada a amostra de 75VB25HAp ao final dos 28 dias de imersdo, este comportamento
pode tanto se relacionar a evolucdo da cristalinidade do material, quanto de sucessivas
precipitacdes de camadas sobre a superficie do material, consequéncia de trocas idnicas entre o
meio de imersdo e a amostra. Ao avaliar o comportamento do pH da solugédo em funcéo do
tempo de imersdo foi observado que para o composito 50VB50HAp em 28 dias ndo houve
saturacdo dos valores de pH, podendo indicar a sobreposicdo de camadas precipitadas de CaP

sobre a superficie da amostra.
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Figura 4. 34: Espectros de FTIR-ATR da amostra 50VB50HAp apds os periodos de 0,04, 1, 4, 14 e 28 dias
de imersdo em SBF com a identificacdo das fases cristalinas (linhas na vertical): NaCaPO4 (preto) [138],
CaNaB509 (vermelho) [93], CaNa3B5010 (azul escuro) [118], FAp RRUFF ID: R040098.1[119] e a HAp
(azul claro). 75VB25HAp indica a amostra sem imersao. As bandas indicadas por asteriscos destacam as
bandas das fases que ndo apresentam sobreposi¢do com bandas das outras fases. Pontos em preto destacam a
formacgéo da camada CaP.

A Figura 4.35 apresenta o0s espectros da amostra 25VB75HAp em diferentes periodos de
imersdo em SBF. Em 0,04 dias o espectro é similar ao da amostra sem imersdo, com
contribuicdo, ainda que discreta, das fases CaB204 (asterisco em cinza) e B-TCP (asterisco em
amarelo), a fase NaCaPO, apresenta sobreposicdo com as bandas de HAp e FAp, novamente
ndo possibilitando avaliar sua dissolugdo em funcdo do tempo de imersdo. Ap6s um dia de
imersdo ndo foi possivel identificar a contribuicdo das fases supracitadas, prevalecendo as
bandas dos modos de vibragdo PO4*, sugerindo que a camada de CaP esteja depositada sobre
a amostra, uma vez que as bandas se mostram menos definidas, principalmente na regido entre
630 e 450cm™ e o deslocamento da banda em 1020cm™ (sem imerso) para 1010 cm™. Este
comportamento foi semelhante para periodos antes de 1 dia de imersdo (Figura A5 do

apéndice).
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Em 4 dias as bandas proximas de 960, 600 e 565cm™ aparecem melhor definidas,
permanecendo assim até 14 dias. E possivel observar também um alargamento da banda na
regido com centro proximo a 1088cm™, que pode ser devido ao modo vibracional relacionado
a camada de apatita, uma vez que a banda associada & HAp desaparece. E possivel identificar
também a presenca de uma banda larga ~1400cm™, que pode ser associada a presenca de
carbonato na amostra assim como a banda ~874cm™ (simbolos ), mostrando a formacao de
uma camada CaP carbonatada na superficie da amostra, sendo caracteristica de uma camada
amorfa.

Vale destacar alguns pontos neste ensaio para avaliar a camada de apatita que se formou
nas amostras em imersdo. As amostras de composito possuem HAp em sua composi¢do de
forma que elas ja apresentam por si s6 bandas relacionadas ao fosfato e carbonato nas regides
de identificacdo da camada de CaP amorfa acima citadas, e 0 VB ap0s o tratamento térmico
apresenta a contribuicdo da fase de FAp que possui espectro similar o HAp com excec¢éo da
auséncia das bandas relacionadas ao OH em 3572 e 630cm™ e, portanto, teria contribuigdes nas
mesmas regides.

Os ultimos periodos analisados indicam que a camada formada na superficie das amostras
esta na forma de Fluofosfato de Célcio (ou fluorapatita), uma vez que ndo sdo observadas as
bandas referentes ao OH em 3572 cm ! (regido ndo apresentada) ou em 630 cm 1. As duas
bandas sdo referéncia para a camada de apatita carbonatada (HCA) e sdo utilizadas para
diferenciar as duas formas de Fosfato de Calcio, essa ideia é apoiada pelo fato de o Fldor, Cloro
e Hidroxila se substituirem originando as outras formas da apatita [160].

O fato de as amostras conterem FlGor em sua composi¢cdo pode ter favorecido o
surgimento da fase FAp apds o tratamento térmico, e esta fase pode ter influenciado na
formacdo de uma camada de Fluofosfato de Calcio nas amostras em imersdo. Como nenhuma
das amostras apresentou nos espectros as bandas referentes ao OH, em nenhuma das regides
caracteristicas, supde-se que a camada obtida para 0 VBt e 0s compositos seja de fluorapatita,
0 que, dependendo da aplicacdo, é vantajoso uma vez que a Fluorapatita é mais resistente que
a Hidroxiapatita [108]. Para complementar os dados encontrados com a técnica de FTIR-ATR
para a identificacdo da camada de apatita formada na superficie das amostras, foi empregada a

técnica de DRX, cujos resultados séo apresentados na sequéncia.
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Figura 4. 35: Espectros de FTIR-ATR da amostra 25VB75HAp apds os periodos de 0,04, 1, 4, 14 e 28 dias
de imersdo em SBF com a identificacdo das fases cristalinas (linhas na vertical): NaCaPO4 (preto)
[138],CaB204 (em cinza) [139] , FAp RRUFF ID: R040098.1 [119], HAp (azul claro) e a 3-TCP (em
amarelo). 25VB75HAp indica a amostra sem imersdo. As bandas indicadas por asteriscos destacam as bandas

das fases que ndo apresentam sobreposic&o com bandas das outras fases. O simbolo 4 indica bandas
relacionadas ao carbonato. Pontos em preto destacam a formagéo da camada CaP.

4.7.2.3 DRX
A Figura 4.36 mostra os difratogramas da superficie de VB em diferentes periodos de

imersdo em SBF. Em todos os periodos foi possivel identificar, majoritariamente, a fase
CaNaBsOg. A indexacdo foi realizada por meio de comparagdo com as mesmas fichas
cristalogréficas utilizadas para as amostras pré-imersdo, observando posicao e intensidade dos
picos. Na analise de DRX pré-imersdo em SBF do VB foi observada, além da fase CaNaBsOo,
a presenca da FAp e CaNazBs010, com menores contribui¢des quando comparada a CaNaBsO.
Esta auséncia das demais fases reforca a ndo homogeneidade de distribuicdo das fases

cristalinas nas amostras estudadas.
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Em todos os periodos de imersdo foi possivel indexar a fase CaNaBsOg, € ndo foi
observada alteracdo significativa nos difratogramas com relagdo a intensidade dos picos.
Estudos em vidros bioativos de borato e borosilicato [48,49] mostraram que a presenca do B2Os
na composicao é um fator determinante na troca idnica da superficie do vidro com 0 meio de
imersdo. Youssif e colaboradores (2021) [51] correlacionam o aumento de unidades tetraédricas
(BOs) com maior nimero de atomos de Oxigénio ligados, resultando em um aumento da
conectividade da rede e decréscimo na taxa de interacdo da amostra com o meio de imerséo.
Sendo assim, € razoavel associar a maior perda de massa e variacdo de pH do VBy, em funcéo
do tempo de imersdo, Figuras 4.23 e 4.24, respectivamente, quando comparado as demais
amostras, com a presenca da fase cristalina CaNaBsOg.

VB, * CaNaBs0q
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Figura 4. 36: Difratogramas da superficie de VBt apds 0,04; 1; 4; 14 e 28 dias de imersdo em SBF. O tempo
zero indica a amostra antes da imerséo. O simbolo * indica a indexacéo da fase cristalina CaNaBsOg (JCPDS
# 078-0294).

