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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estudar a bioatividade e atividade antibacteriana de
vitroceramicas obtidas por cristalizacdo controlada em funcdo do tempo no sistema vitreo
59,5B,03-2P,05-9,5Ca0-19,5Na>0-9CaF»-0,5Ag20 (% em mol). As amostras vitreas foram
preparadas pelo método de fusdo/resfriamento, cortadas em fatias e posteriormente tratadas
com temperatura constante (530 °C) variando o tempo de tratamento térmico: 0, 4, 8, 12, 24 e
36 horas. Os resultados de DTA comprovam alteracbes na estrutura vitrea, por causa de
reducdes nos valores de Tx e estabilidade térmica. As medidas de difracdo de raios-X das
amostras antes do tratamento térmico revelaram bandas largas em 29° e 46° (260), associadas a
vidros boratos. As amostras tratadas termicamente apresentaram picos caracteristicos de fases
cristalinas desenvolvidas durante o tratamento térmico (CaNazBsO10, Cas(POa)2, Na:BgO13 €
Ag®). Observou-se que quanto maior o tempo de tratamento térmico, maior o tamanho de
cristalito para as fases Ag°e Caz(PO4)2, e maior o percentual de cristalizacio das vitroceramicas.
Os espectros de FTIR comprovaram mudancas na estrutura do vidro, resultante do processo de
cristalizacdo controlada. A bioatividade in vitro dos materiais foi analisada por imersdo SBF
durante 7, 14, 21 e 28 dias. Os difratogramas de DRX revelaram a precipitagédo de
Hidroxiapatita e AgCl nas amostras durante imersdo em SBF. Os espectros de FTIR
apresentaram bandas caracteristicas da Hidroxiapatita. As medidas de pH revelaram maior taxa
de troca idnica entre as amostras cristalizadas, estando associado as mudancas microestruturais
na superficie durante o tratamento térmico, alterando a reatividade das vitroceramicas e a
solubilidade de fases. Os resultados obtidos revelam que as vitrocerdmicas apresentam
comportamento bioativo quando imersas em SBF, possuindo capacidade de ligacdo dssea,
mediante formacdo de Hidroxiapatita em sua superficie. Mesmo apds 28 dias de imersdo, a
prata metalica foi detectada nas amostras 12h, 24h e 36h, o que indica a estabilidade em fluido
fisioldgico dessa fase cristalina e o potencial comportamento antibacteriano a longo prazo das
amostras. O teste de atividade antibacteriana contra a bactérias E.colli 6305 mostrou halos de
inibicdo com comprimentos semelhantes entre as amostras tratadas por: 0 h (17 mm),12 h (17
mm) e 36 h (18 mm), indicando que a cristalizacdo controlada néo inibiu a liberacdo dos ions
de Ag". Portanto, as vitroceramicas estudadas possuem potencial para serem utilizadas como

biomateriais, em tratamentos 0sseos, e inibirem eventuais infe¢des bacterianas.

Palavras-chaves: Biomateriais. Biovidros bioativos. Cristalizacdo controlada. Vitroceramica.

Propriedade antibacteriana.



ABSTRACT

This work aimed to study bioactivity and antibacterial activity of glass-ceramics obtained by
controlled crystallization as a function of time in the glass system 59,5B203-2P,0s5-9,5Ca0O-
19,5Na,0-9CaF2-0,5Ag20 (% in mol). The glassy samples were prepared by melt-quench
method, cut into slices and subsequently treated with constant temperature (530 ° C), varying
the heat treatment time: 0, 4, 8, 12, 24 and 36 hours. DTA results prove changes in the glass
structure, due to the decrease in Tx values and thermal stability. X-ray diffraction measurements
of the samples before heat treatment revealed broad bands at 29 ° and 46 ° (20), associated with
borate glasses. Heat-treated samples have characteristic peaks of crystalline phases developed
during the heat treatment (CaNasBsO10, Cas(PO4)2, Na2BsO13 e AgP). It was observed that the
longer heat treatment time, the greater crystallite size for the Ag® and Cas(POa)2 phases, and the
greater percentage of crystallization of the glass-ceramics. FTIR results presented changes in
the borate glass network, resulting from the controlled crystallization process. Bioactivity in
vitro of the materials was analyzed by immersion in simulated body fluid (SBF) for 7, 14, 21
and 28 days. XRD diffractograms revealed precipitation of Hydroxyapatite and AgCl in the
samples during immersion in SBF. FTIR spectra showed bands characteristic of
Hydroxyapatite. pH measurements revealed a higher ion exchange rate among the crystallized
samples, being associated with microstructural changes on surface during heat treatment that
changing e reactivity of the glass ceramics and phase solubility. The results obtained reveal that
the glass-ceramics present a bioactive behavior when immersed in SBF, possessing bone
bonding capacity, by forming Hydroxyapatite on its surface. Even after 28 days of immersion,
metallic silver was detected in the samples for 12 h, 24 h and 36 h, which indicates the stability
in physiological fluid of this crystalline phase and the potential long-term antibacterial behavior
of the samples. Antibacterial activity test against E.colli 6305 bacteria showed inhibition halos
with similar lengths between samples treated by : 0 h (17 mm), 12 h (17 mm) and 36 h (18 mm),
indicating that controlled crystallization did not inhibit the release of Ag™ ions. Therefore,
studied glass-ceramics have the potential to be used as biomaterials, in bone treatments, and to

inhibit any bacterial infections.

Keywords: Biomaterials. Bioactive glasses. Controlled crystallization. Glass-ceramic.
Antibacterial property.
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1. INTRODUCAO

Como resultado do conhecimento cientifico e os avangos tecnoldgicos, a compreensao
da relacéo entre estrutura e a propriedade possibilitou o desenvolvimento de materiais com
propriedades e aplicagdes especificas buscando solucionar diversos problemas [1,2].
Investigagdes com o objetivo de compreender o comportamento dos materiais, suas potenciais
aplicacdes bioldgicas e respostas no organismo humano é alvo de intenso interesse entre 0s
cientistas [3,4].

Os materiais implantados no organismo humano, com o intuito de substituir ou
restaurar os tecidos danificados, sdo denominados de Biomateriais. O comportamento de um
material para ser utilizado como implante deve possibilitar o restabelecimento das funcgdes
comprometidas, apresentando: tolerdncia imunolodgica, propriedades fisicas adequadas,
compatibilidade com os fluidos e tecidos do organismo [5-7].

Entre os biomateriais, 0 estudo sobre vidros para uso odontolégico e ortopédico tém se
destacado desde o século passado, a partir, do trabalho de Larry Hench e o desenvolvimento do
Bioglass® [8]. A resposta bioldgica dos vidros bioativos ¢ associada ao resultado da reagdo do
material quando imerso em fluidos corporais por meio da formac&o, em sua superficie, de uma
camada de Hidroxiapatita (HA) semelhante ao 0sso, ocasionando uma forte ligacdo do
biomaterial com o tecido dsseo por interacdo quimica, afirmando assim a bioatividade do
material [9-11].

A rapida taxa de reacdo superficial e o forte estabelecimento de uma ligacdo com o
tecido Osseo sdo propriedades importantes das inimeras composicdes de vidros bioativos
relatados na literatura. Entretanto, as aplicacdes desses materiais ainda sdo limitadas por causa
da sua baixa resisténcia mecanica e tenacidade a fratura o que impede seu uso em suporte de
carga mecanica, restringindo sua aplicacdo comercial na forma de particulados. Um mecanismo
para tentar resolver essa desvantagem dos vidros bioativos € preparar vitroceramicas pelo
processo de cristalizacdo controlada, as quais apresentam dureza e resisténcia mecanica
elevada, e sdo mais estaveis quando imersas em solucdes fisioldgicas, comparados aos vidros
bases (ndo cristalizados) [12-14].

Para ocorrer o fenémeno de cristalizacéo controlada, o vidro base necessita possuir em
sua composicao um agente nucleante e ser submetido a tratamento térmico na zona de transicédo
vitrea; durante esse fendbmeno o vidro perde parcialmente sua natureza amorfa e passar adquirir

uma microestrutura cristalina [15-20]. Os agentes de nucleacdo sdo metais na forma i6énica
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quando presente na composi¢do quimica de um vidro e por meio de tratamento térmico,
induzem a cristalizagdo de uma microestrutura. Embora a cristalizagdo controlada melhore as
propriedades mecéanicas dos vidros, sdo necessarios estudos da bioatividade, pois ela pode ser
modificada em funcdo do desenvolvimento de fases cristalinas [21-23]. Alguns autores
abordam que a cristalizacdo controlada diminui a cinética de reacdo (troca ibnica entre a
superficie da amostra e os ions da solucdo fisiolégica), mas ndo inibe a precipitacdo de
hidroxiapatita, mesmo em vitroceramicas com altos percentuais de cristalinidade [24-27]. A
cristalizacdo do Bioglass® por exemplo, ndo inibiu, durante teste in vitro, a precipitacdo de HA
[28].

Para explicar o comportamento bioativo e biomecénico de vitroceramicas e compara-
las as amostras de vidro base, diversos parametros como o percentual de cristalinidade, teor de
vidro residual, morfologia e tamanho dos cristais (microestrutura), e solubilidade das fases
desenvolvidas na matriz vitrea, podem ser utilizados [29-35]. Um interesse potencial nas
aplicacdes biomédicas de vitroceramicas é a possibilidade das propriedades mecéanicas [23,29]
e bioativas [28,36,37] do vidro base ser melhorada em funcdo do teor percentual e a natureza
das fases cristalinas desenvolvidas.

Ceravital®, Cerabone® e Bioverit® sdo exemplos de vitroceramicas ja desenvolvidas
por meio do processo de cristalizagdo controlada, usando como vidro base vidros silicatos de
composic¢des similares ao Bioglass®, que mesmo ap6s o desenvolvimento de fases cristalinas,
possuem capacidade de interagirem com o organismo [28,36,38].

O mecanismo de bioatividade e ligacdo 6ssea de vidros e vitroceramicas ja foi
extensivamente estudado, apesar disso um dos problemas relacionados a interagdo biomaterial-
organismo sao as infec¢Bes bacterianas, elas tém sido uma das principais razdes de falhas de
implantes dsseos [39,40]. Durante o implante do biomaterial, podem ocorrer infec¢des, devido
a falhas no procedimento cirurgico ou infeccdo hospitalar, gerando a necessidade de um novo
procedimento cirurgico, perda do dispositivo implantando, amputacdes ou até mesmo morte
dos pacientes, em caso mais grave.

Nesse sentido, biomateriais com propriedades antibacterianas tém estimulado
investigacdes da comunidade cientifica [41-43]. A capacidade de matar ou inibir o crescimento
de bactérias em materiais vitreos e vitroceramicos ocorre devido a presenca, em sua
composicao, dos denominados agentes antimicrobianos, como Prata (Ag), Cobre (Cu) e Zinco
(Zn), por exemplo [44-4T].
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fons de prata (Ag*), presentes em meio fisioldgico, promovem a morte celular de
bactérias. Portanto, a presenca de Ag em biomateriais, representa uma possibilidade de inibir
infeccdes bacterianas. Tal fato pode aumentar o tempo de vida do implante e sua eficacia no
processo de recuperacédo tecidual. Além disso, a Ag € um agente modificador da rede vitrea,
atuando como agente nucleante durante o tratamento térmico [48-50].

Neste contexto, essa pesquisa tem como objetivo preparar materiais vitroceramicos
obtidos por cristalizacdo controlada em funcdo do tempo de tratamento térmico no sistema
vitreo 59,5B203-2P,05-9,5Ca0-19,5Na,0-9CaF2-0,5A020 (% em mol), caracterizar sua
bioatividade in vitro, atividade antibacteriana e avaliar citotoxicidade. O estudo busca
compreender a influéncia da microestrutura cristalina, desenvolvida mediante cristalizagdo
controlada, nas propriedades térmicas, estruturais e mecanicas nas Vvitroceramicas

desenvolvidas, bem como nas propriedades bioativas e antibacterianas destes materiais.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Biomateriais

O uso de materiais acompanha o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico da sociedade,
possuindo relagdo direta com a habilidade de produzir e manipular materiais, buscando
satisfazer as necessidades e proporcionar conforto a sobrevivéncia da espécie humana. A
relacdo entre as propriedades/caracteristicas dos materiais e suas estruturas em niveis atbmicos
e moleculares é uma conquista recente, o que possibilitou o desenvolvimento de iniUmeros
materiais com propriedades cada vez mais especificas, com o objetivo de solucionar diversos
problemas [2,3,51]. Nesse contexto, investigacdes buscando preparar, caracterizar e
compreender o comportamento dos materiais, suas potenciais aplicac6es bioldgicas e respostas
no organismo humano é alvo de intenso interesse pela comunidade cientifica [4].

Por definicdo, os biomateriais s&o materiais implantados no organismo humano, de
origem natural ou sintética, com o objetivo de substituir ou complementar os tecidos biol6gicos
com suas funcdes comprometidas [52,53]. A histéria dos biomateriais, tendo como critério a
evolucdo de suas propriedades, é didaticamente dividida em trés momentos ou trés geracGes
[6,10,17]. Na primeira geracao, o objetivo era conseguir materiais capazes de substituir algum
tecido danificado e prover suporte mecénico sem nenhuma reacdo bioldgica adversa ao
organismo - geracdo dos materiais bioinertes. O aco inoxidavel, ligas de Cobalto-Cromo (Co-
Cr), ligas de Titanio (Ti), Zircénia (ZrO2), Alumina (a-Al203), Silicone e Polietileno (PE) sdo
exemplos de alguns materiais investigados nessa primeira geragéo [8,54].

O foco da segunda geracdo tornou-se aumentar o tempo de vida Util do implante, por
meio da sua interacdo com o tecido hospedeiro, sendo entdo a geracdo de materiais bioativos.
Vidros bioativos, vitroceramicas bioativas, ceramicas de fosfatos de célcio, hidrogéis e
polimeros biodegradaveis sao exemplos de materiais desenvolvidos nesse momento [6,17].