A formacdo de uma camada superficial de Fosfato de Calcio é esperada durante testes de
bioatividade, in vitro, em materiais bioativos, iniciando de forma amorfa e cristalizando ao
longo do tempo de imersdo em solucdes fosfatadas. Estudos de bioatividade em vidros borato
apresentaram a formacéo de camada superficial de Fosfato de Célcio amorfa em até 24hrs de
imersdo em SBF [34, 49-51]. No presente estudo, 0 VB submetido ao teste de bioatividade foi

tratado termicamente em 810°C, conferindo-lhe caracteristicas cristalinas, desta forma
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dificultando a analise de DRX na verificacdo da formacdo de uma camada amorfa de Fosfato
de Célcio no periodo avaliado.

E de consenso na literatura sobre a cristalizacdo melhorar propriedades mecénicas dos
vidros, levando a maior resisténcia a fratura. Entretanto, ainda ha diferentes entendimentos no
que se pode acarretar sobre a bioatividade, dependendo da composi¢do da vitroceramica
estudada [42, 106]. Peitl Filho e colaboradores (1996) [158] e Li e colaboradores (1992) [161]
estudaram os efeitos da cristalizacdo de vidros bioativos contendo SiO2, P.Os, Na;O e CaO,
obtendo como resultado que a cristalizagdo causou maior tempo para a formacéo da camada de
apatita, em comparacdo com o vidro sem tratamento térmico, sendo a fase vitrea residual
contida nas vitroceramicas a maior responsavel pela formacao da camada, por meio de interacao
eletrostatica entre a superficie da fase amorfa carregada negativamente e os cations dissolvidos
no meio de imersdo. Ja Youssif e colaboradores (2021) [51] estudaram a bioatividade em
vitroceramicas de borato microporosas, compostas por B20s, CaO, Na2O e P20Os, 0s resultados
mostraram que a rede de borato de natureza vitrea atrasa a formacao da camada de apatita. Com
a hidrolise das ligacdes B-O-B do sistema vitreo, ha a formacdo de grupos B-OH, que
constituem uma camada hidratada de B-OH sobre matriz residual amorfa. Sendo assim, o Ca
liberado da superficie da amostra para 0 meio de imerséo forma uma fase amorfa de Fosfato de
Célcio sobre a camada de B-OH, assim retardando a formacao da camada de Fosfato de Calcio
sobre a superficie da amostra.

A Figura 4.37 apresenta os difratogramas do compdsito 75VB25HAp até 14 dias de
imersdo em SBF, ndo foi possivel realizar as medidas de DRX para amostras com 21 e 28 dias
de imersdo devido a fragmentacdo de ambas. Tal como a amostra VB¢, 0 composito, antes de
imersdo (t= 0), apresentou a presenca majoritaria da fase CaNaBsOs, cerca de 67%, além da
fase NaCaPO4 com percentual de 33%. Os percentuais das fases foram calculados pelo método
semiquantativo RIR.

N&o foi possivel identificar as fases HAp e FAp, antes da imersao na amostra integra, por
meio do metodo de indexacdo comparando as fichas cristalograficas da base de dados, posi¢oes
e intensidades de picos de difragdo, com o difratograma da amostra. Entretanto, hd importantes
fatos que mostram a presenca destas fases neste compdsito, mesmo sem ser possivel a
indexacdo: i) para todos os periodos de imerséo se observa a presenca de picos em 31,92 e
49,58° que podem ser atribuidos a FAp; ii) a presenca destas nas amostras medidas na forma de
po, cujos resultados de DRX foram apresentados anteriormente e iii) a contribuicdo da ndo

homogeneidade da distribui¢do das fases na amostra.



98

Apos a imersdo, a fase CaNaBsOg diminui, desaparecendo apo6s 4 dias, que pode ser
observado mais facilmente pela diminui¢do do pico em 26 = 30,86° (Figura 4.37). Com a
diminuicdo da fase CaNaBsOy, a fase NaCaPOy4 se torna dominante a partir de 1 dia de imerséo.
No 14° dia ha o surgimento da fase FAp, sendo esta majoritaria, ~59%, neste periodo. Com a
diminuicdo da fase CaNaBsOg é provavel que as outras fases indexadas se tornem mais
evidentes, uma vez que podem estar presentes na amostra pré-imersdo. Considerando a
diminuicdo da fase CaNaBsOg, 0 aumento de pH e diminuicdo da massa da amostra
75VB25Hap, Figuras 4.23 e 4.24, respectivamente, podem ter sido regidos pela liberacdo de
ions oriundos desta fase, j& que as demais fases ndo apresentaram diminui¢do durante o periodo

avaliado.
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Figura 4. 37: Difratogramas da superficie da amostra 75VB25H apdés 0,04, 1, 4 e 14 dias de imersdo em SBF.

O tempo zero indica a amostra antes da imersdo. Os simbolos *, A e o indicam a indexacao das fases

cristalinas CaNaBsOg (JCPDS # 078-0294), NaCaPO4 (JCPDS # 076-1456) e Fap (JCPDS # 071-0881),

respectivamente.

Os difratogramas para a amostra 50VB50Hap em diferentes periodos de imersdo estdo
apresentados na Figura 4.38. Nota-se a presenca das fases Hap, NaCaPO4, CaNaBsOge CaB204,
as quais apresentaram percentuais de 24, 25, 24 e 28%, por meio do método RIR, para amostra
sem imersdao em SBF. Novamente, diferente dos resultados apresentados anteriormente para
amostra em po, ndo foi possivel indexar a fase Fap em nenhum dos periodos avaliados,

reforgando a hipdtese da distribuicdo ndo homogénea das fases cristalinas.
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Apos 1 dia de imersdo ndo ha a presenca da fase CaB204 e também ha auséncia da fase
CaNaBs0Og, mostrando mais uma vez que as fases que contém Boro sdo as mais solveis em
SBF, quando comparadas as fases que contém Fosforo. Com a dissolucdo das fases de borato,
as fases Hap e NaCaPO4 ficam constantes, ~50% cada uma, até completar 28 dias de imersé&o.
Desta forma pode-se inferir que as fases com Boro s&o, majoritariamente, as responsaveis pelo
aumento mais rapido do pH da solugdo de imersdo e a perda de massa da amostra, visto até 2
dias de imersdo, e mais lento do 4° dia em diante por conta da presenca, predominante das fases
de fosfato. E possivel acompanhar o comportamento da fase CaNaBsOg e CaB204 pelos picos
de difracéo localizados em 30,86 e 29,74°, respectivamente. A dissolucdo da fase CaB204 e da
matriz vitrea residual na solugdo de SBF causa uma supersaturacdo de ions Ca para formacéo
da camada superficial de Fosfato de Calcio [106]. Entretanto, em nosso estudo nédo foi possivel

identificar esta camada por meio da técnica de DRX.
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Figura 4. 38:. Difratogramas da superficie da amostra 50VB50Hap apds 0,04, 0,12, 0,25, 1, 2, 4, 7 e 14, dias

de imersdo em SBF. O tempo zero indica a amostra antes da imersdo. Os simbolos *, A, @ e ¢ indicam a
indexacdo das fases cristalinas CaNaBsOg (JCPDS # 078-0294), NaCaPO, (JCPDS # 076-1456), Hap (JCPDS
# 074-0565) e CaB,0. (JCPDS # 076-0747), respectivamente.

A Figura 4.39 mostra os difratogramas do composito 25VB75Hap em diferentes periodos
de imersédo em SBF, na qual se observa parat = 0, ou seja, sem a imersdo em SBF, a presenca
das fases cristalinas Hap, NaCaPO4 e CaB.0O4, sendo os percentuais estimados para cada uma

delas 63, 17 e 20%, respectivamente. As fases com fosfato sdo maiores que a fase com borato,
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sendo a Hap majoritaria. A fase CaB20s se dissolve em 1h (0,04 dias) e a fase NaCaPO4 em 4
dias. Diferentemente dos demais compositos, a fase NaCaPOs ndo se mantém até o final do
periodo de imersdo. Suchanek e colaboradores [98] mencionam em seu trabalho que a taxa de
degradacéo da NaCaPO4 € maior do que a Hap em testes, in vivo, porém menor que a -TCP.
Além disso, exibe alta biocompatibilidade e bioatividade. Este compdsito por predominar a Hap
em sua composicao apresentou esta fase durante todo o periodo de imersdo em SBF avaliado.
Com a répida dissolucéao da fase CaB20s, a fase NaCaPO4 atuou cedendo ions para 0 meio
de imerséo, foi possivel observar que 0 maior aumento de pH e a maior perda de massa para o
compdsito ocorreu no periodo de 4 dias, seguido por um comportamento mais constante nos
demais periodos, desta forma podemos inferir que a fase NaCaPQO4 atuou de forma mais efetiva

para as trocas idnicas na solucao de imersao.
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Figura 4. 39: Difratogramas da superficie da amostra 25VB75HAp apos 0,04, 1, 4, 14 e 28, dias de imersao
em SBF. O tempo zero indica a amostra antes da imersdo. Os simbolos A, e ¢ ¢ indicam a indexagdo das fases
cristalinas NaCaPO, (JCPDS 076-1456), HAp (JCPDS 074-0565) e CaB204 (JCPDS 076-0747),
respectivamente.

A HAp também foi submetida ao teste de bioatividade nos mesmos periodos que as
demais amostras, ndo mostrando fases adicionais ou alteracgdes significativas nos difratogramas,

como mostra a Figura 4.40.
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Figura 4. 40: Difratogramas da superficie da amostra HAp ap6s 0,04, 1, 4, 14 e 28, dias de imersdo em SBF.
O tempo zero indica a amostra antes da imersdo. O simbolo e indicam a indexagéo da fase HAp (JCPDS 074-
0565)

Os resultados obtidos por meio da técnica de DRX mostraram as fases presentes durante
os diferentes periodos de imersdo em SBF. O percentual de cada fase identificada se mostrou
dependente da proporcédo entre VB e HAp, sendo as fases com borato mais sollveis em SBF.
Porém no compdsito com maior propor¢cdo de HAp, 25VB75HAp, na auséncia das fases de
borato, a fase NaCaPO4 se mostrou mais soltuvel que a HAp, sendo a maior responsavel pelas
trocas idnicas do compaosito com o SBF.

Com a dissolucéo das fases cristalinas no meio de imersdo com fosfato espera-se que as
trocas i0nicas realizadas entre a amostra e 0 meio, estabelecam o crescimento de uma camada
de Fosfato de Calcio sobre a superficie do biomaterial, iniciando amorfa e adquirindo
caracteristicas mais cristalinas com maiores tempos de imersdo. Em nosso estudo ndo foi
possivel identificar a formacdo desta camada sobre a superficie das amostras no periodo de 28
dias de imersdo em SBF por meio da técnica de DRX. Acredita-se que por se tratar do
crescimento de uma camada amorfa sobre material cristalino ha dificuldades na sua deteccéo.
Ademais, devido a fragilidade da camada formada sobre a amostra é possivel que ela tenha se
fragmentado e se deslocado da superficie das amostras durante a realizacdo das medidas
impossibilitando determinar sua presenca. Outro fato importante obtido das analises com a

técnica de DRX é sobre a ndo homogeneidade das amostras com relagéo a distribuigdo das fases
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cristalinas, as quais mostraram auséncia nas medidas das amostras integras, principalmente da
FAp, identificada nas medidas realizadas nas amostras em forma de po.

Considerando que todos os ensaios de bioatividade mostraram resultados promissores,
indicando que as amostras poderiam interagir com o0 meio promovendo o crescimento de apatita
em sua superficie, foram realizados ensaios in vitro para avaliacdo de citoxicidade e de
cicatrizacdo que avaliam a resposta do material quando na presenca de células, que é exibido a

sequir.

4.7.3 Teste de citotoxicidade e de cicatrizacao

A avaliagdo da atividade citotoxica das amostras foi realizada em células de pré-
osteoblastos, da linhagem MC3T3-E1. Os ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular séo
baseados em varias func@es celulares, quando em cultura, as células constantemente se dividem
de maneira a se multiplicar. Entretanto, ao serem expostas a diferentes materiais podem
apresentar diferentes comportamentos ocasionando em um aumento de células viaveis ou
reducdo, com a morte celular, quando comparadas com o controle, sendo este 0 maximo que a
célula poderia crescer e estar viavel sem nenhum tipo de tratamento [162].

Diferentes tipos de ensaios de citotoxicidade sdo empregados nas areas de toxicologia e
farmacologia, visto que a citotoxicidade € um importante parametro na avaliacdo biol6gica em
estudos in vitro [162]. No presente trabalho as amostras foram testadas em quatro concentragdes
(1000, 700, 400 e 100 pg/mL), apos o periodo de incubagdo a viabilidade celular foi avaliada
conforme apresentado na Figura 4.41.

Os resultados obtidos para viabilidade celular foram satisfatdrios, pois nenhuma das
amostras atingiu nivel de viabilidade celular menor que 50%. Abaixo deste nivel a concentracao
dos biomateriais poderia induzir morte celular [163]. A concentracdo inibitéria de 50% &
convencionalmente utilizada para determinar a poténcia de uma droga em testes de
citotoxicidade in vitro [164]. Por meio de analise estatistica as concentragdes de 100 ug/mL de
VB, 100 e 400 ug/mL de SOVB50HAp e todas as concentracOes testadas de 25VB75HAp e

HAp nao apresentaram diferenga quando comparadas ao controle (0 pug/mL).
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Figura 4. 41: Viabilidade celular realizada em diferentes concentrages 100, 400, 700 e 1000 xg/mL das

amostras VBt, 75VB25HAp, 50VB50HAp, 25VB75HAp e HAp durante 24 horas de incubagdo. A
concentragdo 0 ug/mL é o controle. Os simbolos *, ** e *** indicam que ha diferenca estatistica entre as
amostras e ns que ndo houve diferenca (p<0,05). As barras de erro séo referentesan = 3.

A Tabela 4.2 mostra uma comparagdo entre as concentracdes de VB e compositos com
HAp utilizadas no ensaio de citotoxicidade. A HAp é um biomaterial que ndo exibe
citotoxicidade [165, 166], por isso foi comparado seu percentual de viabilidade com os demais
materiais. Para 100 ug/mL VBt e 0s compdsitos tém efeito igual a HAp, com a HAp atingindo
~95% de viabilidade celular enquanto o menor percentual foi de ~75% do VB:. J& com 1000
uglmL somente o compdsito 25VB75HAp ndo apresenta diferenca estatistica com a HAp,
possivelmente por ser a amostra com maior concentragcdo de HAp em sua composicao. Para 400
e 700 ug/mL somente dois compdsitos ndo se equiparam estatisticamente a viabilidade celular
da HAp 25VB75HAp e 75VB25HAp.
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Tabela 4. 2: Comparacdo de VB: e compdsitos com HAp para as concentragdes testadas no teste de
citotoxicidade in vitro.

Valor de p Significancia
1000 pg/mL
| HAp vs. VB <0,0001 falolakel |
| HAp vs. 75VB25HAp <0,0001 falolakel I
| HAp vs. 50VB50HAp <0,0001 Hkdk '
| HAp vs. 25VB75HAp 0,4461 ns |
700 pg/mL
| HAp vs. VB¢ 0,0875 ns |
| HAp vs. 75VB25HAp 0,0162 * I
| HAp vs. 50VB50HAp 0,2359 ns I
| HAp vs. 25VB75HAp 0,8678 ns |
400 pg/mL
| HAp vs. VBt 0,8720 ns |
| HAp vs. 75VB25HAp 0,9393 ns I
| HAp vs. 50VB50HAp >(0,9999 ns I
| HAp vs. 25VB75HAp 0,0377 * '
100 pg/mL
| HAp vs. VB¢ 0,9900 ns |
| HAp vs. 75VB25HAp 0,1116 ns I
| HAp vs. 50VB50HAp 0,7443 ns I
| HAp vs. 25VB75HAp 0,9888 ns |

ns: sem diferenca estatistica; *,** e ***: com diferenca estatistica (p < 0,05).