Atualmente, na terceira geracéo, a area em destaque € a Engenharia de Tecidos [55,56],
cujo objetivo de estudo tem sido o desenvolvimento de materiais que além de substituir, tenham
a capacidade de regenerar os tecidos e 6rgdos danificados com o passar do tempo. Portanto, o
objetivo atual é o desenvolvimento de materiais bioativos e biodegradaveis capazes de
estimularem o processo de recuperacéo tecidual em nivel celular especifico. Exemplos desses
materiais sdo as peles artificiais, cimentos dsseos, cartilagens, scaffolds e o revestimento das

superficies de implantes metéalicos.
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Independentemente da forma de uso, o biomaterial permanecera em contato com 0s
fluidos bioldgicos, devendo apresentar propriedades que justifiquem as exigéncias da sua
aplicacdo com finalidade especifica [56]. As caracteristicas mais importantes que influenciam
a escolha de um biomaterial, como representado na Figura 1, sdo biocompatibilidade,

exigéncias fisicas e exigéncias quimicas.

Resisténcia, flexibilidade

’ e dureza.

‘o™ @
. | |

’ ‘ @ ‘ Sistema Biologico ‘ Exigéncias Fisicas:

Biocompatibilidade: .
compativel com os

tecidos e fluidos do ’
organismo . .

i ’ . o Biomaterial
“w ;
® v ®

‘ ‘ ‘ Exigéncias Quimicas:

‘ Nao-téxico, ndo-reativo ‘
‘ e biodegradavel.

Figura 1 — llustracdo do biomaterial em um sistema biol6gico.
Fonte: Adaptacdo Brown e LeMay, (2005) [57].

Os organismos vivos apresentam um conjunto complexo de prote¢des contra invasores.
O corpo humano é capaz de avaliar se um objeto é do préprio organismo ou se é um objeto
estranho. O material implantado necessita resistir ao ataque do sistema bioldgico sem sofrer
degradacéo ou perda da funcdo almejada e ndo liberar substancias nocivas, ha mesma medida
em que o organismo ndo deve sofrer problemas fisicos ou quimicos pela presenca do implante
[57-59].

Nessa perspectiva, independente da aplicagdo desejada, para os biomateriais é esperado
que nédo proporcionem reagOes adversas e toxicidade, estimulem a adeséo e proliferacéo celular,
apresentem comportamento biomecéanico (area de superficie, porosidade, dureza, cristalinidade
e encaixe anatbmico), quimico (composicdo, troca i6nica e densidade) e contribuam para a
interacdo implante-tecido, favorecendo os processos regenerativos teciduais. Esses sdo alguns
parametros utilizados para avaliar a biocompatibilidade do biomaterial, ou seja,

comportamento celular ap6s contato com o implante [4,52,60,61].
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2.2 Tecido Osseo e 0 uso de Biomateriais

O tecido esquelético de um organismo humano adulto, representado na Figura 2, possui
206 ossos, variando em tamanhos e formas. Cartilagens, tenddes, esqueleto e ligamentos
também fazem parte desse sistema. Entre as suas funcdes, ele sustenta o corpo, ajuda no
deslocamento, atua como fonte reserva de minerais, producdo de células sanguineas e protecdo

dos 6rgéos internos [62,63].

Vértebras ~
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; Tk
Ossos do
C .‘.:--b do quadril (oo)
membeo Inlerdor { sago )'. )
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\*‘5 S Melatarsais

Egi./:- Falanges

Figura 2 - Tecido Esquelético de um organismo humano adulto. Fonte: Moore et al, (2013) [64].

Em sua composi¢do quimica [65], o osso é formado por uma fase inorganica, composta
principalmente de Hidroxiapatita (HA), substancias organicas (colageno, proteinas, lipideos,
peptideos etc.), células (ostedcitos, osteoblastos e osteoclastos) e dgua. Organizado na forma de
cristais, fons de Célcio (Ca?*), Fosfatos (PO+>) e Hidroxila (OH"), compdem a estrutura da HA
[Ca10(PO4)s(OH):].

Os 0ss0s sdo estruturas dindmicas, seu metabolismo constante possibilita o crescimento e a

remodelagdo Gssea ao longo de toda vida [66,67]. Apesar da sua intensa atividade, 0s 0Ss0S se
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regeneram em casos de pequenas fraturas por meio de interacdo celular, em casos de lesbes
Osseas mais severas e com perda de massa 0ssea, existe a necessidade de reparacao/substituicdo
tecidual [68]. Isso ocorre por meio do uso de enxertos, ou seja, retirada de um fragmento 6sseo
de um local para ser implantado no local que se pretende reparar/tratar [69]. Conforme a origem
do osso enxertado, os enxertos 0sseos sdo classificados em autoenxertos, aloenxertos e

xenoenxertos. A Tabela 1 apresenta algumas informacdes sobre os tipos de enxertos.

Tabela 1 — Origem, vantagem e desvantagens dos enxertos 6sseos. Fonte: Adaptacdo de Miguel et al, (2013) [69].

Tipos de Enxertos

Informacdes Autoenxertos Aloenxertos Xenoenxertos

Doador da mesma

_ Outros animais.
espécie.

Origem Proprio individuo.

Biocompatibilidade,

Maior quantidade de
menores chances de

Maior quantidade de

Vantagens N . enxerto (banco de
rejeicao, propriedades 05505) enxerto (banco de 0sso0s).
osteogénicas.
" Reacdes imunoldgicas, | ReacBes imunoldgicas e
Area doadora 1eag Jogicas, coes | 9
- risco de transmissao de risco de
limitada. I
Desvantagens : doencas, tratamento transmissao de doencas,
Procedimento - -
VR L previo, tratamento previo,
cirurgico adicional. S I
desproteinizagao. desproteinizacéo.

No caso dos autoenxertos, 0 processo cirurgico compreende duas regides operatdrias —
uma receptora e uma doadora. Se tratando de um 0sso do mesmo organismo a chance de rejeicao
ou infeccdo é menor, ele também é o Unico tipo de enxerto capaz de viabilizar células dsseas
vivas para proliferacdo de células no processo de osteogénese. Porém, esse procedimento é
limitado pela quantidade de tecido que necessita ser retirada para restauracdo da area danificada
[3,70]. Para serem utilizados, os aloenxertos e 0s xenoenxertos, passam por tratamentos
(congelamentos e desidratacdes) com o intuito de tratar eventuais reacGes imunoldgicas.
Entretanto, isso reduz seu potencial osteoindutor, limitando sua aplicagéo [71].

Perante as limitacGes apresentadas pelos enxertos 6sseos e buscando supera-las, surge
uma nova classe de enxertos, os alopaticos ou biomateriais sintéticos. Eles podem ser
classificados como biometais, biocompdsitos, biopolimeros, bioceramicas e biovidros, tendo
como critério de classificacdo sua composi¢do quimica, e abrangem uma ampla faixa de
aplicagdes clinicas [72]. A Tabela 2 compara as vantagens, desvantagens e usos clinicos dos

biomateriais sintéticos.
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Tabela 2 — Vantagens, desvantagens e usos clinicos de biomateriais sintéticos.
Fonte: Adaptacéo de Kawachi et al, (2000) [72].

Biomaterial Vantagens Desvantagens Aplicacoes
Polimeros Suturas, artérias,
L Elasticidade, facil Baixa resisténcia veias, maxilofacial
Polietileno, PTFE N . . . .
- producdo, baixa mecanica, (nariz, mandibula,
Poliéster . ~ .
. densidade, boa degradacéo dente), cimento,
Poliuretano compatibilidade dependente do tempo tenddo artificial
PMMA, Silicone P P P 1al,
oftalmologia
Meta_us € _L|,gas Alta forca de tensdo, . Ba|?<a_ . Fixacdo ortopédica
Aco inoxidavel A biocompatibilidade, .
) a alta resisténcia ao x ; (parafusos, pinos,
Liga de Titanio . corroséo em meio ;
) desgaste, energia de L placas, fios, hastes),
Liga de Cobalto- « fisioldgico, alta ; -
deformacéo alta : implantes dentarios
Cromo densidade
Ceramicas e Vidros Boa compatibilidade
Alumina, Zirconia a compa x Baixa forca de Ossos, juntas, dentes,
resisténcia a corrosao, ~ . . N
Carbono o tensao, baixa valvulas,  tenddes,
L inércia, alta e .
Fosfatos de Calcio P elasticidade, alta vasos sanguineos e
resisténcia a : . e
Porcelana « densidade traqueias artificiais
. S compressao
Vidros Bioativos
Compasitos Vélvula cardiaca
Fibra de carbono- artificial (carbono ou
resina termofixa Boa compatibilidade, grafite pirolitico),
Fibra de carbono- inércia quimica, alta Dificuldade de implantes de juntas
termoplastico resisténcia a fabricacéo do joelho (fibra de
Carbono-carbono compresséo, carbono reforgada
Fosfato de célcio- resisténcia a corrosdo com polietileno de
colageno alta densidade)

Nos Gltimos cinquenta anos, como resultado das modificacbes demograficas e sociais,
aumento na expectativa da vida humana, padréo de vida e custo econémico, houve um aumento
na area de biomateriais, tanto em pesquisas, como no desenvolvimento e uso comercial de
produtos [73-75]. Isso gerou/gera um impacto positivo na qualidade de vida das pessoas,
entendendo que tecidos e 6rgdos com suas fungdes comprometidas geram dores, traumas
psicoldgicos e sociais, além de comprometer o desenvolvimento de atividades basicas [76].
Contudo, avangos buscando desenvolver dispositivos biomédicos de acesso a larga escala,
novas composicoes, resolucdo das desvantagens apresentadas na Tabela 2 e potencializar
interacdo implante-tecido ainda s&o necessarios [77].

Dentre os biomateriais sintéticos, os vidros com aplicacdo bioldgica, denominados de vidros
bioativos, apresentam elevada bioatividade, sdo biodegradaveis em meio fisioldgico, atuando

na maturacao e regeneracao do tecido 6sseo [78-80].
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2.3 Vidros, vidros bioativos e vitroceramicas
2.3.1 Consideragdes sobre o estado vitreo

Segundo Alves, Gimenes e Mazali [81], o naturalista romano Plinio, em sua
enciclopédia Naturalis historia, concede aos Fenicios o descobrimento do método de fabricacéo
do vidro, e revelam também que eles dedicaram bastante tempo buscando compreender e
reproduzir o fato observado, até a fabricacdo de pecas para uso. Por volta de 7000 anos a.C.,
qguando as embarcaces fenicias ancoravam na costa do que hoje corresponde ao territorio da
Siria, os fenicios prepararam fog@es utilizando blocos de salitre na areia da praia. Decorrido
algum tempo, observou-se o surgimento de uma substancia liquida e brilhante que escorria na
areia e se solidificava rapidamente.

Uma complementacdo aos fatos relatados anteriormente é apresentada na obra
Introduction to glass science and techonology, da autoria de Shelby [82]. Ele menciona que o
vidro obtido resultaria de uma associag&o entre o sal marinho (Cloreto de Sodio — NaCl), Oxido
de Calcio (CaO) presente em 0ss0s que possivelmente se encontravam em pequenos pedacos
na madeira utilizada sobre a areia (Oxido de Silica — SiO,). Essa associago reduziu o ponto de
fusdo, formando a substancia que escorria e solidificava, que hoje se conhece como o vidro.

Nos ultimos trés séculos, acontecimentos importantes marcaram a fabricacdo e a
aplicacdo dos vidros, por exemplo, o entendimento de como ocorre a formacao do vidro, papel
que alguns ions desenvolvem na rede vitrea, teorias cinéticas, teorias estruturais, composicao e
propriedades, isso so foi possivel devido aos avancgos na quimica e na fisica [81].

A teoria estrutural dos vidros proposta por Zachariasen [14], em 1932, no seu trabalho
The Atomic Arrangement in Glass, menciona que 0os materiais vitreos, diferentemente dos
materiais cristalinos, possuem ordenacgéo atdmica de curto alcance, ou seja, ndo apresentam um
arranjo periédico tridimensional de longo alcance, caracterizando o seu estado amorfo. Outros
cientistas ainda intrigados e buscando compreender o estado vitreo, apresentaram definicGes
apos Zachariasen, tornando a defini¢do de vidro uma pauta constante da comunidade cientifica.
Algumas defini¢Ges na construcdo do conceito de vidro dos ultimos 30 anos séo apresentadas

na Tabela 3.
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Tabela 3 — Defini¢des de vidros presentes na literatura.
Fonte: Adaptacdo de Alves et al, (2001) [81] e Zanotto e Mauro, (2017) [83].

Autor (ano) Definicéo
“Vidros sdo materiais amorfos que ndo possuem ordem translacional a
longo alcance (periodicidade), caracteristica de um cristal. Os termos
amorfo e solido ndo-cristalino sdo sindbnimos nesta definicdo. Um vidro é
um sélido amorfo que exibe uma transicao vitrea.”
“Vidro ¢ um solido que tem a estrutura do tipo de um liquido, um solido
Varshneya “nao-cristalino” ou simplesmente um solido amorfo, considerando a
(1994) caracteristica de amorfo como uma descricdo da desordem atdmica,
evidenciada pela técnica de difracdo de raios-X.”
“Vidro ¢ um soélido amorfo com auséncia completa de ordem a longo
alcance e periodicidade, exibindo uma regido de transicdo vitrea. Qualquer
material, inorgéanico, organico ou metal, formado por qualquer técnica, que
exibe um fendmeno de transicdo vitrea ¢ um vidro.”
“O vidro ¢ um estado da matéria condensada fora do equilibrio
termodinamico, ndo cristalino, que exibe uma transicdo vitrea. As
estruturas dos vidros sdo semelhantes as dos liquidos super-resfriados
(LRS) e relaxam espontaneamente em direcdo ao estado de LRS. Seu
destino, para tempos infinitamente longos, ¢ cristalizar.”

Elliott (1990)

Shelby (1997)

Zanotto e
Mauro (2017)

Perante essas definicBes e o consenso da comunidade cientifica, o vidro pode ser
definido, atualmente, como um solido que ndo apresenta estrutura ordenada, ou seja, auséncia
de simetria e periodicidade na forma como se encontram 0s atomos presentes na constituicdo
da rede vitrea, e apresentam também o fenémeno de transicdo vitrea (Tg) [83].

A técnica tradicional mais utilizada para preparar vidros é o método de
fusdo/resfriamento, na qual, os reagentes sdo misturados, fundidos em altas temperaturas, e
posteriormente o fundido é resfriado rapidamente. Durante a fusdo, o arranjo estrutural da
massa fundida apresenta semelhancas com o estado liquido [81]. Entretanto, dependendo da
taxa de resfriamento, o arranjo estrutural e o volume especifico podem ser alterados, como
representado na Figura 3.