O ensaio in vitro de viabilidade celular mostrou que os compdsitos, bem como o0s
precursores HAp e VBt ndo induziram morte celular, sendo a HAp e o compdsito 25VB75HAp
com maior potencial para induzir o crescimento celular com algumas concentra¢6es atingindo
mais que 100%. Nos compdsitos 50VB50HAp e 75VB25HAp e no VB¢ foram identificadas as

fases cristalinas de borato e fosfato, considerando os resultados obtidos por meio da técnica de
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DRX antes de imersdo em SBF, medidas realizadas nas amostras em p0, estas contém a fase
CaNaBsOg como predominante quando comparadas as outras fases cristalinas, indicando que
esta fase pode estar contribuindo de forma a diminuir a viabilidade celular. No composito
25VB75HAp a fase CaNaBsOg néo foi mais identificada, e sua viabilidade celular foi a melhor
entre os compositos se equiparando a HAp, que também ndo contém a fase CaNaBsOo.

Avaliando os resultados das analises estatisticas, a amostra 25VB75HAp, exceto na
concentragdo de 400 pug/mL, foi amostra que com melhores resultados quando comparada ao
controle, bem como, quando comparada a HAp.

As caracteristicas fisicas e quimicas das amostras interferem diretamente em sua resposta
biologica, de modo que, embora os testes de citotoxicidade possam indicar se o material €
citotoxico, ndo descreve totalmente o comportamento da amostra em meio bioldgico, uma vez
gue este € bem mais complexo, entretanto € um bom indicativo para materiais com potencial de
aplicacdo na area clinica médica para implantes e enxertos [167].

Outro ensaio biologico in vitro realizado foi o de cicatrizagao de feridas, no qual células
MC3T3-E1 foram cultivadas em placas, formando uma monocamada, que foi ferida em linha
reta com uma ponteira de 200 uL e lavadas trés vezes com tampao PBS. Em seguida, 0 meio
de cultura com as amostras diluidas nas concentragdes de 100 e 400 ug/mL foram adicionados
aos pocos e incubados a 37°C e 5% CO..

Apo6s 24 horas de incubagdo, a area da ferida foi analisada usando um modelo de
microscopio de contraste de fase e a taxa de cicatrizacdo da ferida, chamado de percentual de
migracao celular, foi calculada como a porcentagem da ferida inicial até o fechamento completo
da ferida em diferentes momentos com o software Image J, os resultados deste ensaio estdo
mostrados nas Figuras 4.42 e 4.43. Sendo a Figura 4.42 referente as imagens da ferida em linha,
regido analisada nos tempos 0 e 24hrs, para obtencdo dos valores aos percentuais obtidos para

a migracao celular nas duas concentrac6es analisadas que sdo apresentados na Figura 4.43.

As amostras VBt, 75VB25HAp e 50VB50HAp apresentaram excelentes respostas em
relacdo a migracéo celular, em ambas as concentragdes testadas, atingindo niveis mais altos que
o controle, indicando que podem promover a cicatrizacdo de feridas. Ja a amostra 25VB75HAp
com 400 pg/mL induziu migracdo celular semelhante ao controle, mas com a concentragdo de
100 pg/mL a migracdo celular foi semelhante as amostras supracitadas. Por fim, para a amostra
de HAp os resultados observados mostram 0s niveis mais baixos de migracdo celular

comparados a todas as amostras e ao controle.
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Figura 4. 42: Imagens da prancha do ensaio de migracao celular para avaliagdo da cicatrizacao.

Além de contribuir para aliviar sintomas de osteoporoses, doencas coronarias e artrite, o
Boro tem propriedades cicatrizantes que estdo relacionadas com a sua capacidade de regular a
liberacdo de coldgeno, proteoglicanos e proteinas. A migracao de queratinocitos também ocorre
na presenca de Boro, que pode desempenhar um papel fundamental na cicatrizagdo de feridas
[142]. Desta forma, a presenca de fases com borato nas amostras VBi, 75VB25HAp e
50VB50HAp amplificou o poder de migragdo celular nas duas concentragdes testadas neste
ensaio. A 25VB75HAp apresentou menor percentual de fase cristalina com Boro, podendo ter
ocasionado na menor migragao celular para a amostra com 400 pg/mL. Enquanto a HAp, sem

a presenca de Boro em sua composigéo, propiciou a menor migracao celular.
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Figura 4. 43: Porcentagem da capacidade de migracdo das células incubadas para as amostras HAp,
25VB75HAp, 50VB50HAp, 75VB25HAp e VB¢ por 24 h de incubagéo. 0 ug/mL é o controle. As barras de
erro séo referentesan = 3.

Desta forma, os resultados dos ensaios biologicos mostraram também uma dependéncia
com a composicdo da amostra, principalmente com relacdo a presenca de Boro. Para a
viabilidade celular, as amostras com menor percentual de fases cristalinas com borato exibiram
melhores niveis, ja para a migracdo celular ocorreu o oposto, maior quantidade de Boro, maior
a migracdo celular. Algumas das concentracBes dos biomateriais testadas apresentaram
comportamento diferenciados, podendo ser efeito do préprio método aplicado, pois todas as
amostras foram submetidas a diluicdo em diferentes solucgdes, que podem ter acarretado em
diferentes ions liberados e consequentemente interferindo na resposta bioldgica. Nos ensaios
bioldgicos realizados in vitro, o0 compdésito 50VB50HAp mostrou bons niveis de viabilidade e
migragéo celular, além de conter diferentes fases cristalinas de borato e fosfato, propiciou a
formagéo de camada de Fosfato de Célcio em poucas horas, sem a degradacdo da amostra de
forma a ndo fragmenta-la, o que torna a amostra uma excelente candidata para diferentes

aplicagcdes biomédicas.
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5. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste trabalho foi possivel avaliar os compésitos produzidos
da mistura dos pés de hidroxiapatita e vidro bioativo borato tratados termicamente a 810°C, em
diferentes proporc¢des. Tanto com relacdo a caracterizacdo das amostras, estrutural e molecular,
quanto a bioatividade e efeitos biolégicos em ensaios in vitro. A temperatura de 810°C esta
acima da temperatura de cristalizagdo do VB, resultando em um material com caracteristicas
cristalinas.

Ap0s os testes de bioatividade in vitro, todas as amostras foram analisadas pelas técnicas
de MEV, FTIR e DRX, além da analise da variacdo de pH do meio de imersao e perda de massa
das amostras. Para os compdsitos e VBt ocorreram a maior variagdo de pH e perda de massa
nas primeiras horas, sendo o0 VB com a maior taxa de variacao, ja para HAp as variac6es foram
menores e mais lentas. As micrografias mostraram a formacdo de uma camada superficial nas
amostras com menos de um dia de imersdo em SBF, exceto para a HAp que apareceu apés 14
dias, corroborando com os resultados de variacdo de pH e perda de massa. A técnica de FTIR-
ATR forneceu espectros da superficie dos compdsitos com bandas associadas aos modos de
vibracdo do fosfato, inicialmente com caracteristicas mais amorfas, indicando que a camada
superficial é de Fosfato de Calcio (apatita). Com o0 aumento do tempo de imersao foi observada
a cristalizacdo desta camada. O VB; ndo apresentou cristalizacdo na camada. JAa HAp a camada
se mostrou cristalina desde o primeiro tempo de imersdo. Por fim, com a técnica de DRX foram
indexadas as fases presentes nos compoésitos apos imersdo, mostrando a auséncia das fases com
borato, quanto menor a propor¢do de VB no compoésito mais rapido as fases ndo se faziam
presentes, ja a HAp se manteve presente em todos os periodos de imersao, enquanto a NaCaPO4
diminuiu na auséncia das fases de borato. Cabe ressaltar, que comparando as analises das
técnicas de DRX e FTIR-ATR, medidas nos compositos e VBt ha forma de po e na peca integra
é plausivel inferir que as amostras tém distribuicdo das fases cristalinas de forma ndo
homogénea tanto na superficie quanto ao longo de suas espessuras.