Na Figura 3, qualquer material acima da temperatura de fusdo (Tf) encontra-se no estado
liquido. Mediante resfriamento lento e gradual, ocorre uma reducao no volume especifico desse
material, até o ponto Tf. Abaixo dessa temperatura, dependendo da taxa de resfriamento, duas
trajetdrias sdo possiveis, a obtencdo de um cristal, mediante o processo de cristaliza¢ao, ou do
vidro, abaixo da Tg. Com a redugéo da temperatura em uma taxa de resfriamento lenta (linha
de cor vermelha) ocorre o processo de cristalizagdo. Durante esse processo, as unidades
estruturais se orientam, desenvolvendo simetria e periodicidade, caracteristicas dos sistemas

cristalinos, obtendo ao final do resfriamento o cristal [84].
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Liguido em equilibrio

Liquido super-resfriado

Transicao vitrea

AV Variagdo do
volume

Volume especifico

Tg Tf
Temperatura

Figura 3 - Obtencéo do vidro: volume especifico x temperatura. Fonte: Adaptacdo de Sousa et al, (2004) [84].

Se a taxa de resfriamento for rapida (linha de cor preta), ndo havera tempo para ocorrer
a cristalizacdo e um estado metaestavel sera formado, denominado de liquido super-resfriado.
Durante esse resfriamento, as moléculas apresentam uma menor mobilidade, até 0 momento
em que nao € mais possivel rearranjo atbmico caracteristico daquele volume e temperatura. Ao
final desse resfriamento, depois da curva de transicdo, o material obtido € um sélido com
organizacao estrutural semelhante ao estado liquido, caracterizado como o estado vitreo [81].

A Tg pode ser verificada no grafico como uma reducdo na inclinacdo da reta de cor
preta, é definida como um intervalo de temperaturas e ndo um ponto especifico. Nessa regido
ndo ocorre transformacdo, como na Tf, 0 que acontece é uma alteracdo da viscosidade em
funcdo da temperatura. Abaixo da Tg, as caracteristicas de rearranjo atémico e fluidez sdo
perdidas, prevalecendo um sélido com estrutura nao-cristalina, o vidro [82].

Atualmente, depois de alcangada a compreensdo sobre os processos de formacdo e
preparacdo dos vidros, eles se destacam devido a sua versatilidade e inumeras aplicacdes (uso
domeéstico, industrial, biomedico, construcéo civil, se encontram no laboratério, dispositivos de

comunicacgéo, seguranca e protecéo) [81].
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2.3.2 Vidros com aplicacdo bioldgica: vidros bioativos

Buscando um material capaz de substituir de forma apropriada os ossos fraturados dos
soldados que chegavam da Guerra do Vietna, e estavam tendo seus bragos ou pernas amputados
por causa da rejeigéo dos implantes, Larry Hench e seus colegas [8], iniciaram as suas pesquisas
e desenvolveram um vidro de composi¢do quimica 45Si0,-24,5Na>0-24,5Ca0-6P20s (% em
massa), denominado de 45S5. Verificou-se que esse material era capaz de interagir com o tecido
0sseo de ratos, de forma que apds o implante e interacdo ndo era possivel separacdo, se nao
mediante quebra. Posteriormente, esse vidro foi patenteado e denominado de Bioglass®.

Inimeras composi¢des de vidros com potencial para aplicagdo na Ortopédica e
Odontoldgica ja sdo relatados [85-87]. Os principais sendo silicatos, fosfatos e boratos, tendo
como formador da rede vitrea a silica, o fosforo e o boro, respectivamente. O Bioglass® e as
outras composi¢cOes sdo classificadas como bioativos pelo fato de provocarem uma resposta
bioldgica especifica no tecido almejado durante o processo de implante. A bioatividade desses
vidros € associada a formacdo de uma camada de hidroxiapatita em sua superficie, quando
imersas em fluido corporal, que devido a sua semelhanca quimica com o tecido Gsseo,
interagem e estabelecem uma ligagcdo com este [88—90].

Os ions que sdo liberados durante a degradacdo dos vidros bioativos, quando absorvidos
por células osteoblasticas, estimulam os genes que auxiliam na proliferacdo e diferenciacdo
celular. Portanto, os vidros bioativos, atuam nos processos de osseointegracdo (estabelecendo
uma ligacdo com 0 0ss0 ja existente) e osteoconducdo (induzindo o crescimento de um novo
tecido 6sseo na sua superficie) [11,80,91].

Com o intuito de estudar a bioativade in vitro dos biomateriais, algumas solucdes salinas
que simulam o fluido corporal foram desenvolvidas. Kokubo e Takadama [90] criaram um
fluido acelular que simula as concentracGes inorganicas e o pH do plasma sanguineo humano,
denominada de Simulated Body Fluid (SBF). A Tabela 4 apresenta a composicéo ionica e o pH
do plasma sanguineo humano e da solucao de SBF.

Tabela 4 - Concentracdes dos idnicas e pH do plasma sanguineo e do SBF.

Fonte: Adaptacdo de Kokubo e Takadama, (2006) [90].
fon Na* | K* | Mg* | Ca** | ClI° | HCOs | HPO4* | SO2* pH
Plasma 1420 50| 1,5 | 25 [ 1030 | 270 | 1,0 | 05 |7274
sanguineo
SBF 142,01 50| 1,5 25 | 1478 4,2 1,0 0,5 7,4
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Observa-se pela Tabela 4, que a solucdo de SBF apresenta maior concentragdo de ions
Cl" e menor concentracdo de ions HCOs", quando comparada com o plasma sanguineo.
Tentando corrigir essas concentracdes, Oyane, em 2003, preparou uma nova solugédo de SBF,
denominado SBF revisado (r-SBF). Contudo, houve precipitacdo do CaCOs3 na solucéo de r-
SBF, supersaturando a solucéo, inviabilizando seu uso [90]. O uso dessa solucéo nos testes de
bioatividade in vitro apresenta resultados simulares com os testes in vivo, além de ser um teste
de baixo custo, utilizar equipamentos simples e reduzir o nimero de animais mortos que sdo
utilizados como cobaias.

Os vidros silicatos, um exemplo é o Bioglass®, quando imersos em SBF, apresentam
uma taxa de conversdo em HA lenta e incompleta, devido a formacdo em sua superficie, de
uma camada rica em silica-gel durante sua degradacdo em meio bioldgico, dificultando sua
solubilidade. Nesse contexto, outras composi¢Ges quimicas de vidros para aplicacdo bioldgica
tém sido pesquisadas. Os vidros boratos se destacam devido a sua elevada bioatividade, sua
baixa durabilidade quimica e taxa de dissolucdo rapida, e aumento no pH da solucdo,
apresentando maior facilidade na taxa de conversdo em HA, quando comparados aos vidros
silicatos bioativos [92-94]. O boro também desempenha papel favoravel no crescimento 6sseo
[95].

Vidros boratos sdo formados por grupos trigonais planares [BOs], organizados na forma
de anéis de boroxol. Estruturas fora do anel sdo considerados grupos trigonais isolados,
denominado pontes de oxigénio [82]. A Figura 4 apresenta a estrutura presente em vidros
boratos. Diferente dos vidros silicatos e fosfatos, a adicdo de 6xido modificadores, quando
introduzidos na composi¢do dos vidros boratos néo resulta em quebras das pontes de oxigénio,
pelo contrario, ocorre mudanca de coordenacdo dos grupos [BOs] para grupos tetraédricos

[BO4], carregado negativamente com um cétion modificador para equilibrar a carga.

BO; isolado

/O

O\B’—O\B/c/ 1\0\6/0\;
N o
é Anel boroxol 5

Figura 4 - Estrutura de vidros boratos. Fonte: Adaptacdo de Shelby (2011) [82].
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Hench et al [20] elaboraram um mecanismo béasico de trés etapas para formacdo de
hidroxiapatita, quando o vidro silicato bioativo entra em contato com fluidos fisiologicos, séo
elas: troca idnica, dissolucéo e precipitacdo. Todas elas colaboram para degradacgédo do vidro
em ambiente fisioldgico, e variam com o pH da solucéo, proporc¢éo area da amostra e volume
do fluido, e lixiviagao seletiva.

Inicialmente, ocorre uma répida troca idnica entre ions de metais alcalinos e alcalinos
terrosos (presentes na composicdo do vidro) com cations de solucdo (H™ ou OH). A silica
solivel, mediante hidratacdo e quebra da ligacdo Si-O-Si, se dissolve na forma de Si(OH)4 e
forma os grupos silandis. Posteriormente, ocorre a condensacdo e a repolimerizacdo de uma
camada rica em silica na superficie do vidro bioativo lixiviado (camada de silica-gel). Por fim,
a migracdo dos fons Ca?* e POs* na camada rica em silica forma uma camada de fosfato de
calcio amorfo, passando o periodo de imersdo, essa se cristaliza em HA, afirmando a
bioatividade das amostras [96].

Por sua vez, as etapas de degradagdo e formagdo de HA em vidros boratos séo
semelhantes ao mecanismo dos vidros silicatos. Entretanto, ocorre duas diferencas: os vidros
boratos ndo apresentam a capacidade de se repolimerizar e formar camadas de borato gel, e a
degradacdo dos vidros boratos, hidratacdo e hidrélise da rede vitrea acontece de forma
simultanea [86,97].

Como resultado das pesquisas realizadas nos ultimos 40 anos, os vidros bioativos ja
possuem usos clinicos, em enchimentos &sseos, revestimento de superficies metalicas,
producdo de scaffolds, cimentos, iondmeros de vidro, cremes dentais e compositos, tratamento
de feridas e queimaduras [78,85,98-100].

Apesar de apresentarem elevada bioatividade, as aplica¢fes dos vidros bioativos ainda
sdo limitadas por causa da sua baixa resisténcia mecanica e tenacidade a fratura o que impede
Seu uso em suporte de carga mecanica e limita seu uso na forma de particulado [101-103].
Almejando implantes estruturais, por exemplo, 0s vidros sdo materiais frageis quando
comparados as ligas metalicas bioativas, tornando seu uso inviavel para tal aplicacdes,
especialmente de ossos densos. Uma solucdo para essa desvantagem é preparar materiais

vitroceramicos via cristalizagdo controlada [19].
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2.3.3 Cristalizagdo controlada e o desenvolvimento de vitroceramicas

A cristalizacdo de um vidro, processo também chamado de desvitrificagcdo, pode ocorrer
de forma natural, ainda durante o processo de sintese do vidro ou por meio de tratamentos
térmicos controlados, depois que o material é preparado. No primeiro caso, a cristalizacéo é
tratada como um defeito, resultando em reacBes indesejaveis na producdo dos vidros. No
segundo caso, quando controlada, ela é utilizada na obtencdo de uma nova classe de materiais,
as vitroceramicas [104,105].

A expressao cristalizacdo controlada refere-se ao trabalho para controlar, por meio de
tratamento térmico controlado, o desenvolvimento de uma microestrutura e as propriedades do
material desenvolvido. As fases desenvolvidas apresentam caracteristicas fisicas ou quimicas
diferentes da fase original. As propriedades elétricas, dpticas, magnéticas e mecanicas do vidro
podem ser potencializadas ap6s o tratamento térmico. Para realizar esses tratamentos térmicos,
uma das condi¢Oes necessarias é conhecer a temperatura de transicao vitrea [15,106,107].

A descoberta dos materiais vitroceramicos por cristalizacdo controlada é atribuida ao
pesquisador norte-americano, Donald Stookey. Nos finais dos anos 50, durante seus estudos
com vidros fotocrométicos que apresentavam cristais de prata em sua composicéo, ele acabou
esquecendo um par de lentes dentro de um forno, que passou a noite ligado. Pela manha, Donald
observou que as lentes estavam totalmente opacas. Portanto, houve a transformacéo de um novo
material, que ele denominou de vitrocerdmica. No cenario cientifico, apds estudos buscando
compreender a relacdo entre composicdo dos vidros e o mecanismo de cristalizacdo, a
descoberta de Donald representa um progresso na ciéncia dos materiais vitreos e cerdmicos com
microestrutura e propriedades desejadas [108].

Definidas como materiais parcialmente cristalizados, obtidas por cristaliza¢do
controlada dos vidros precursores, as vitroceramicas possuem uma microestrutura composta
por uma ou mais fases cristalinas e uma porcentagem de vidro residual [19,97,109]. Acima da
Tg e abaixo da Tf, a rede vitrea aumenta sua viscosidade, possibilitando sua difuséo e rearranjos
atdbmicos, passando do estado sélido ndo-cristalino, adquirindo o estado de menor energia, 0
estado cristalino. Os fatores que influenciam a cristalizacdo controlada sé&o a composi¢do
quimica do vidro e os parametros do tratamento térmico (tempo, temperatura e taxa de
aquecimento) [108,109].
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O desenvolvimento dessa microestrutura corresponde a uma transicdo de fases que
envolve as etapas de nucleacdo e o crescimento de cristais. Durante o tratamento térmico, como
resultado das agitacGes térmicas e flutuacGes estruturais, ocorre o surgimento de gréos que
induzirdo o desenvolvimento de regides ordenadas. Eles necessitam atingir um tamanho critico,
por meio da qual serd desenvolvida uma nova fase cristalina, chamado de nucleo. O surgimento
desses nucleos é a caracteristica principal da etapa de nucleagéo [82,110,111].

Dependendo do local de surgimento do nucleo, a nucleagdo pode ser classificada como
superficial (caso se formem na superficie) ou volumétrica (caso os nucleos se desenvolvam no
volume da matriz). Essa Gltima ainda pode ser dividida em duas, nucleacdo homogénea (quando
a formacdo dos ndcleos ndo apresenta nenhum sitio preferencial) e nucleacdo heterogénea
(quando a nucleacdo ocorre em locais especificos, pela presenca de imperfeicdes ou impurezas).
Apdbs o desenvolvimento e o crescimento dos ndcleos até o tamanho critico, a nucleacédo
continuaré ocorrendo de forma simultanea ao crescimento da fase cristalina. [82,110,111]. Essa
classificacdo é apresentada na Figura 5.

Homogénea

Volumétrica

Cristalizacdo

Superficial

Figura 5 — Etapas do processo de cristalizagdo. Fonte: Adaptacdo de Shelby (2011) [82].