Compositos, VBt e HAp apresentaram potencial para viabilidade celular, entretanto a
caracteristica cicatrizante foi observada somente nas amostras com Boro em sua composig&o.

Conclui-se que os compasitos 75VB25HAp, 50VB50HAp e 25VB75HAp formados por
fases cristalinas de borato e fosfato se apresentaram bioativos, ndo citotoxicos e alguns
potencialmente promissores como agentes cicatrizantes. Em todas as anélises realizadas o
composito 50VB50HAp foi o qual apresentou melhores resultados quando comparado somente
a HAp ou ao VB..
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Alguns pontos deste trabalho ainda precisam ser explorados, como a influéncia das
caracteristicas dos materiais precursores nos compositos, por exemplo, tamanho de particula
dos precursores; metodologia para obtencao das misturas; temperaturas de tratamento térmico
préximos do valor de Tm do vidro, uma vez que o vidro bioativo possui temperatura de
cristalizacédo abaixo da temperatura de energia de ativacdo da HAp, e a influéncia do tempo de
tratamento térmico nas fases observadas para os compositos.

Ainda, seria interessante um estudo da cinética de cristalizacdo durante o processo para
obtencdo dos compdsitos, para a determinacédo da variacdo dos parametros de cristalizacdo do
VBt devido a presen¢a da HAp, que sdo importantes para uma melhor compreenséo da dindmica
de formacéo das fases cristalinas observadas nos compdsitos; além de avaliar a influéncia das
fases obtidas na resposta bioativa, uma vez que o0 presente estudo aponta para uma ndo
homogeneidade nas fases presentes. Outro ponto importante a ser investigado € a resisténcia
mecanica dos compdsitos, pois esta propriedade pode variar com a composicao, devido a
formagé&o de poros, o que pode fragilizar o material.

Por fim, é necesséria a analise da presenca dos elementos quimicos presentes nas fases
cristalinas identificadas nas solu¢des pds-imersdo, importantes para o melhor entendimento da

bioatividade dos compdsitos.
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7. APENDICE

A - Informacdes adicionais resultados
A -1FTIR-ATR - Apo6s imersao

Conforme mencionado na secdo Resultados e Discussao, seguem os resultados de todos
0s tempos de imersdo em SBF para a técnica de FTIR-ATR. A Figura Al apresenta 0s espectros
obtidos para a amostra VB: em todos os 10 periodos analisados. Conforme discutido
anteriormente, no periodo de 0,25d (6 horas) ja ha indicativos nos espectros de formacéo de
camada, todavia os espectros ndo sofrem o split da banda na regido ~600cm *, que indicaria a
cristalizacdo da camada de apatita sobre a amostra, de maneira que ao fim do periodo de 28 dias

a camada apresenta espectros caracteristicos de uma camada amorfa.
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Figura A 1:Espectros de FTIR-ATR da amostra VB; ap6s os periodos de 0,04, 0,12, 0,25, 1, 2,4,7,14,21 e
28 dias de imersdo em SBF com a identificacdo das fases cristalinas (linhas na vertical): CaNaBsOg (em
vermelho) [90], CaNasBsO1o (em azul) [118] e FAp (em roxo) RRUFF ID: R040098.1 [119]. VB indica a
amostra sem imersdo e os pontos em preto destacam a formacgdo da camada CaP.
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A Figura A2, apresenta todos os periodos de imersdo para a amostra de HAp, conforme
discutido, embora haja a formacéo de camada na amostra, e que ela desenvolva para a forma
cristalina (conforme visto nas imagens de MEV), ndo observa-se alteragdes significativas nos
espectros da mesma, visto que ela é uma amostra que tem contribuicdes na mesma regido em

que se identifica a camada.
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Figura A 2: Espectros de FTIR-ATR da amostra HAp apdés os periodos de 0,04, 0,12, 0,25, 1, 2, 4,7, 14, 21
e 28 dias de imersdo em SBF com a identificagéo da fase cristalina (linha na vertical) HAp (em azul claro)
[33]. HAp indica a amostra sem imersao.

A Figura A3 apresenta os espectros de FTIR-ATR para as amostra de 75VB25HAp para
todos os periodos de imersdo, conforme ja discutido, com 1 dia de imersdo os espectros ja
indicam a formacéo da camada que nos periodos finais apresenta caracteristicas de que a mesma
cristalizou. Em periodos mais curtos, como 0,25d observa-se a diminui¢éo da contribui¢do dos
modos referentes as fases presentes no material, que pode ser indicativo de que estas estdo

sendo consumidas no processo de formacgédo da camada, conforme descrito na cinética para a
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formagdo da camada, que sugere que amostras com Boro sejam consumidas durante a

precipitagdo da camada.
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Figura A 3:Espectros de FTIR-ATR da amostra 75VB25HAp ap6s os periodos de 0,04, 0,12, 0,25, 1, 2, 4, 7,
14, 21 e 28 dias de imersdo em SBF com a identificagdo das fases cristalinas (linhas na vertical): CaNaBsOq

(vermelho) [93], CaNasBsO10 (azul escuro) [118], FAp (roxo) RRUFF ID: R040098.1[119] e a HAp (azul
claro). 75VB25HAp indica a amostra sem imersdo. As bandas indicadas por asteriscos destacam as bandas
das fases que ndo apresentam sobreposi¢cdo com bandas das outras fases. Pontos em preto destacam a

formacgéo da camada CaP.

A Figura A4 apresenta os espectros da amostra 50VB50HAp nos periodos em imersao.

Conforme discutido, para essa amostra, devido & maior contribuicdo de HAp, assim como a nao

identificacdo das fases CaNaBsOq/CaNazBsO10 € sobreposi¢cdo da NaCaPO4 com as fases de

HAp e FAp presentes no material, dificultaram a identificagdo da camada amorfa de apatita na

superficie. Entretanto, as bandas entre 600 e 800cm™ alteram a resolucdo no decorrer dos

periodos, indicando que h& o crescimento de camada, assim como alteragdes nas bandas entre

900 e 1100cm™.
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Figura A 4: Espectros de FTIR-ATR da amostra 50VB50HAp ap6s os periodos de 0,04, 0,12, 0,25, 1, 2, 4, 7,
14, 21 e 28 dias de imersdo em SBF com a identificacdo das fases cristalinas (linhas na vertical): NaCaPQO4
(preto) [138], CaNaBsOq (vermelho) [93], CaNasBs01o (azul escuro) [118], FAp RRUFF ID: R040098.1[119]
e a HAp (azul claro). 50VB50HAp indica a amostra sem imersdo. As bandas indicadas por asteriscos
destacam as bandas das fases que ndo apresentam sobreposi¢do com bandas das outras fases. Pontos em preto
destacam a formacdo da camada CaP.

As alteracdes observadas podem ser relacionados tanto com a evolucado da cristalinidade
do material, quanto de sucessivas precipitacdes de camadas sobre a superficie do material. Mas
no geral, foi possivel observar nos espectros que ha a formacdo de camada na superficie das
amostras, e as imagens de MEV apresentam que ao fim do periodo de 28 dias a camada sobre
a superficie é cristalina, ainda que a cinética de crescimento ndo seja exatamente 0 mesmo para
as diferentes concentracdes dos compositos.

A Figura A5 apresenta os espectros de amostra 25VB75HAp em todos os periodos de

imers&o. Apods 0,04d (1hr) ndo se observa alteragdes significativas nos espectros, embora as
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imagens de MEV indicam que ja ha a formac&o inicial da camada. As bandas préximas de
600cm™ sofrem uma atenuagio em 1d que pode ser relacionadas ao crescimento de camada.
Com 2d essas bandas ficam melhor definidas, mantendo-se assim nos demais periodos. Em 14
dias, é possivel observar um alargamento da banda na regido com centro proximo a 1088cm™
que pode ser devido ao modo vibracional relacionado a camada de apatita, uma vez que a banda
associada a HAp desaparece.
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Figura A 5: Espectros de FTIR-ATR da amostra 25VB75HAp apéds os periodos de 0,04, 0,12, 0,25, 1, 2, 4, 7,
14, 21 e 28 dias de imersdo em SBF com a identificacdo das fases cristalinas (linhas na vertical): NaCaPQO4
(preto) [138], CaB204 (em cinza) [139], FAp RRUFF ID: R040098.1 [119], HAp (azul claro) e a 3-TCP (em
amarelo). 25VB75HAp indica a amostra sem imersdo. As bandas indicadas por asteriscos destacam as bandas
das fases que ndo apresentam sobreposicdo com bandas das outras fases. O simbolo 4 indica bandas
relacionadas ao carbonato. Pontos em preto destacam a formagéo da camada CaP.

Ha também a presenca de uma banda larga ~1400cm, que pode ser associada a presenca
de carbonato na amostra assim como a banda ~874cm™ (simbolos 4). De maneira geral, 0s

espectros indicam que ha a formagéo de camada nas amostras analisadas.
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A -2 DRX - ApGs imersao

A Figura A6 mostra os difratogramas da superficie de VBt em diferentes periodos ap6s
imersdo em SBF. Em todos os periodos foi possivel identificar, majoritariamente, a fase
CaNaBsOg. Néo foi possivel identificar para a amostra controle em peca as fases CaNazBs010
e FAp presentes nas amostras analisadas em pd no pré imersao, devido a ndo homogeneidade
de distribuicdo das fases cristalinas nas amostras estudadas. Para o VBt ndo observa-se
alteracdes significativas nos difratogramas, uma vez que a amostra € cristalina, o que dificulta
a identificacdo da camada amorfa.

Outro ponto a se considerar para essa amostra € que os espectros de FTIR-ATR e imagens
de MEV indicam que embora haja o crescimento de uma camada, essa apresenta caracteristicas
amorfas mesmo no fim do periodo de 28d.
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Figura A 6: Difratogramas da superficie de VB ap6s 0,04, 0,12, 0,25, 1, 2, 4, 7, 14, 21 e 28 dias de imersdo
em SBF. O tempo zero indica a amostra antes da imerséo. O simbolo * indica a indexacédo da fase cristalina
CaNaBsOg (JCPDS # 078-0294).

A Figura A7 apresenta os difratogramas para a amostra de HAp em todos os periodos de

imersdo em SBF, ndo mostrando fases adicionais ou alteragdes significativas.
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Figura A 7: Difratogramas da superficie da amostra HAp apds 0,04, 0,12, 0,25, 1, 2, 4, 7, 14, 21 e 28, dias de
imersdo em SBF. O tempo zero indica a amostra antes da imersdo. O simbolo e indicam a indexacdo da fase
HAp (JCPDS # 074-0565)

A Figura A8 apresenta os difratogramas para a amostra de 75VB25HAp, até 14 dias de
imersdo em SBF. N&o foi possivel realizar as medidas de DRX para amostras com 21 e 28 dias.
Essa amostra antes de imersdo (t= 0), apresentou a presenca majoritaria da fase CaNaBsOo,
cerca de 67%, além da fase NaCaPO4 com percentual de 33%.

N&o foi possivel identificar as fases HAp e FAp antes da imersdo na amostra integra. No
decorrer dos periodos de imersdo, a fase CaNaBsOg diminui. Com essa diminuicédo, a fase
NaCaPO4 passa a dominar de modo que com 0,25d ja& aparece com 50%, lembrando que as
porcentagens das fases foram obtidas pelo método semiquantitativo RIR. Em 14 dias ha o

surgimento da fase FAp, sendo esta majoritaria.
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Figura A 8: Difratogramas da superficie da amostra 75VB25H apds 0,04,0,12, 0,25, 1, 2, 4, 7 e 14 dias de
imersdo em SBF. O tempo zero indica a amostra antes da imersdo. Os simbolos *, A e o indicam a indexacéo

das fases cristalinas CaNaBsOg (JCPDS # 078-0294), NaCaPO, (JCPDS # 076-1456) e FAp (JCPDS # 071-
0881), respectivamente.

A Figura A9 apresenta os difratogramas para a amostra 50VB50HAp nos periodos de
imersdo em SBF. A identificacdo das fases na amostra antes de imersdo na peca diferem das
amostras em po, conforme j& discutido, possivelmente devido a ndo homogeneidade da
distribuicdo das fases na amostra. Apods 1 dia de imersdo ndo ha a presenca da fase CaB20s €
apos 2d ha auséncia da fase CaNaBsOg, predominando entdo as fases HAp e NaCaPOs que
ficam constantes até o periodo de 28d. Os resultados observados indicam que as fases com Boro
sdo as mais sollveis quando comparadas as fases que contém o Fdsforo. Embora se observe
que as fases contendo Boro tenham se dissolvido e que com isso ocorreria a formagédo da

camada de apatita, ndo foi possivel identificar a camada por meio da técnica de DRX.
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Figura A 9: Difratogramas da superficie da amostra 50VB50HAp apés 0,04, 0,12, 0,25,1,2,4,7,14,21e 28
dias de imersdo em SBF. O tempo zero indica a amostra antes da imersdo. Os simbolos *, A, @ ¢ ¢ indicam a
indexacdo das fases cristalinas CaNaBsOg (JCPDS # 078-0294), NaCaPO,4 (JCPDS # 076-1456), HAp
(JCPDS # 074-0565) e CaB,04 (JCPDS # 076-0747), respectivamente.

A Figura A10 apresenta os difratogramas da amostra 25VB75HAp em todos os periodos
de imersdo em SBF. Para essa amostra temos mais fases com fosfato, visto que a HAp é
majoritaria. Das fases contendo Boro identificadas na amostra antes de imers&o, a fase CaB204
se dissolve em 0,04 dias e a fase NaCaPO4 ap6s 4 dias. Com essas dissolugdes da fase, foi
possivel observar que o maior aumento de pH e a maior perda de massa para essa amostra
ocorreu no periodo de 4 dias, seguido por um comportamento mais constante nos demais
periodos.

Em 7 dias ha um pico em 45° (simbolo em verde) que ndo aparece na amostra controle e
gue néo pode ser relacionada a nenhuma das fases presentes neste estudo. Ela tem uma discreta
contribuicdo em 28 dias também. Esse pico pode ser decorrente de algum cristalito nédo
identificado que se formou na superficie durante o crescimento da camada que foi dissolvido

e/ou coberto pela camada de apatita, ou mesmo referente a alguma fase residual que néo foi
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identificada [101, 110]. Visto que conforme discutido no decorrer do trabalho, as fases

presentes ndo sao homogéneas, ademais as amostras para cada tempo sdo pegas diferentes.
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Figura A 10: Difratogramas da superficie da amostra 25VB75HAp apés 0,04, 0,12, 0,25,1, 2,4,7,14,21 ¢
28, dias de imersdo em SBF. O tempo zero indica a amostra antes da imersdo. Os simbolos A, e ¢ ¢ indicam a
indexacdo das fases cristalinas NaCaPO. (JCPDS # 076-1456), HAp (JCPDS # 074-0565) e CaB,04 (JCPDS
# 076-0747), respectivamente

B - Técnicas experimentais
B - 1 - Calorimetria Exploratoria Diferencial

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) é um método de anélise térmica que analisa
como a capacidade térmica de um material (Cp) é alterada pela temperatura. Em um DSC por
fluxo de calor, uma amostra de massa conhecida € aquecida ou resfriada. A temperatura da
amostra Tamo e da referéncia Tref sdo registradas e as mudancas em sua capacidade de calor

séo rastreadas como mudangas no fluxo de calor, esquematizadas na Figura B1.