Para que a nucleagéo ocorra € necessaria a adi¢do de agentes nucleantes. Eles séo metais,
quando presentes na composi¢do do vidro e por meio do tratamento térmico, induzem a
separacgdo de fases [105,112]. Exemplos desses metais séo a Pt, Ag, Au e Cu. O 6xido de prata
atua como um modificador de rede, gerando pontos de descontinuidade reticular durante o
tratamento térmico. Os ions de Ag* enfraquecem as ligacBGes estruturais na rede vitrea,

facilitando sua cristalizagéo e diminuindo a viscosidade do vidro [113,114].
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A cristalizacéo pode ser realizada por meio de duas ou de uma etapa. No primeiro caso,
exibido na Figura 6, o vidro é tratado em uma temperatura suficiente para a formacdo dos
nucleos, e posteriormente ao crescimento desses ndcleos outro tratamento é realizado para o
crescimento dos cristais, logo duas rampas. No outro caso, Figura 7, o tratamento de nucleagéo

e crescimento de cristais sdo realizados juntos, em uma Unica rampa [15,108].
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Figura 6 - Cristalizacdo em duas etapas.
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Figura 7 — Cristalizacdo em etapa Unica.
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A relevéncia e o interesse por materiais vitrocerdmicos nas Ultimas décadas tem se
destacado devido ao volume de trabalhos publicados e patentes registadas, em nivel mundial
[109,115]. As vitroceramicas sdo aplicadas na medicina, odontologia, Optica, eletronica, uso
doméstico e industrial [116]. Em relacdo as propriedades mecanicas, as vitroceramicas, quando
comparadas aos vidros bases e apresentam boa resisténcia mecénica e tenacidade a fratura, e
sd0 mais estaveis quando imersas em solugdes fisiologicas [117,118].

Embora a cristalizacdo controlada melhore as propriedades mecanicas, sao necessarios
estudos na bioatividade, pois ela pode ser modificada em funcéo do desenvolvimento de fases
cristalinas [21-23]. Alguns autores abordam que a cristalizagdo controlada diminui a cinética
de reacdo (troca idnica entre a superficie da amostra e os ions da solucéo fisioldgica), mas ndo
inibe a precipitacdo de hidroxiapatita, mesmo em vitroceramicas com altos percentuais de
cristalinidade [24-27]. Sobre a cristalizacdo do Bioglass®, Plewinski et al [28] afirmou que ela
ndo inibiu a precipitacdo de HA nas superficies de vitrocerdmicas durante testes in vitro.

Para explicar o comportamento bioativo e biomecéanico de vitrocerdmicas e compara-
las as amostras de vidro base, diversos parametros como o percentual de cristalinidade, teor de
vidro residual, total de fases desenvolvidas, morfologia e tamanho dos cristais (microestrutura),
e solubilidade das fases desenvolvidas na matriz vitrea, podem ser utilizados [29-35]. Um
interesse potencial nas aplicacbes biomédicas de vitroceramicas € a possibilidade das
propriedades mecanicas [23,29] e bioativas [28,36,37] do vidro base ser melhorada em funcéo
do teor percentual e a natureza das fases cristalinas desenvolvidas.

Kokubo et al [119] em 1982, relataram o desenvolvimento da vitroceramica Apatite-
Wollastonite (W/A), de alta resisténcia mecénica e com capacidade se ligar ao 0sso. Ela foi
patenteada, denominada Cerabone®, sendo utilizada comercialmente em enchimentos 6sseos,
na producdo de préteses e substituicdo de vértebras [33,120]. Na Tabela 5 sdo apresentadas as
composicdes, estudos in vitro e aplicacdes de algumas vitroceramicas comerciais.

As vitroceramicas comerciais apresentadas na Tabela 5, sdo exemplos de sistemas
vitreos silicatos, que mesmo apés o desenvolvimento de fases cristalinas por meio do processo

de cristalizacéo controlada, ainda s&o bioativas.
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Tabela 5 - Aplicac@es clinicas e estudos in vitro das vitroceramicas mais conhecidas e utilizadas
comercialmente. Fonte: Adaptacdo de Hoppe et al (2017), [120].

Nome comercial Estudos in vivo Aplicacdes Clinicas
Tratamento de hipersensibilidade
Biosilicate® Defeitos 6sseos em tibias de dentaria,
ratos. Substituicdo da cedia ossicular da orelha

média. Implantes orbitais.

Substituicdo da cadeia
ossicular da orelha média.
Bioverit® Implantes dentérios.
Proteses de substituicdo da

cadeia ossicular.

Restri¢Oes na estrutura 6ssea da regiao
cranio-mandibular. Cirurgia reconstrutiva
do assoalho orbital ¢sseo.

Ceravital® Tecido subcutéaneo, Cirurgia timpanoplastia
Implante de orelha média Proteses ossiculares.
Cerabone® Defeitos Gsseos de tamanho Implantes d_entarlos_ ¢ defeitos
oritico. periodontais.

Proteses e espacadores intervertebrais.

No Brasil, um grupo de pesquisadores do Laboratério de Materiais Vitreos na
Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar) coordenado pelo Prof. Dr. Edgar Dutra Zanotto
e com a colaboracdo do Prof. Dr. Larry Hench, desenvolveram uma vitroceramica bioativa,
utilizando um vidro base com composic¢do similar ao Bioglass® 45S5, que apresenta melhores
propriedades mecénicas e 0 mesmo mecanismo de bioatividade. O material desenvolvido, foi
patenteado e denominado de Biosilicato®, caracterizada por ser uma vitroceramica com
percentual de cristalinidade elevado e comportamento bioativo [12,108].

Outro problema relacionado a interacdo biomaterial-organismo sdo as infec¢cbes
bacterianas, elas tém sido uma das principais razfes de falhas em transplantes 6sseos [39,40].
A Ag além de atuar como agente nucleante, também apresenta propriedades antibacterianas.
Sendo uma das estratégias da Engenharia de Tecidos, o desenvolvimento de vitroceramica

dopadas com Ag que apresentem comportamento bioativo e antimicrobiano [121].
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2.4 A Prata (AQ) e a sua atividade antibacteriana

Acredita-se que o terceiro metal descoberto e manipulado pelo homem foi a prata (Ag),
antecedida pelo ouro e o cobre. Na forma metélica, ela foi utilizada na producdo de moedas,
joias, talheres e na conservacao de alimentos e 4gua. Seu nome deve-se ao brilho caracteristico
e 0 seu simbolo quimico Ag é por causa do seu nome em latim (Argentum, que significa
brilhante). Ela se encontra no bloco d da Tabela Periddica, seu nimero atdmico € 47, localizada
no grupo 11°, 5° periodo (4d'® 5sY), classificado como metal de transicdo e apresenta dois
isGtopos naturais e estaveis (Ag!?” e Agl%) [122,123]. No organismo humano, a prata ndo é um
metal trago encontrado naturalmente e ndo apresenta valor nutricional [124].

A Ag apresenta trés estados de oxidacio: Ag*, Ag?* e Ag®*, a prata metalica é denotada
como Ag®. Entre os estados de oxidagdo, os cations Ag* sdo altamente reativos e estaveis,
enquanto os outros dois também possuem alta reatividade, porém apresentam tempo de vida
curto. Ag® ndo apresenta atividade bacteriana, também ndo interage com os tecidos bioldgicos,
caso ndo seja ionizada. Quando presente em agua e/ou fluidos biol6gicos, os compostos de prata
sdo ionizados e liberam prata na forma iénica [124-126].

A atividade antibacteriana ou efeito oligodindmico dos ions Ag* foi relatado por
Herodot [127] no seculo XIX, e outros metais em sua forma iénica, como Cobre (Cu) e Zinco
(Zn) também apresentam atividade antibacteriana [44-47]. Ela pode ser explicada por meio da
ligacdo que esses ions estabelecem com anions e proteinas presentes nos receptores das
superficies celulares de bactérias e fungos. A Ag* atua como um acido de Lewis, estabelecendo
ligacdo com os grupos doadores de elétrons presentes em biomoléculas, contendo Enxofre (S),
Oxigénio (O) e Nitrogénio (N) [128].

Apesar de se reconhecer a atividade antimicrobiana da prata ionizada, ndo existe um
consenso, entre os cientistas, do mecanismo de como ocorre a morte das bactérias. Ao total,
quatro hipoteses foram desenvolvidas [129-131]. Para todas elas, a ligacdo da prata a
membrana celular com absorcao intracelular é o passo inicial, posteriormente, a concentracao
considerada letal é atingida, ocasionando a morte da célula bacteriana [126].

O primeiro mecanismo implica na inibicdo de enzimas mediante interacdo quimica com
0 ion de prata, havendo o bloqueio do sistema de elétrons das bactérias e a morte da célula
bacteriana [132-134].

O segundo mecanismo ocorre mediante interacdo e quebra da membrana celular. A

parede celular bacteriana, na sua superficie, € composta de cargas catidnicas e anibnicas. A
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prata ibnica se liga, mediante interagdo eletrostatica, a por¢do anibnica da parede celular. Isso
pode ocasionar a quebrar da membrana, inibir 0 movimento da célula e a passagem de
nutrientes, ocasionando a morte da bactéria [129].

O terceiro mecanismo estéa relacionado a ligacdo dos ions Ag* com a estrutura do DNA
da célula bacteriana (o material genético das bactérias ndo se encontra no nucleo, é disperso no
citoplasma). Os ions interagem com os pares de bases guanina-citosina e adenina-timina,
resultando na mutacdo do DNA, finalizando com a morte da célula bacteriana [129].

No ultimo mecanismo, a morte da célula bacteriana ocorre pelos radicais livres de prata.
Os ions de Ag® se ligam a inimeros aminoécidos da célula, formando um complexo
organometalico. Se a ligacdo entre a prata e o complexo for rompida, um radical livre de prata
sera formado dentro da célula. Elas podem se acumular dentro da célula, prejudicando a cadeia
de transporte de elétrons, inativando o material genético bacteriano, rompendo a parede celular
e causando a morte celular [135,136].

Atualmente a prata é muito utilizada na desinfeccdo, nos revestimentos, em ligas
dentarias, sprays para evitar maus odores causados pelo suor, cosméticos, vestuario, bandagens,
creme de sulfadiazina de prata e instrumentos médicos para prevenir infec¢des [137].

No caso dos biomateriais, durante o implante podem ocorrem infec¢bes hospitalares,
associadas as falhas do procedimento cirtrgico ou contaminacéo de microrganismos presentes
no ambiente hospitalar, gerando a necessidade de um novo procedimento cirargico, perda do
dispositivo implantado, amputacGes ou até mesmo morte dos pacientes, em caso mais grave.
Inimeras pesquisas ja relatadas estudam a atividade antibacteriana de vidros e vitroceramicos
bioativas, quando apresentam a prata em sua composicao [46,138,147-156,139-146]. Portanto,
a presenca de Ag em biomateriais, representa uma possibilidade de tratar infec¢fes bacterianas.
Tal fato pode aumentar o tempo de vida util do implante e sua eficdcia no processo de

recuperacdo tecidual [154-157].
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Anélises térmicas
Banijamali et al [113] estudaram a cristalizacdo controlada em vidros 19Ca0-9Al,03-

11,5TiO2-60,5P.0s5-XAg (X=0,1, 3 e 5% em massa), e investigaram o papel dos estados i6nicos
e metalico da prata. As amostras, em funcdo da concentracdo de prata, foram chamadas de
blank, B1, B3 e B5, respectivamente. A reducio dos jons Ag* para Ag® foi realizada mediante
tratamento téermico em 500 °C, em atmosfera de hidrogénio, por diferentes tempos.

Os testes realizados demostraram que os vidros com maiores concentragdes de Ag,
necessitavam de menos tempos para ser cristalizados. Portanto, os vidros B5, B3 e B1 foram
tratados termicamente por 1 h, 3 h e 5 h, respectivamente. Os termogramas de anélise térmica

diferencial das vitroceramicas preparadas por Banijamali e seus colegas sdo apresentados na

BS-1h 3738
864
1023

B3-3h

Figura 8.

blank-5h

Endotérmico€< AT = Exotérmico
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Temperatura, °C

Figura 8 - Andlises de DTA dos vidros tratados termicamente. Black-5h, B1-5h, B3-3h e B5-1h. Fonte:
Adaptacdo de Banijamali et al, (2012) [113].

Mediante os termogramas obtidos, 0s autores observaram uma redugédo nas temperaturas
de cristalizacdo e na intensidade dos picos das amostras cristalizadas e dopadas com prata,

guando comparadas ao vidro base cristalizado.
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Valle et al [158] estudaram a influéncia de 5% em mol do cloreto, nitrato e dxido de
prata na preparacdo de vitrocerdmicas em vidros Oxidos de metais pesados. Duas series de
amostras foram preparadas, uma tratada termicamente por 5 h, outra por 10 h, ambas em 480
°C. As temperaturas dos eventos térmicos obtidas por meio da calorimetria exploratoria

diferencial, das amostras relatadas, sdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 — Temperaturas caracteristicas obtidas para as amostras com diferentes compostos de prata e tratadas
termicamente. Fonte: Adaptacdo de Valle et al, (2013) [158].

Amostras base Tratadas (480 °C/5h) | Tratadas (480 °C/10h)

Compostos Tg TX Tx-Tg | Tg TX Tg-Tx Tg TX Tg-TX

Sem prata 459 579 120

Ag.0 463 - >137 | 437 | 579 141 438 580 142

AgO 447 >169 | 437 | 579 142 438 575 137

AgNOs3 442 554 113 433 | 533 90 442 532 90

AgClI 444 559 118 441 | 530 89 438 532 94

Os autores observaram, para as amostras néo tratadas que a incorporacéo de diferentes
compostos de prata, ocasiona um aumento no valor da Tg quando o Ag.0 é adicionado, e para
os vidros contendo AgCl e AgNOs, a estabilidade térmica aumenta. Para as amostras tratadas,
Tx e a estabilidade térmica de todas as amostras diminuem. Entretanto, o aumento do tempo de
tratamento térmico, para 10 h, ndo altera de forma significativa os valores de temperaturas das

amostras tratadas por 5 h.
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3.2 Cristalizacéo controlada em vidros

Kumar et al [45] desenvolveram vidros com composic¢do quimica 45,8Si0,-45,5CaO-
4B203-XAg20 (X= 0 e 10 % em mol), e as amostras foram denominadas Ag0 e Ag10. As
vitroceramicos foram preparadas mediante tratamento térmico em 400, 600 e 800 °C, durante
duas horas, e designadas como Ag0-400 °C, Ag0-600 °C, Ag10-400 °C, Ag10-600 °C e Agl0-
800 °C. Os difratogramas das amostras desenvolvidas no trabalho de Kumar e seus colegas sdo

apresentados na Figura 9.
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Figura 9 — Difratogramas das vitroceramicas Ag0-400 °C, Ag0-600 °C, Ag10-400 °C, Ag10-600 °C e Ag100-
800 °C/. Fonte: Adaptacdo de Kumar et al, (2019) [45].