Figura B 1: DSC com fluxo de calor. Adaptado de [168].
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As informacOes geradas por esses instrumentos sdo usadas para entender o

comportamento amorfo e cristalino, transi¢cdes polimorficas e eutéticas, cura e grau de cura, e

outras propriedades térmicas usadas para projetar, fabricar e testar materiais e produtos. Essas

informac@es fornecem curvas conhecidas como termogramas. No DSC é possivel determinar

valores como a variacdo de entalpia, resisténcia térmica total ao fluxo caldrico e capacidade

calorifica, que podem ser observadas na Figura B2 que apresentam curvas obtidas no DSC, nos

quais valores das temperaturas caracteristicas sdo determinados [168].

Exo

Fluxo de Calor ——>

—

Endo

Temperatura

 —

Figura B 2: Um exemplo de curva de DSC apresentando a mudanga no calor especifico na transformacéo do

vidro, um pico exotérmico devido a cristalizagdo do vidro (Tx) e um endotérmico devido a fusdo (Tm). No
detalhe um exemplo de como determinar a temperatura de transi¢do vitrea (Tg). Adaptado de [27].

Vidros no geral apresentam curvas de DSC caracteristicas, de modo que ao aumentar a

temperatura do material ocorre uma transicdo de fase denominada transi¢éo vitrea (Tg), no qual

o material deixa a forma sélida e se torna um liquido viscoso ainda amorfo. Quando o processo
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de cristalizac&o inicia temos o ponto denominado Tx em seguida o pico de cristalizagéo (Tc) o
ponto inicial do processo de fuséo é chamado de T, seguido entdo do pico de fusdo Tm no qual

0 material se torna liquido [27].

B - 2 - Difratometria de raios X

Materiais sélidos podem ser classificados de acordo com a regularidade do arranjo de
seus atomos. Nos metais a regularidade, ou ordenacéo, € de longo alcance, em vidros ocorre em
curto alcance, e em polimeros, de maneira geral, ndo ocorre ordenamento, podemos separar 0s
materiais em dois grandes grupos: cristalinos e ndo cristalinos, também conhecidos como
amorfos [169].

Os arranjos tridimensionais sdo chamados de rede cristalina. As redes cristalinas mais
estaveis sdo aquelas que minimizam a energia por unidade de volume, sdo formadas por
unidades repetitivas chamadas de célula unitaria. Os pardmetros de rede sdo eixos da rede
cristalina representados por a, b e ¢, enquanto que os angulos por a, B e y. As redes cristalinas
podem constituir diferentes tipos de células unitarias, chamadas de redes de Bravais. Sdo 7
sistemas cristalinos e 14 redes de Bravais que podem representar a estrutura cristalina de
qualquer solido. A Figura B3 apresenta as 14 redes de Bravais [170].

A técnica de DRX mede diretamente a distancia entre planos paralelos de pontos da rede
cristalina, a partir dessas distancias determina-se os parametros de rede (a, b e ¢) do sélido
cristalino, bem como os angulos interaxiais (a, 3 ¢ y) do cristal [171].

Os raios X sdo ondas eletromagnéticas, cujos comprimentos de onda sdo da mesma ordem
de grandeza que as distancias entre os planos atdmicos dos solidos cristalinos. Foram
descobertos em novembro de 1895, pelo fisico alemao Wilhelm Conrad Roentgen. No geral o
instrumento utilizado para determinacdo dos parametros cristalograficos de um material é
chamado de difratbmetro de raios X que podem apresentar diversos arranjos geométricos, sendo
o0 do tipo Bragg-Brentano 0 mais comum.
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Figura B 3: As 14 possiveis configuragdes espaciais das células unitérias. Sendo P a célula unitéria primitiva ou
simples; | a célula de corpo centrado; F de face centrada e C de célula centrada uma Unica face. Adaptado de
[182].

Considerando-se o fato de que os feixes percorrem diferentes distancias, dependendo do
plano de atomos dos quais foram difratados, a interferéncia sera construtiva quando a diferenca
percorrida for um maltiplo inteiro de comprimento de onda (1), como expresso pela lei de Bragg
[172]:

ni=2d.senf 1)

A lei de Bragg determina a relagcéo entre as posi¢cdes angulares dos feixes difratados
reforcados, em termos do comprimento de onda A do feixe incidente de raios X dado em
Angstrom (A), da distancia interplanar dn entre os planos cristalograficos, sendo © o dngulo
de Bragg e n a ordem de difracdo (n=1, 2, 3,...) [171].

A Figura B4 apresenta o esquema da difracéo, segundo a Lei de Bragg, no qual os planos

cristalinos sdo formados por tomos ordenados.

Figura B 4: Esquema da difracdo de Bragg entre os planos cristalinos. Adaptado de [34].

Dependendo do tipo de interferéncia sofrida, a superposicao das ondas pode dobrar a

intensidade ao interferir construtivamente e se anular completamente no caso de interferir
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destrutivamente. Os resultados dessas interferéncias é o que define a forma do difratograma dos
raios X na anélise de determinada estrutura cristalina.

Nos difratogramas, cada pico pode ser relacionado com a difracdo do feixe incidente em
planos cristalograficos do material analisado, sendo caracteristico para composi¢do. Ao
comparar os difratogramas obtidos com os materiais do banco de dados de amostras cristalinas
é possivel a identificagdo do material. Como exemplos de banco de dados desses materiais,
temos: JCPDS (Joint Committee of Powder Diffraction Standards), ICDD (International
Center for Diffraction Data), ICSD (Inorganic Crystal Structure Database) e COD
(Crystallography Open Database) [173]. Para materiais ndo cristalinos como vidros e alguns
polimeros, ndo se observa picos no difratograma, a Figura B5 apresenta exemplos dos
difratogramas observados para um material cristalino, com picos referentes aos planos

cristalogréficos, enquanto para materiais amorfos ndo ha presenca de picos.

Amostra Cristalina

Intensidade

Amostra Amorfa

o 90 180
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Figura B 5: Exemplos de difratogramas caracteristicos para amostra cristalina e amostra amorfa. Adaptado
de [172]

B - 3 - Espectroscopia Raman

Um conjunto de tecnicas bastante utilizado para caracterizacdo de materiais sdo as
técnicas espectroscopicas, que analisam a interagéo entre a energia eletromagnética e a matéria.
Quando um féton é absorvido pelo material, podem ocorrer processos de decaimento, estes
processos podem ocorrer de forma isolada ou simultanea, como o decaimento ndo radiativo, e
radiativo, que podem emitir fotons possuindo energia igual ou diferente do foton incidente.

As espectroscopias no infravermelho, Raman e a de luminescéncia sdo exemplos de
técnicas utilizadas para caracterizagdo de materiais, e ainda que as trés sejam baseadas na

interacdo da radiacdo com a matéria, cada uma é definida por um fenémeno fisico distinto.
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A espectroscopia Raman é baseada no efeito de espalhamento ineléstico que ocorre com
a interacdo do foton com o material. Esta técnica possibilita a avaliagdo das alteracfes entre 0s
niveis vibracionais das moléculas. Para que o efeito seja observado € necessario que as regras
de selecdo sejam satisfeitas, no caso da espectroscopia Raman, é a variacdo da polarizabilidade
da molécula. Quando essa regra é satisfeita pelo material dizemos que este € Raman ativo, de
modo que é possivel avaliar as vibragdes na forma de espectros, nos quais podemos identificar
grupos funcionais de acordo com os modos vibracionais [175].