Mediante os difratogramas, observaram que as amostras Ag0-400 °C, Ag0-600 °C e
Ag10-400 °C revelam um padréo de difracéo caracteristico de materiais amorfos. Nas amostras
Ag10-600 °C e Ag10-800 °C verificaram o surgimento de trés picos caracteristicos da prata
metalica, e um aumento na intensidade desses picos com o aumento da temperatura de

tratamento térmico.
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Taruta et al [159] pesquisaram a formacao de nanoparticulas de Ag em vitroceramicas

transparentes. A composi¢édo do vidro utilizado foi 70,4Li1,5Mg3AlSis,501325F2 -29,6MgF2 (%
em mol). Ag20O nas concentragfes de 0, 1,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 % em mol foram

adicionados ao vidro base. Para obtencdo das vitroceramicas, os vidros foram tratados em 600,
650, 700, 750, 800 e 850 °C, durante uma hora. Os padrdes de difracdo de raios-X da amostra

com 20% em mol de Ag>0 (Ag-20) e das vitroceramicas obtidos no estudo séo exibidos na

Figura 10. Analisando os difratogramas, eles detectaram prata metalica nas amostras com as

maiores temperaturas de tratamento térmico.
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Figura 10 - Padrdes XRD de (a) vidro par Ag-20 e amostra Ag-20 aquecidos a (b) 650 °C, (c) 700 °C, (d) 750
°C, (e) 800 °Ce (f) 850 °C por 1 h. Fonte: Adaptacdo de Taruta et al, (2017) [159].
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3.3 Densidade (p)

Aravindan et al [114] buscando entender como a incorporacdo da prata influencia a
alteracdo das propriedades estruturais e térmicas em vidro base, prepararam uma série de vidros
fosfatos de composicado quimica 45P,0s-(40-X)Ca0-15Na,0-XAg.0 (X=10, 3, 6, 8, 10 e 12,
% em mol) e estudaram as alteragdes em suas propriedades, mediante incorporacdo da prata,
antes e depois dos tratamentos térmicos. As densidades, dos vidros e das vitroceramicas, foram
determinadas utilizando o principio de Arquimedes, e os resultados séo apresentados na Figura
11.
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Figura 11 — Densidade dos vidros fosfatos dopados com Ag.O e das vitrocerdmicas preparadas via cristalizacdo
controlada. Fonte: Adaptagdo de Aravindan et al, (2012) [114].

Aravindan e seus colegas observaram que a densidade dos vidros aumentou, de forma
linear, de 2684 para 3201 kg/m°, para as amostras com 0 e 12 % em mol de Ag:0,
respectivamente. Resultados similares foram observados para as vitroceramicas, variacdo de
2733 (0 % em mol de Ag20) a 3124 kg/m3 (12 % em mol de Ag-0). Portanto, a densidade
aumentou com a adicdo de Ag20, nas amostras vitreas e vitroceramicas. Os autores mencionam
que durante o processo de cristalizagdo controlada, ocorre a precipitagéo de fases cristalinas, na
rede vitrea, que alteram a estrutura do vidro original. Essas fases cristalinas alteram a densidade
e 0 comportamento mecanico do vidro, isso ocorre devido a mudanca na composicéo do vidro

e a compactacao da estrutura vitrea.
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A densidade das amostras vitroceramicas preparadas por Mubina et al [160], utilizando
0 sistema 50Si0-26Na>0-20Ca0-4P»0s (% em mol ), tratadas por 24 horas em 100, 300, 500,
700 e 900 °C, foram determinadas pelo método de Arquimedes. Os autores observaram uma
variacdo na densidade em funcdo das temperaturas de tratamento térmico, representada na
Figura 12. O tratamento térmico resultou no aumento da densidade, no estudo isso foi associado
ao rearranjo de grdos na estrutura do material, aumento da difusdo atdmica e a formagéo de

cristais.
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Figura 12 - Valores de densidade em funcdo da temperatura de tratamento térmico. Fonte: Adaptacdo de
Mubina et al, (2019) [160].
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3.4 Tamanho de cristalito

Lefebvre et al [32] pesquisaram as transformacdes estruturais no Bioglass® mediante
tratamento térmicos no intervalo de temperaturas entre 650- 950 °C. O tamanho de cristalito da
fase principal, Na2CaSi>Os, em diferentes temperaturas foi estimada pela Equacgéo de Scherrer.
Os resultados encontrados no trabalho, exibidos na Tabela 7, revelam que o tamanho do cristal
varia de 18 a 41 nm entre 650 a 950 °C, respectivamente, mostrando que ocorreu um aumento

médio no tamanho dos cristais com 0 aumento da temperatura de tratamento térmico.

Tabela 7 — Tamanho do cristal em funcéo da temperatura de tratamento térmico. Fonte: Adaptacéo de Lefebvre

et al, (2007) [32].
Temperatura (°C) 650 750 800 850 950
Tamanho de cristalito (nm) 18 15 36 35 41

Kumar et al [45] também usaram a equacdo de Scherrer para calcularem o tamanho
médio do cristalito da prata metélica, desenvolvida durante tratamento térmico, em 600 °C/2h
e 800 °C/2h, no sistema vitreo 45,8Si0,-45,5Ca0-4B203-10Ag20 (% em mol). O tamanho do
cristalito variou de 28 nm a 39 nm para as amostras tratadas em 600 °C e 800 °C,
respectivamente. O aumento na intensidade do pico caracteristicos da prata metalica pode ser
associado, conforme os autores, ao aumento no tamanho de cristalito da prata metalica em
funcdo da das temperaturas de tratamento térmico.

Sharma et al [107] desenvolveram vitroceramicas usando um vidro de composi¢ao
quimica 25Si02-(50-X)Ca0-15P,05-8Fe>03-2Zn0-XAg (X =0, 2 e 4 % em mol) e analisaram
as propriedades estruturais, magnéticas e antibacteriana. O tratamento térmico foi realizado em
800 °C, durante seis horas. A Ag foi adicionada na forma de nitrato, e segundo os autores, ela
induziu a nucleacdo e o crescimento de cristais, tornando os picos de difracdo mais nitidos,
implicando em uma melhor cristalizacdo. Calcularam o tamanho de cristalito usando o pico
caracteristico do Oxido de ferro pela equacao de Scherrer, e foram estimados entre 30 e 35 nm,

para as amostras com 2 e 4 % em mol de Ag, respectivamente.
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3.5 Medidas do potencial de Hidrogénio (pH)

Baghbani et al [39] prepararam vitroceramicas bioativas do sistema vitreo SiO,-CaO-
Na20-P205-MgO (% em mol), com diferentes concentracdes de Zn (2 e 5%) e Ag (0 e 0,5%).
As amostras foram denominadas como Zns-Ado, Zn2-Ados, Zns-Agdos. A bioatividade in vitro
foi estudada utilizando a solucdo de SBF, e o pH foi monitorado durante 1, 7, 14 e 21 dias.
Segundo os autores, o pH aumentou em funcdo do tempo de imersdo, o que implica que ha
trocas idnicas entre as amostras e a solucdo de SBF.

Mubina et al [160] sintetizaram uma vitroceramica bioativa mesoporosa utilizando o
sistema 50Si02-26Na,0-20Ca0-4P,0s (% em mol), tratada 24 horas em diferentes
temperaturas: 100, 300, 500, 700 e 900 °C. Durante imersao em SBF para avaliacdo da

bioatividade in vitro, o pH foi medido pelos autores e sdo apresentados na Figura 13.
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Figura 13 - Varia¢des no pH na solucéo de SBF durante imersdo das vitroceramicas. Fonte: Adaptacdo de
Mubina et al, (2019)[160].

As alteracOes nos valores de pH em funcdo do tempo de imerséo, conforme Mubina e
seus colegas, exibem uma certa semelhanca e séo relacionadas a presenca das fases cristalinas
que surgem apos o tratamento térmico (NasCazSisO1s € NasCa(SiO3)(POs)). O aumento do pH
€ associado ao resultado das trocas i6nicas entre os protons presentes na solugdo de SBF e

cations presentes nas amostras (Na*, Ca?*, PO4% e Si*).
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3.6 Avaliacéo da bioatividade in vitro

A bioatividade in vitro das vitroceramicas desenvolvidas por Daguano et al [29],
mediante cristalizacdo controlada do vidro de composic¢éo quimica 2,75(3Ca0.P205)-30SiO,-
17,25MgO (% em massa) em 700, 775 e 975 °C por 4 h foi avaliada por imersdo em SBF
durante 14 dias. As amostras foram denominadas V700-4, V775-4 e V975-4. Os espectros de

FTIR das amostras obtidos ap6s imersao sdo apresentados na Figura 14.
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Figura 14 - Espectros de FTIR antes e depois da imerséo em SBF por até 14 dias das amostras V700-4, V775-4
e V975-4. Fonte: Adaptacéo de Daguano et al, (2012) [29].

Daguano e seus colegas, analisando os espectros, relatam que as bandas e picos séo
modificados em funcdo do tempo de imersdo, quando comparadas com as amostras antes da
imersdo (0 h), e a precipitacao de hidroxiapatita ocorre em tempos diferentes. Na amostra VV700-
4, inicialmente, ocorre a formacdo de uma camada de fosfato de célcio amorfa (Ca-P), e no 5°
dia a formagédo de HA tem inicio. Para a vitroceramica V775-4, o desenvolvimento de HA
ocorre no 1° dia. No 7° dia, os picos caracteristicos dos ions fosfatos e carbonatos ja sdo
identificados no espectro, os autores associam esse comportamento a fase Whitlockite. A
amostra V975-4 demostrou ser quimicamente mais resistente, pois somente no 14° dia de

imersdo durante o estudo que os autores identificaram bandas caracteristicas da HA.
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Pelwinski et al [28] desenvolveram uma vitroceramica usando como vidro base o
Bioglass®. Apds o tratamento térmico (1000 °C/1h), observou-se o desenvolvimento da fase
cristalina Na>Ca»Si3Og. A bioatividade in vitro foi realizada utilizando a solucdo de SBF, e 0s
difratogramas obtidos das amostras (vidro e vitroceramica) depois da imersdo e sdo

apresentados na Figura 15.
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Figura 15 - Padrdes de difracdo de raios-X do material cristalizado (curva preta) e da Bioglass amorfo (curva
cinza), depois da imersdo em SBF por 14 dias. Fonte: Adaptacdo de Pelwinski et al, (2013) [28].

Apobs 14 dias de imersdo, os autores detectaram que o desenvolvimento de fases
cristalinas durante o tratamento térmico ndo tem efeito inibidor na formacédo de HA, pois picos
caracteristicos da HA sdo verificados em ambos os difratogramas, e em maior intensidade e
quantidade na amostra cristalizada. Portanto, a cristalizacdo melhorou o desenvolvimento de

HA na amostra cristalizada.
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3.7 Atividade antibacteriana de vitroceramicas bioativas

Mariappan e Ranga [40] estudaram a influéncia de nanoparticulas de prata na atividade
antibacteriana de vitroceramicas, utilizando como vidro base um vidro de composicao, 50SiO»-
40Ca0-(10-X)P205-XAg20 (X=0, 2, 4 e 6% em mol), nomeadas como Ag0, Ag2, Ag4 e Agb6.
As amostras foram tratadas termicamente em 600 °C/3 h. O teste antibacteriano foi realizado
pelo ensaio de difusdo em agar modificado por 24 h, contra as bactérias Escherichia coli (E.
coli) e Staphylococcus aureus (S. aureus), e os resultados obtidos séo apresentados na Figura
16.

Ag0—E. coli Ag0—S. aureus

Ag6—S. aureus

Figura 16 - Resultados dos testes da zona de inibi¢do das vitroceramicas contra as bactérias
E. coli e S. aureus, apds 24 horas. Fonte: Adaptacdo de Mariappan e Ranga, (2017) [40].
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Os autores observaram que a mostra sem prata (Ag0) ndo apresenta propriedades
antibacteriana. Por sua vez, as amostras Ag2, Ag4 e Ag6, revelam efeitos antibacterianos. A
zona de inibicdo bacteriana ou halo bacteriano, apresentam comportamento semelhante em
fungéo da adicdo de Ag-0. Contra a E.coli, ele aumenta de 9,3 + 0,2 mm (Ag2) para 21,0 £ 0,2
mm (Ag4) e diminui para 19,3 + 0,2 mm (Ag6), e contra a S. aureus ele também aumenta de
16,0 £ 0,2 mm (Ag2) para 20,0 + 0,2 mm (Ag4) e diminui para 19,0 + 0,2 mm (Ag6).

O comportamento antibacteriano das vitroceramicas, desenvolvidas por Kumar et al
[45], mediante tratamento térmico em 400 °C/2h e 600 °C/2h, de vidros com composicao
45,8Si0,-45,5Ca0-4B>03-10Ag20 (% em mol), foi investigado contra quatro bactérias (E.coli
, S. aureus, P.Monas e C.albicans). Eles comprovam a atividade antibacteriana das amostras
estudadas por meio teste antibacteriano em meio de agar. Os resultados obtidos sdo

apresentados na Figura 17.
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Figura 17 — Zona de inibicdo das amostras tratadas em diferentes temperaturas contra
E.coli, S. aureus, P.Monas e C.albicans. Fonte: Adaptacdo de Kumar et al, (2019) [45].

Conforme os autores defendem [40,45], os ions de prata, quando liberados no agar
durante o teste, entram em contato com celulas bacterianas podem interromper sua atividade

intracelular, desativando proteinas e inibindo a replicacdo do material genético, por exemplo.
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os procedimentos adotados para a preparacao das
amostras e as técnicas de caracterizacdes utilizadas. A Figura 18 apresenta um fluxograma
resumindo os procedimentos metodolégicos adotados nessa pesquisa. Apds preparadas, as
amostras foram caracterizadas usando medidas de andlises térmicas, estruturais e testes
bioldgicos. As caracterizacdes foram divididas em trés momentos, antes e depois da imersao

em SBF, e o teste de atividade antibacteriana.