Quando a radiacdo interage com a matéria por processo de espalhamento, este pode ser
elastico e ineléstico, quando ocorre o espalhamento elastico de fotons é o chamado
espalhamento Rayleigh, no qual o f6ton espalhado e o foton incidente tém a mesma energia.
No espalhamento inelastico de radiacdo, temos que a componente de campo elétrico do foton
espalhado perturba a nuvem eletronica da molécula, levando o sistema a um processo de
excitacdo chamado de estado “virtual” de energia da molécula. Ao decair deste estado o foton
espalhado pode ter energia diferente do incidente, podendo ser maior ou menor. Quando a
energia do féton espalhado é menor, o espalhamento € chamado de Stokes. Ja quando a energia
é maior, o espalhamento é chamado de anti-Stokes [112, 116].

A Figura B6 apresenta um esquema dos espalhamentos Rayleigh (el&stico) e Raman
(inelastico), na qual o espalhamento Stokes que tem um foton com energia hvo interage com
uma molécula no estado fundamental, o que leva o sistema para um estado excitado (virtual)
com energia hvo, quando o sistema decai para o nivel vibracional excitado hvvib, a energia do
foton espalhado sera menor que o incidente, logo temos hvo — hvvin. No espalhamento Rayleigh
o sistema volta para o estado fundamental, assim o f6ton é espalhado com a mesma energia. Ja
para o espalhamento anti-Stokes, o foton espalhado tem energia maior inicial, logo hvo + hvvib,
para esse caso o foton incidente encontra a molécula ja em um estado excitado, a variacdo de
energia dos picos é a mesma para o espalhamento Stokes e anti-Stokes, mas a intensidade do
anti-Stokes € menor pois a energia que decresce de acordo com a lei de distribuicdo de

Boltzmann.
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Figura B 6: Esquema dos tipos de espalhamento: inelastico Raman Stokes, elastico Rayleigh e
inelastico Raman anti-Stokes. Adaptado de [108].

Por ser uma técnica ndo-destrutiva e ndo requer a preparacdo das amostras, a
espectroscopia Raman é muito utilizada para caracterizar materiais bioldgicos, e também em
aplicacBes que exigem que a amostra ndo seja alterada. A técnica tem recebido atencéo por se
mostrar uma provavel ferramenta de diagnostico, e vem sendo utilizada na classificacdo de
bactérias [112, 174].

B - 4 - Espectroscopia FTIR-ATR

Como visto, a interacdo entre a radiacdo eletromagnética e matéria é estudada por
espectroscopia, cuja a intencdo € a de estudar os niveis de energia das moléculas ou &tomos. As
transi¢cOes vibracionais estdo na regido do infravermelho, e as técnicas que analisam os modos
vibracionais sdo infravermelho e Raman, os modos vibracionais das moléculas podem ser
previstos com base em sua simetria. Embora ambas as espectroscopias se relacionam as
vibracGes moleculares, os principios de analise destas vibracfes diferem para cada uma, e
usualmente podemos dizer que as espectroscopias Raman e infravermelho sdo técnicas
complementares [116].

Por serem fundamentalmente diferentes, os espectros obtidos séo distintos mesmo ambos
observando modos vibracionais, por vezes ocorre de um certo pico aparecer em um espectro e
n&o aparecer no outro, pois as regras de selecdo para que o efeito ocorra sdo diferentes para as

duas espectroscopias. Para que ocorra absor¢do da radiacdo infravermelha é necessario que
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ocorra uma variagdo do momento de dipolo elétrico da molécula como consequéncia de seu
movimento vibracional [176, 177].

Os espectros obtidos na técnica de infravermelho podem ser gerados por emisséo,
reflexd@o e absor¢édo/transmissao, neste trabalho a configuracdo utilizada foi a de absor¢do com
um Espectrometro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) com o acessorio de
Refletancia Total Atenuada (ATR), caracterizado por ser uma espectroscopia de reflexdo

interna, Figura B7.
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Radiagdo incidente Radiacdo refletida

Figura B 7: Diagrama esquematico do acessorio de ATR para espectrdmetro de FTIR. n1 e n2 sdo 0s
indices de refracdo do cristal de ATR e da amostra, respectivamente (n1 > n2), e 6 é o angulo de incidéncia da
radiacdo incidente. Adaptado de [178].

Nesta configuracdo, a amostra é colocada em contato com um cristal com um alto indice
de refracéo interno, no caso do presente trabalho, o diamante. A radiacdo atravessa o diamante
e é totalmente refletida em sua superficie interna, essa reflexdo interna cria uma onda
evanescente, desta maneira a radiacdo penetra de maneira superficial na amostra, que perde
energia nos comprimentos de onda nos quais absorve. A intensidade da radiacdo sera atenuada
devido as reflexdes mutuas que ocorrem ao longo da amostra. O feixe que chega ao detector
pode ser usado entdo para gerar um espectro de absorcdo [178]. A técnica ATR tem grande
utilidade para analisar os mais variados tipos de materiais, desde solucBes quimicas até
materiais bioldgicos, pois viabiliza uma maneira direta e ndo destrutiva de obter espectros de

absorcéo no infravermelho.

B - 5 - Microscopia Eletrénica de Varredura - MEV

Um microscopio de luz tem uma ampliagdo maxima de aproximadamente 1000x, a
resolucdo dos microscépios convencionais foi limitada ndo so pelas lentes, como também pelo
comprimento de onda de luz utilizado para a iluminagéo (luz branca de 400 a 700nm). Em
consequéncia dessa limitacdo da luz branca, o microscépio eletronico foi desenvolvido, pois 0s

elétrons tém comprimentos de onda muito menores, permitindo uma melhor resolucéo [179].
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O microscopio eletrénico de varredura usa um feixe de elétrons no lugar dos fétons
utilizados nos microscopios convencionais, que quando submetidos a uma alta voltagem,
podem produzir elétrons de comprimento de onda extremamente curtos e, portanto, com uma
alta resolucdo. Devido as cargas dos elétrons é possivel focalizar o feixe com campos
eletrostaticos ou eletromagneticos formando entdo imagens [180].

Para que a imagem seja formada, um feixe de elétrons de alta energia varre a amostra,
conforme ocorre a interacdo do feixe com a amostra, eles geram os elétrons secundarios,
elétrons retroespalhados, elétrons Auger, fluorescéncia de raios X, raios X caracteristicos e
continuo. Estes sinais sdo coletados por detectores formando entdo as imagens, que sdo exibidas
na tela do computador. No momento que o feixe interage com a amostra ele atinge apenas
alguns microns de profundidade, que pode variar de acordo com a tensdo de aceleracdo e da
densidade da amostra, a Figura B8 ilustra o esquema de funcionamento do microscopio

eletronico de varredura [181].
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Figura B 8: Esquema de funcionamento do Microscdpio Eletronico de Varredura. Adaptado de [181].

Apobs ser atingida pelo feixe de elétrons, os raios X caracteristicos gerados sao especificos
do numero atdbmico da amostra, de forma que seu comprimento de onda ou energia podem ser

usados para identificacdo dos elementos que emitem a radiagdo. A identificacdo dos elementos
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presentes na amostra pode ser realizada pela analise dos picos, que quando comparados com a
energia dos elementos encontrados na tabela periodica, podem ser distinguidos. Em geral os
programas utilizados para realizar as medidas, possuem um banco de dados e este relaciona as
raias de energia com os elementos da tabela, para identificacdo, mas cabe ao pesquisador
encarregado da analise determinar qual elemento melhor se encaixa nas raias obtidas [180].
Desta forma, MEV € uma ferramenta que tem sido utilizada para analises de composicao
quimica, morfologia e estrutura de materiais, e se tornou uma técnica fundamental em muitas
areas, mais especificamente, em analises de novos materiais por fornecer dados detalhados de

caracteristicas microestruturais [179].
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