Preparacao do vidro Preparacio das vitrocerimicas Caracterizacdes
O Meétodo de fusdo/resfriamento; Amostras vitreas foram tratadas - Térmica, Estrutural e
O Determinagéo da Tg; termicamente em temperatura Biologica.
O Testes iniciais. constante, variando tempo de
tratamento. l
2° momento — apos imersao em SBF 1° momento — antes da imersio em SBF
Bioatividade in vifro « Térmica e estrutural
O Imersfo em Simulated Body Fluid (SBF); O Anadlise térmica diferencial
O Medir pH; O Difracdo de raios-X (DRX);
W DRX e FTIR: avaliar formacfio de Hidroxiapatita. O Identificacdo das fases cristalinas;
O Percentual de cristalinidade (%0IC);
‘ O Tamanho de cristalito;
W Espectroscopia de infravermelho por
o i q o transformada de Fourier (FTIR);
3° momento - atividade antibacteriana O Densidade (p) e volume molar (v,):

O Método de difusdo em disco de agar contra a
E.coli ATCC 305

Figura 18 — Fluxograma das atividades desenvolvidas.

4.1 Preparacéo das amostras (vidro e vitroceramicas)

Amostras do sistema vitreo, com composi¢do quimica 59,5B>03-2P.05-9,5CaO-
19,5Na,0-9CaF»-0,5Ag20 (% em mol), foram preparadas utilizando o método de
fusdo/resfriamento, no Laboratério de Espectroscopia Optica e Fototérmica (LEOF), na
Unidade de Preparagdo e Caracterizagdo de Materiais da Universidade Federal do Maranh&o
(UFMA) — campus Imperatriz. Os reagentes utilizados foram: Trioxido de Boro (B203),
Pentoxido de Fdsforo (P20s), Carbonato de Calcio (CaCOs3), Carbonato de Sédio (Na2CO3),
Fluoreto de Calcio (CaF2) e Nitrato de Prata (AgNQOs3), ambos 0s reagentes da marca Sigma

Aldrich com grau de pureza 98-99,99 %.
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Inicialmente, pesou-se a massa de CaCOz em uma balanca analitica (modelo AUW220D
da SHIMADZU, com preciséo + 0,01 mg) que foi levada ao forno em atmosfera a ar (modelo
LF0061401 da JUNG) dentro de um cadinho de platina até 900 °C para o processo de
calcinagdo, ou seja, reducio do CaCOs para o Oxido de Calcio (Ca0), liberando o Didxido de
Carbono (CO»), conforme representado pela Equacgéo 1. Finalizando o processo de calcinagéo,
todos os outros reagentes foram pesados e homogeneizados em um almofariz de &gata,
transferiu-se a massa total para o cadinho de platina que foi levado ao forno em atmosfera a ar.
Para 0 Na2COs e AgNOs, as reducdes de carbonato e nitrato em oxidos, respectivamente,
ocorrem antes da fusdo. As Equacles 2 e 3, representam essas reducdes. Os célculos para

determinacédo das massas previamente pesadas levaram em consideragéo essas reagoes.

CaCOs3(s) = CaO(s) + CO2(qg) 1
Naz2COs(s) > NaO(s) + COx(g) 2
AgNOs(s) > Agz0(s) + COx(g) 3

A rampa utilizada na preparagdo das amostras € representada na Figura 20. Uma taxa de
aquecimento de 10 °C/min foi usada para atingir a temperatura de fusdo (1100 °C). O processo
de aquecimento até a temperatura de fusdo demorou 180 minutos. A amostra permaneceu 90
minutos na temperatura de fusdo. O liquido fundido foi agitado com o intuito de
homogeneizacdo e a eliminagdo de possiveis bolhas ainda presentes. Terminando o intervalo
de fusdo da rampa, a temperatura foi elevada até 1200 °C para garantir a homogeneidade total
da amostra. Posteriormente, a amostra foi vertida em um molde de a¢o inoxidavel no formato
cilindrico, pré-aquecido em 420 °C. Retirou-se 0 molde, e o vidro permaneceu no forno para
tratamento térmico em 450 °C durante 240 minutos, com o objetivo de aliviar as tensées no
material devido ao chogue térmico. A amostra so foi retirada do forno apds o seu resfriamento
até a temperatura ambiente.

As amostras vitreas foram cortadas em uma cortadeira na espessura de 1,2 mm e
ranhuras foram realizadas em sua superficie usando uma lixa 600 grios de arreia/cm? em uma
politriz (modelo POLIPANU da Grinder Polisher). A temperatura de transicdo vitrea para o
vidro preparado foi determinada por DTA, Tg = 512 °C (x5 °C), e testes foram realizados
inicialmente para determinacdo dos parametros do processo de cristalizacdo controlada que

seriam adotados.
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Determinou-se que o tratamento térmico no vidro seria isotérmico, na temperatura de
530 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C/min, em forno de atmosfera a ar (modelo W-one da
EDG equipamento) variando em funcéo do tempo de tratamento térmico: 0 (vidro), 4, 8, 12, 24
e 36 horas. Portanto, as amostras foram tratadas em uma temperatura acima da Tg, com o intuito
de obter diferentes percentuais de cristalizacdo. A Figura 20 representa a rampa de tratamento
térmico utilizada no processo de cristalizagéo controlada.
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5 600 5 Tratatamento térmico
="
g 400
7}
= 200
Tempo (min)
Figura 19 - Rampa utilizada na preparagdo da amostra vitrea.
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Figura 20 - Rampa utilizada na preparagdo da amostra vitrea.

As amostras depois do tratamento térmico foram denominadas em fungdo do tempo de

tratamento, conforme a Tabela 8. Essa codificagéo foi utilizada para as caracteriza¢des ao longo
do trabalho.

Tabela 8 — Codificacdo das amostras.

Tempo de tratamento térmico (horas) 0 4 8 12 24 36
Codificacao Oh(vidro) | 4h 8h | 12h [ 24h | 36h
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4.2 Técnicas de Caracterizagéo

4.2.1 Andlise térmica diferencial (DTA)

A andlise de DTA registra a diferenca de temperatura entre uma amostra (Ta) e de um
material utilizado como referéncia (Tr). Qualquer alteracdo nesta diferenca de temperatura é
associada ao comportamento térmico da amostra em funcéo da temperatura [161].

Para um processo em que ocorre absor¢do de calor, denominado processo endotérmico,
sera verificada uma menor temperatura em relacdo ao material de referéncia. A energia
absorvida serd consumida no trabalho das transformacdes fisicas que ocorrem na estrutura do
material durante a analise. Caso contrario, no processo em que o calor é liberado, denominado
evento exotérmico, a amostra em analise apresentard uma maior temperatura, quando
comparada a amostra referéncia [161]. Os resultados obtidos sao expressos em termogramas.

Os termogramas levam em consideracdo a diferenca entre as temperaturas, por meio
deles é possivel identificar a temperatura de transicdo vitrea (Tg), temperatura de cristalizacao
(Tx) e a temperatura de pico de cristalizacdo (Tp). Durante o fenémeno de Tg, caracteristicas
dos materiais amorfos, as ligacGes entre os atomos se tornam mais fracas. Na Tx, ocorre 0
aumento da viscosidade na rede vitrea, possibilitando a difusdo atbmica e a separacao de fases
[161].

Para essa medida, o equipamento utilizado foi um DTA-TG simultaneo (modelo DTG-
60 da Shimadzu). Uma massa de 20 mg das amostras (0 h, 12 h, 24 h, 36 h) foram pulverizadas
e transferidas para um cadinho de platina, aquecidas entre 27 e 900 °C, com taxa de
aquecimento de 10 °C/min, em atmosfera de gas nitrogénio, com fluxo de 50 ml/min. As
medidas foram realizadas no Laboratério da Andlises Térmicas (LAT), UFMA — campus

Imperatriz.
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4.2.2 Difracéo de raios-X (DRX)

A difracdo de raios-X é uma técnica essencial para caracterizacdo estrutural de
materiais. Ela resulta da interacdo do feixe de raios-X com os elétrons dos &tomos presentes na
composi¢do da amostra. Quando expostos ao feixe de radiacdo eletromagnética, os elétrons sdo
excitados e passam a vibrar na mesma frequéncia do feixe, emitindo radiacdo em todas as
direcdes, caracterizando o fendmeno de difracdo [1,162].

Considerando a estrutura de um material e avaliando dois planos atbmicos que sao
paralelos, representados na Figura 21, como A-A’ ¢ B-B’, onde d ¢ a distancia interplanar entre
esses planos, A € o comprimento de onda da radiacdo utilizada no feixe que incide sobre esses
planos é um certo angulo, denominado angulo de incidéncia (0) [51]. Pela representacéo, se 0s
raios incidentes 1 e 2 sdo dispersos pelos atomos Q e P, e se a diferenca entre o comprimento
das trajetdrias 1-P-1" ¢ 2-Q-2’ for igual a um ntimero inteiro (n) de comprimento de onda, ocorre

uma interferéncia construtiva, satisfazendo a Lei de Bragg, representada na Equacéo 4.

Feixe N\ ' Feixe
incidente ' 376 \ difratado

Q

Figura 21 — Representacdo do fendmeno de difragéo de raio-X. Fonte: Adaptacdo de Callister [51].

nA = 2dy; sen 0 4
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Os vidros sdo materiais amorfos, isso significa que ndo apresentam ordenamento
estrutural de longo alcance, gerando difratogramas que apresentam banda largas com valores
de angulos baixos [14,82]. Por sua vez, nos materiais cristalinos, como a HA, existe uma
repeticdo regular e tridimensional da organizacdo espacial do reticulo cristalino. Logo, os
difratogramas desses materiais possuem picos de difracdo estreitos e intensos [163]. Materiais
vitroceramicos, apresentam em seu difratograma picos caracteristicos de uma ou mais fases
cristalinas, e bandas largas caracteristicas de fase amorfa residual [111].

Na Figura 22 é possivel observar o padrdo de DRX de um vidro borato (preparado e
pesquisado pelo grupo de pesquisadores em materiais vitreos e ceramicos da UFMA- campus
Imperatriz), da HA (sintetizada da calcinacdo da espinha de peixe pelos pesquisadores da
Universidade Estadual de Maringa (UEM)) e de uma amostra vitroceramica preparada durante

0s testes iniciais dessa pesquisa.

Vitrocerimica
fojvion forilalniipein]

Hidroxiapatita

(VW O LT

— Vidro borato

0 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
20 (graus)

Figura 22 - Padréo de DRX caracteristico de um vidro borato, hidroxiapatita e vitroceramica.

Intensidade (u.a.)

Inicialmente, a técnica de DXR foi utilizada para comprovar o caracter amorfo do vidro
preparado, posteriormente para detectar as fases cristalinas nos materiais vitroceramicos (na
forma de bulk), e por fim para confirmar o surgimento de hidroxiapatita na superficie das
amostras depois da imersdo em SBF (na forma de pd). A caracterizacdo foi realizada no
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Laboratorio de Difracéo de Raios-X da UFMA — campus Imperatriz, utilizando um difratbmetro
(modelo Empyrian da marca Panalytical) com varredura angular no intervalo de 10° até 60°
(28), com passo de 0,02° com tempo de contagem de 2 segundos/passo, com radiacdo emitida
pelo alvo de cobre, Acu = 1,5406 A.

4.2.3 ldentificacdo das fases cristalinas, porcentagem de cristalinidade (% 1C) e o tamanho de

cristalito

Para identificar as fases cristalinas presentes nas amostras tratadas termicamente e
depois do teste de bioatividade in vitro, os difratogramas obtidos foram comparados (observou-
se a localizacdo e intensidade dos picos) com as fichas catalogadas presentes no banco de dados
Inorganic Crystal Structure Database (ICSD).

O percentual de fases cristalinas ou porcentagem de cristalinidade (% 1C) das amostras
cristalizadas foi calculado pelo método de Krimm e Tobolsby [164]. A relacdo entre a area
cristalina, presente nos difratogramas das amostras vitroceramicas e area total é expressa na

Equacéo 5.

Ac
IC = =+ 100 5

O procedimento é exemplificado na Figura 23. Inicialmente, foi realizada uma linha de
base (linha vermelha) no difratograma da amostra vitroceramica, delimitando a area total
difratada (At), que corresponde a soma das areas cristalinas (Ac) e amorfas (Aa). Buscando
determinar apenas a area cristalina do difratograma, calculou-se a area entre a linha de base e a
linha em azul, para quantificar o percentual de area amorfa. Posteriormente realizou-se uma
subtracdo entre as areas para encontrar o percentual de Ac. Os valores At e Ac encontrados
foram aplicados na equacéo 5 e 0 %IC foi calculado.
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Figura 23 - Representacdo do método usado para calcular %IC.

Por meio dos difratogramas, tambeém foi possivel calcular os tamanhos de cristalito nas

amostras tratadas termicamente, utilizando a Equacéo de Scherrer, Equacéo 6.

D KA
~ Bcosb

na qual, D corresponde ao diametro médio das particulas, o valor de k é uma constante que
varia em funcdo do formato das particulas (para particulas no formato esférico o valor dessa
constante € 0,9), A € o comprimento de onda da radiagdo eletromagnética (radiacao emitida pelo
cobre, Acy = 1,5406 A), 0 é 0 angulo de difracdo e B é a largura na metade da altura do pico de
difracdo. Para esse calculo, foi levado em consideracdo a largura a meia altura dos picos mais
intensos caracteristicos das fases Ag® e Casz(POa4). nos difratogramas, o ajuste do pico de

difracdo foi realizado no software Origin 2016 utilizando a fun¢do Pseudo-Voigt.
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4.2.4 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Atécnicade FTIR € baseada na vibragdo dos &tomos da amostra na presenca da radiacao
infravermelha (1V), sendo parte dela absorvida e outra parte transmitida. Para que essa absor¢édo
ocorra, € necessario a existéncia de um momento dipolo elétrico nas moléculas, gerando um
espectro de absorcdo que torna possivel a identificacdo por meios das vibrac6es moleculares
caracteristicas localizadas em bandas e/ou picos especificos. Os espectros funcionam como uma
“impressao digital” das moléculas, cada uma apresentando seu espectro caracteristico
[165,166].

A técnica de FTIR foi utilizada, inicialmente nas amostras cristalizadas, com o intuito
também de compreender como a cristalizacdo controlada altera estrutura da rede vitrea, e
posteriormente para avaliar o desenvolvimento de hidroxiapatita nas amostras apds imersdo em
fluido corporal simulado, refor¢cando assim os resultados obtidos por meio do DRX.

As amostras foram pesadas e pulverizados com o Brometo de Potéssio (KBr) em um
almofariz de agata, pressionadas em pastilhador com carga de 7 toneladas durante 30 s. As
pastilhas preparadas pesavam 200 mg, com 1% de massa da amostra. As medidas foram
realizadas utilizando um espectrémetro (Bruker modelo Vertex 70V). O modo de analise foi o
de absorcéo, no intervalo de 400 até 4000 cm™, com 16 varreduras com a resolugéo de 4 cm™.
Essa medida foi realizada no LEOF.

4.2.5 Densidade (p) e o volume molar (v,,)

A p dos materiais € uma das propriedades fisicas simples de ser determinada e é utilizada
com o intuito de compreender a estrutura do material. Ela representa uma relacdo entre a
guantidade de massa do material em uma unidade do volume que ele ocupa, podendo ser
determinada em quilograma por metro ctbico (Kg/m?®) ou grama por centimetro clbico (g/cm?®)
[57]. O principio de Arquimedes, por meio da Equagéo 7, foi utilizado para calcular a p das
amostras:

*
Pvidro = Pagua

Mar — Migua
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na qual, m,, = massa da amostraem ar e myg,,, = Massa da amostra imersa em um liquido de

densidade e temperatura conhecidas. O liquido usado nesse experimento foi a agua destilada,
Pagua = 0,99707 g/cm®a 25 °C.

A densidade de materiais vitreos e vitroceramicas esta relacionada a sua composi¢do
quimica, alteracbes estruturais em funcdo da presenca de dopantes, tratamento térmicos
controlados e 0 surgimento de estruturas cristalinas, alterando sua densidade [167]. Outra
grandeza que possui relacdo com a estrutura desses materiais é 0 v,,, ele esta relacionado a
distribuicdo dos ions no volume desses materiais, podendo indicar homogeneidade ou
alteracdes estruturais [168-170]. A unidade do volume molar é grama por centimetro cubico
(g/cm?3).

A determinacéo do v, foi realizada por meio da Equacéo 8. Na qual, M corresponde a

massa molecular das amostras e p a densidade, encontrada por meio da equagao anterior.

M
=
Inicialmente pesou-se as amostras em ar e depois elas foram pesadas imersas em um
béquer contendo 100 mL de agua destilada, as medidas foram realizadas em triplicata, no
LEOF. Para essa medida, o bulk da amostra base (0 h (vidro)) e das amostras tratadas por 12 h,
24 h e 36 h foram utilizados.

4.2.6 Bioatividade in vitro

A habilidade de estabelecer interacdo com o tecido ésseo foi avaliada em funcdo da
precipitacdo de HA na superficie das amostras quando imersas em meio corporal simulado, o
que afirma sua bioatividade [89,171,172]. Os ensaios foram realizados em uma solucgéo acelular
que simula as concentracdes idnicas e pH do plasma sanguineo humano, denominada Simulated
Body Fluid (SBF). Ela foi preparada seguido os critérios propostos por Kokubo e Takadama
[90].

Para o preparo da solugdo os materiais utilizados foram previamente lavados e secos, 0
uso de recipientes de vidro foi evitado. Agua deionizada foi aquecida a 36,5 °C em um banho-
maria (modelo PG1800 da Gehaka) e de forma simultanea, conforme a sequéncia da Tabela 9,

0s reagentes foram adicionados e dissolvidos para preparar 1 L de SBF.
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Tabela 9 — Ordem, reagente, quantidade, fornecedor e pureza dos reagentes utilizados para preparar SBF.

Ordem Reagente Quantidade | Fornecedor Pureza (%)
1° NaCl 8,035 ¢ Sigma Aldrich 99,5
2° NaHCO3 0,355¢ Sigma Aldrich 99,5
3° KCI 0,255 g Sigma Aldrich 99,5
4° K2HPO4. 3H20 0,231¢ Sigma Aldrich 99,0
5° MgCl,. 6H.0 0,311¢ Sigma Aldrich 98,0
6° HCI (1 M) 39 mL Vertex -
7° CaCl, 0,292 g Sigma Aldrich 95,0
8° Na2SO4 0,072 ¢g Sigma Aldrich 99,0
9° ((HOCH2)3CNHz2) (Tris) 6,118 g Sigma Aldrich 99,0
10° HCI (1 M) 0-5mL Vertex -

Depois de preparada, a solucdo com o pH aproximadamente de 7,4 foi transferida para
um tubo de polipropileno e guardada na geladeira, esperou-se dois dias para verificar se haveria
ou ndo precipitacdo. Caso houvesse, a solucdo seria descartada. Esperado esse tempo, as
amostras ja fatiadas, polidas, o vidro base e as tratadas termicamente foram suspensas em um
suporte de polipropileno e imersas em tubos de falcon, contendo o SBF. A relagdo entre a area

da amostra e o volume da solugéo de SBF foi calculada pela Equagéo 9 [90]:

Va

Vs = 10

na qual, vs = volume de que serd utilizado (mL) e va = area aparente da superficie da amostra
(mm?). Os testes ocorreram no banho-maria, a temperatura de 36,5 °C, no periodo de 7, 14, 21
e 28 dias, na qual, o valor do pH foi verificado diariamente. Apds imersdo, as amostras foram
secas e guardadas a vacuo no dessecador. Medidas de DRX e FTIR foram realizadas para

detectar se houve a deposicdo de HA na superficie das amostras durante periodo de imerséo.

4.2.7 Medidas de pH

A habilidade dos biomateriais em formar uma camada de HA em suas superficies,
guando imersos em fluidos corporais (reais ou simulados) estd relacionada com a
supersaturacdo da solucdo. O comportamento dos materiais bioativos quando imersos em SBF
ocorre por meio de duas etapas: dissolucdo e precipitacdo regressiva. No primeiro momento
ocorre uma rapida liberacdo de ions das amostras imersas, alterando, as concentragdes inicas

e o potencial de hidrogénio (pH) da solucdo. Essa alteracdo promove uma precipitagdo da
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camada de apatita bioldgica na superficie do material. Alta taxa de degradacdo/dissolucao
ocasiona maiores valores de pH, o que também favorece a formagdo da HA [167,173].

O pH é medido com o intuito de analisar a concentracdo idnica de ions Hidrdnio (H3zO")
e Hidroxila (OH") em solucBes aquosas. Durante o periodo de imersdo em SBF, dos materiais
vitreos e vitroceramicos, a deposicdo da camada de apatita nas superficies dos materiais
investigados possui relagédo direta com as trocas i6nicas entre 0 meio e o material, ocasionando
alteracdes no valor do pH da solucdo [78,85,88,89].

Para obtencao dos valores de pH, utilizou-se um pHmetro de bancada (modelo PG1800
da Gehaka), com preciséo de pH=0,01. A calibracdo do equipamento foi realizada diariamente
utilizando solugdes tampdes. A preparacdo da solucdo de SBF, imerséo e as medidas de pH
foram realizadas na Central Analitica da UFMA — campus Imperatriz. Apds a plotagem, o
gréfico de pH foi fitado no software Origin 2016 de forma exponencial utilizando a funcéo
ExpGrol.

4.2.8 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana das vitroceramicas preparadas via tratamento térmico em
vidros boratos contendo 0,5% em mol de Ag20O foi avaliada contra a E.coli ATCC 6305 pelo
método de difusdo em disco de agar [174]. Utilizou-se o caldo nutritivo Brain Heart Infusion
(BHI) da marca Kasvi como meio de cultura para as bactérias. Inicialmente, o caldo foi diluido
para a preparacao do agar. Os materiais utilizados no teste e as amostras foram esterilizadas por
radiacdo UV e o indculo bacteriano foi preparado. Posteriormente as bactérias foram suspensas
no agar.

As amostras 0 h (vidro), 12 h e 36 h foram usadas no teste. Como controle negativo
utilizou-se uma amostra sem prata em sua composicao, denominada 0 Ag, e como controle
positivo o farmaco Cloranfenicol (CLO). O meio de cultura com as amostras foi incubado em
estufa por 24 h na temperatura de 37£1°C, e examinados quanto formacéo de zonas de inibicéo
contra a espécie microbiana avaliada, ao final do procedimento os halos verificados foram

medidos. Sendo o teste realizado em duplicata, a média do tamanho dos halos foi calculada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Amostras preparadas

A amostra vitrea (preparada pelo método de fusdo/resfriamento) e as amostras
vitroceramicas (preparadas por cristalizacdo controlada via tratamento térmico em 530 °C
variando em funcdo do tempo) séo apresentadas na Figura 24. Quando comparadas ao vidro
base, inicialmente transparente e incolor, as amostras cristalizadas se tornaram opacas e

amareladas.

Figura 24 — Fotografia da amostra base (vidro) e das amostras cristalizadas (vitroceramicas).

5.2 Caracterizacao das amostras antes da imersdo em SBF

5.2.1 Andlise térmica diferencial (DTA)

A temperatura de transicdo vitrea (Tg), temperatura de cristalizacdo (Tx) e estabilidade
térmica (Tx-Tg) das amostras 0 h (vidro), 12 h, 24 h e 36 h, obtidos por meio da andlise de
DTA, sdo mostradas na Figura 25 e na Tabela 10.

Mediante o0 aumento do tempo de tratamento térmico, os valores de Tg ndo apresentam
variagoes significativas, esse comportamento pode ser associado ao percentual de vidro residual
nas amostras. A Tg é uma caracteristica de relaxamento estrutural que ocorrem na rede vitrea,
portanto, as ligagdes e as energias das ligacdes quimicas do vidro residual presente nas amostras
cristalizadas ndo sdo alteradas, sendo necessaria a mesma quantidade de energia (calor) para
quebra dessas ligacOes [26,121,167,175].

O valor de Tx e de estabilidade térmica das amostras diminuem com o aumento do
tempo de tratamento. A diminuicdo de Tx, de 602 °C na amostra 0 h (vidro base) para 586 °C
na amostra 36 h, pode ser relacionada ao aumento na quebra das ligacdes da rede vitrea,
aumentando o nimero de oxigénios ndo ligados, resultando em uma menor conectividade da
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rede, diminuindo as temperaturas de cristalizacdo [113,176]. O pardmetro de estabilidade
térmica mediante o processo de cristalizagdo, diminui de 90°C na amostra 0 h (vidro), para 66

°C na amostra 36 h.
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Figura 25 - Tg, Tx e estabilidade térmica (Tx-Tg) das amostras O h (vidro), 12 h, 24 he 36 h.

Tabela 10 — Dados de Tg, Tx e Tx-Tg para as amostras 0 h (vidro), 12 h, 24 h e 36 h obtidos por DTA.

Amostra Tg °C (£5) Tx°C (£ 5) (Tg-Tx) °C (= 10)
0 h (vidro) 512 602 90

12 h 515 585 70

24 h 507 567 60

36 h 512 578 66

Como as amostras ndo apresentavam variagdo na composicéo, ndo havendo alteragédo na
rede em funcdo de substituicdo idnica, isso indica que as alteragdes observadas nos valores de
Tx e na estabilidade térmica sdo decorrentes apenas do tempo de tratamento térmico. Resultados

similares foram encontrados por Valle et al [158] quando estudaram a influéncia dos
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precursores de prata (AgCl, AgNOs, AgO e Ag20) no desenvolvimento de nanoparticulas de
prata metélica, mediante tratamento térmico em funcéo do tempo, em vidros WO3-SbPO4-PbO.

5.2.2 Difragdo de raios-X, percentual de cristalinidade (%IC) e o tamanho de cristalito

A Figura 26 apresenta os difratogramas de difracdo de raios-X das amostras com
diferentes tempos de tratamento térmico. Observando a figura é possivel concluir que, durante
0 tratamento térmico controlado, ocorreu o desenvolvimento de estruturas cristalinas na rede
vitrea, detectadas pelo surgimento de picos estreitos e intensos nos difratogramas, quando
comparados com o difratograma da amostra vitrea, que confirma o caracter amorfo das amostras
antes do tratamento térmico. O perfil das fases cristalinas desenvolvidas possuem relacdo com
a composicdo quimica do vidro, pardmetros do tratamento térmico adotados, presenca e
quantidade do agente nucleante [34,177].

Durante a fus&o do vidro, ocorre a dissociacdo do Oxido de Prata (Ag20), representada
pela Equacéo 10:

+ 2-
Ag.0 2> 2Ag"+ 0O 10

Quando dissolvidos, ions de Ag", participam da estrutura do vidro e durante o
tratamento térmico atuam como agentes modificadores de rede, enfraquecendo as ligacdes
estruturais, criando pontos de descontinuidade reticular, ocasionando um aumento na
viscosidade dos vidros e facilitando o processo de cristalizagédo [113,178].

O difratograma da amostra 0 h (vidro) apresenta duas bandas largas em 29° e 47° = 20,
revelando seu caracter amorfo. Essas bandas em vidros sdo relacionadas aos vidros boratos
[179,180]. Quando comparadas as posicOes e intensidades dos picos dos difratogramas com as
fichas catalogadas no banco de dados ICSD, identificou-se que as fases cristalinas presentes
nas amostras 4 h, 8 h, 12 h, 24 h e 36 h foram: Prata metalica (Ag®— arquivo ICSD n° 64997),
Fosfato de Célcio (Ca3(POa)2—arquivo ICSD n° 089320), Borato de Sédio (Na2BgO13— arquivo
ICSD n° 14355) e Borato de Sédio e Célcio (CaNasBsOg— arquivo ICSD n° 61165).
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Figura 26 - Difratogramas de raios-X das amostras preparadas: 0 h (vidro), 4h, 8 h,
12 h, 24 h e 36 h de tempo de tratamento térmico.

Os picos caracteristicos das fases cristalinas desenvolvidas na matriz vitrea se
desenvolveram sobre os halos, e que mesmo para as amostras tratadas termicamente, ainda é
possivel avaliar a presenca dos halos, em menor intensidade. Esse comportamento dos
difratogramas pode ser associado ao percentual de fase amorfa, caracterizando o material como
vitroceramico. Durante o tratamento térmico, ions de Ag™ podem ser reduzidos a sua forma

metalica (Ag®) [159], conforme a Equagéo 11.

Ag'+e > Ag° 11
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Durante o tratamento térmico ocorre 0 aumento no numero de elétrons que circundam
os ions de Ag", possibilitando sua reducdo e a formacgdo da prata metalica. Nos difratogramas
de todas as amostras cristalizadas, observa-se um aumento na intensidade dos picos localizados
em 38,26° e 44,73° (20) que sdo associados a Ag®, confirmando a reducéo da prata idnica para
prata metalica. Portanto, ocorre um aumento na intensidade desses picos em funcao do tempo
de tratamento térmico. Uma parte dos ions Ag* sdo reduzidos a sua forma metalica, havendo
prata idnica na fase residual de vidro.

A cor amarelada das vitroceramicas desenvolvidas, conforme analisadas na Figura 24,
pode estar relacionada ao efeito de ressonancia plasménica de superficie da Ag®, resultando da
interacdo entre o campo elétrico recebido e os elétrons livres da reducdo dos ions de Ag* [159].
A prata metalica, em vidros fosfatos, promoveu a cristalizacdo e diminui as temperaturas de
cristalizacdo [113], concordando com os resultados de DTA.

Analisando a composi¢do quimica do vidro e a formagdo das fases cristalinas
desenvolvidas durante o processo de cristalizagcdo controlada, podem ocorrer por meio das
reacOes descritas nas equacdes abaixo (12, 13 e 14) [107,181,182]:

2Ca0 + 3Na20 + 5B203 = 2CaNasBsO010

12
3Ca0 + P20s > Caz(POa): 13
Na20 + 4B,03 - Na:BgO13 14

Portanto, é possivel afirmar que o Ag-0, presente na quantidade em 0,5 % em mol na
composicao do vidro borato utilizado nessa pesquisa, atuou como agente nucleante durante o
tratamento térmico, contribuindo para a cristalizacdo das amostras. O aumento no tempo de
tratamento térmico reduz o percentual de fase amorfa e aumenta o teor de fase cristalina. Nos
difratogramas, o aumento na cristalinidade das amostras, em funcdo do tempo de tratamento
térmico, € relacionado com o0 aumento na quantidade e intensidade dos picos caracteristicos das
fases cristalinas [26,29,34]. Essa interpretacdo, por meio dos difratogramas, € confirmada pelo
resultado do percentual de cristalinidade (%IC), calculado e exibido na Figura 27.

O %IC aumentou em funcéo do tempo de tratamento térmico, atingindo o percentual
maximo de 48%. Trabalhos ja relatados com o foco em vitroceramicas bioativas preparadas por
cristalizacdo controlada também relataram o aumento do percentual de cristalizacdo em fungéo

da temperatura ou do tempo de tratamento térmico [29,37,173,184,185].
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Figura 27 - Percentual de cristalizagdo (% IC) em fun¢do do tempo de tratamento térmico.

Durante o tratamento térmico controlado, a estrutura vitrea ganha mobilidade atdmica,
possibilitando sua difusdo e o desenvolvimento de fases cristalinas. Os resultados apresentados
na Figura 27 sugerem que quanto maior o tempo de tratamento térmico, maior difusdo atbmica
e maior o percentual de fase cristalina desenvolvida. A determinacdo do percentual de fases
cristalinas é uma ferramenta importante na tentativa de compreender o controle da taxa de
degradacdo [121] e as propriedades mecanicas [186] em materiais vitroceramicos.

O tamanho do cristalito, mostrado na Figura 28, foi calculado pela Equacéo de Scherrer.
Para esse procedimento, os picos de difragdo mais intensos caracteristicos da Ag® (20 = 38,26°)
e do Ca3(POa4)2 (26 = 30,01°) foram utilizados. Observando o grafico, é possivel concluir que
houve um aumento no tamanho de cristalito em funcdo do tempo de tratamento térmico.
Trabalhos sobre cristalizagdo controlada em sistemas vitreos, também relatam o aumento do
tamanho de cristalito [32,45,173,187].
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Figura 28 - Tamanho de cristalito da Ag® e do Cas(PO4), em fungdo do tempo de tratamento térmico.

As vitroceramicas desenvolvidas nessa pesquisa possuem tamanho de cristalito superior
para outras vitroceramicas relatadas que apresentam a prata metélica também como fase
cristalina. Kumar e Mariappan [40] relatam vitroceramicas de vidros SiO,-CaO-B203 dopados
com 5% mol de Ag.0, tratadas em 400 °C/2 h e 600 °C/2 h. O tamanho de cristalito foi
calculado pela equacdo Scherrer, a prata metalica apresentou tamanho de cristalito de 33 nm.
Mirza et al [45] cristalizando vidros silicatos dopados com 10% em mol de Ag20, tratados em
600 °C/2h e 800 °C/2h relataram um tamanho de cristalito da prata metalica de 28 nm e 29 nm.
Nessa pesquisa a amostra tratada termicamente durante 36 h apresentou tamanho de cristalito

de 49 nm para a prata metalica.

65



5.2.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
A

Figura 29 mostra os espectros de FTIR das amostras preparadas: 0 h (vidro), 4 h, 8 h, 12
h, 24 h e 36 h. Os espectros revelam trés bandas largas de absorcéo, a primeira de 400-800 cm”
! segunda de 800-1200 cm™ e a terceira de 1200-1600 cm™. O Boro, sendo um formador vitrea
de baixa massa atbmica quando comparado a silica ou ao fdsforo, apresenta vibracGes
caracteristicas dos grupos boratos, unidades trigonais (BO3) e tetraédricas (BO4), em nimero
de ondas na faixa média do espectro (500-1550 cm) [46,188].
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Figura 29- FTIR das amostras cristalizadas (0 h (vidro), 4 h, 8 h, 12 h, 24 h e 36 h).

Na amostra 0 h (vidro), as bandas presentes na primeira regido séo associadas aos modos
de vibrag&o do tipo flexdo dos grupos boratos, os picos localizados em 550 cm™ e em proximo
de 700 cm™ sdo atribuidos aos modos vibracionais da ligagio P-O nos ions PO4 e aos modos
de flexdo dos grupos trigonais de boratos, respectivamente. A segunda regido esta relacionada

com as vibragdes assimétricas de alongamento dos grupos boratos tetraédricos, representados

66



pela banda larga centrada em 980 cm™. A terceira regido é atribuida as vibracoes das ligaces
B-O presente nas unidades dos grupos BOs, associadas pelas bandas centradas em 1349 cm™ e
1520 cm?, que séo caracteristicas das vibragdes (anéis metaboratos e grupos piro e orborato) e
relaxacdo assimétricas, respectivamente [179,189,190]. A Tabela 11 apresenta as vibracoes

caracteristicas com 0s seus respectivos comprimentos de onda.

Tabela 11 — NUmero de onda e atribuicdes no espectro de FTIR da amostra 0 h (vidro).
Posicdo observada Atribuicdes Referéncias
700 cm™® > vibragdes de flexdo dos grupos de BO3
400-800 cm™? 550 cm™ > modos vibracionais da ligagdo P-O nos

ions PO4
800-1200 cm*! 980 cm™ > vibragGes dos grupos de BO4 [173,179,189-
1349 cm™ - vibragdes das ligagbes B-O de BOsem 191]

anéis metaboratos e grupos piro e ortoborato
1520 cm™ - relagéo assimétrica das ligagdes B-O
em grupos de BOs

1200-1600 cm*

Com o aumento do tempo de tratamento térmico, pelos espectros de FTIR das amostras
4 h,8h, 12 h, 24 h e 36 h ocorre uma deformacdo das bandas caracteristicas das unidades de
boratos, isso significa que as vibragdes moleculares da rede vitrea foram alteradas durante o
tratamento térmico, ou seja, a disposicdo das unidades estruturais do vidro borato foi
modificada. Comparando o0s espectros do vidro base e das amostras cristalizadas, verifica-se o
surgimento de inimeros picos de absorcédo relacionados aos materiais vitroceramicos, que sao
materiais que possuem uma microestrutura cristalizada com dimensdes especificas. Portanto,
diferem do arranjo estrutural do vidro [46,192]. Esses resultados estdo de acordo com o0s
resultados de DRX, que comprovaram altera¢6es na estrutura amorfa do vidro apds o tratamento
térmico.

Os espectros de FTIR das amostras vitroceramicas, quando comparadas com o espectro
do vidro base, apresentam algumas diferencas. Pelos espectros de FTIR das amostras
cristalizadas, ocorre o surgimento de um pico em 473 cm™, ele pode ser relacionado as
vibragdes dos fons metalicos Na* e/ou Ca?" [46,182], presentes nas fases cristalinas:
CaNasBs0g, Na,BgO13 e Casz(POa)2 desenvolvidas durante o tratamento e detectadas pelo DRX.

O pico de baixa intensidade localizado em 550 cm™, torna-se mais definido e estreito,
paralelo a isso ocorre o surgimento de outros dois picos em 576 e 601 cm™. Ambos 0s picos
sdo atribuidos as vibrac6es das ligagdes P-O do fosfato de cristalino. O pico localizado em 980
cm?, referente ao boro de coordenacio tetraédrica, também apresenta uma melhor definicdo em

funcdo do tempo de tratamento térmico [40,193]. Esses resultados podem ser relacionados ao
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aumento no percentual de cristalinidade da vitrocerdamica em fungdo do aumento no tempo de
tratamento térmico, o que esta de acordo com os resultados de DRX e %IC.

5.2.4 Densidade (p) e o volume molar (v,,,)

Os dados de p e v, sdo capazes de revelarem informacgdes com relacdo as alterac6es na
estrutura do material. Como ndo ocorre variacdo na composicdo das amostras, qualquer
variacdo nessas grandezas ndo pode ser atribuida a substituicdo de ions na rede, somente ao
tempo de tratamento térmico. Para as amostras preparadas nesse estudo, os resultados de
densidade e volume molar das amostras as amostras 0 h (vidro), 12 h, 24 h e 36 h s&o exibidos

na Figura 30.
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Figura 30 - Densidade (p) e volume molar (v,) das amostras 0 h (vidro), 12 h, 24 h e 36 h.

Verifica-se que os valores de densidade e o volume molar das amostras cristalizadas,
quando comparadas com os valores da amostra vitrea ndo apresentam variagdes significativas.
Apesar de literatura mencionar o aumento na densidade em vitroceramicas em fungdo da
densificacdo da rede vitrea durante o tratamento térmico [178,183,194,195], isso ndo foi

observado nas amostras desenvolvidas/estudadas nessa pesquisa. Esse comportamento por ser
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relacionado ao percentual de cristalizacdo, indicando que a cristalizagdo possivelmente ocorreu
na superficie das amostras e nao foi o suficiente para causar variacdes significativas nessas
grandezas. Caso a cristalizacdo fosse volumétrica, o esperado seria que o teor de cristalizacdo

de 48% (%IC maxima) tivesse ocasionado alteracdes na densidade e volume molar.

5.3 Caracterizagdo das amostras depois da imersdo em SBF

Depois de preparada a solucdo de SBF, as fatias do vidro e das vitroceramicas, foram
imersas na solucdo em tubos de polipropileno. Para isso foi utilizado um banho maria, em
temperatura constante de 36,5 °C, por 28 dias. No 6° dia de imerséo, observou-se que a amostra
0 h (vidro) tornou-se totalmente opaca. No 17° dia de imersdo, a amostra comecou a se
degradar, havendo formacéo de precipitado no fundo do tubo.

Para as amostras cristalizadas, em diferentes intervalos de tempos, também ocorreram
variacdo na coloracdo de suas superficies e a formacdo de precipitados. Durante o periodo de
imersdo, o pH da solucéo de SBF foi medido, para ser utilizado como um parametro para avaliar
a ocorréncia de trocas idnicas entre a solucdo e as amostras. Buscando avaliar a bioatividade do
material, tendo como critério a formacgdo de hidroxiapatita durante periodo de imersdo, as
medidas de DRX e FTIR foram realizadas e serdo apresentadas nos itens 5.3.2 e 5.3.3,

respectivamente.

5.3.1 Medidas de pH

A Figura 31 apresenta o grafico de pH das amostras em imersao na solu¢do de SBF no
intervalo de 28 dias.

O pH inicial da solucdo do SBF com todas amostras imersas era 7,40. As alteracdes
ocorridas nos valores de pH da solucdo, em funcdo do tempo de imersdo das amostras sao
associadas as trocas i6nicas que ocorrem entre 0s ions presentes na solucdo e aos produtos
resultantes da degradacdo na amostra vitrea e nas amostras vitrocerdmicas. A variacdo do pH
na amostra 0 h (vidro) foi de 7,40 para 8,69 e na amostra 36 h foi de 7,40 para 8,87, revelando
que a amostra com maior %IC trocou mais ions com a solucdo, quando comparada ao vidro
base. Pelas curvas de pH, a curva da amostra 0 h (vidro) se encontra abaixo das curvas de todas
as vitroceramicas, indicando que as trocas ibnicas foram mais efetivas nas amostras

cristalizadas.
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Figura 31 - Medidas do pH da solucdo de SBF durante 28 dias de imersdo das amostras.

Alguns estudos relatam que a cristalizacdo controlada em vidros bioativos tornam as
trocas idnicas entre o material e a solucao fisiol6gica mais lenta, podendo reduzir a bioatividade
das amostras [192,196,197]. Contudo, perante os resultados obtidos, é possivel avaliar que as
trocas idnicas entre as vitroceramicas e a solucdo de SBF foram mais favoraveis, quando
comparadas ao vidro base. Isso pode ser explicado pelo processo de lixiviagdo das amostras
vitroceramicas ser mais facil, a presenca de espécies microcristalinas promoverem a dissolucao
mais rapida do que uma estrutura amorfa ou pela solubilidade das fases resultantes da
cristalizagéo controlada, e o teor de vidro residual [46,198,199].

Pelo grafico do pH, ocorre uma elevacdo do potencial de hidrogénio até por volta do
18° dia de imerséo, depois disso os valores de pH tendem a se tornar constantes. 1sso pode ser
explicado pela taxa de troca ionica inicialmente ser alta, depois ocorre uma saturagdo dessas
taxas e das concentrac@es idnicas. O aumento do pH ocorre pela dissolucéo de ions dos metais
alcalinos ou metais alcalinos-terrosos (que tornam o pH mais alcalino). Esses ions sao liberados

das amostras, e 0s ions H™ e/ou OH"se ligam aos ions na estrutura do material, favorecendo a
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degradacéo da camada externa do material e disponibilizando os fons Ca®* que interagem com
os fons PO473, possibilitando a deposicdo de hidroxiapatita na superficie das amostras [167,200].
5.3.2 Difragéo de raios-X

Os difratogramas abaixo mostram as mudangas que ocorreram na superficie das
amostras 0 h (vidro), 4 h, 8 h, 12 h, 24 h e 36 h em funcdo do tempo de imersédo em SBF (7, 14,
21 e 28 dias). Novamente utilizou-se o banco de dados ICSD para determinar as fases cristalinas
presentes nas amostras apds imersdo em SBF, depois de comparadas as posicOes e as
intensidades dos picos presentes nos difratogramas com as fichas catalograficas, identificou-se
a Hidroxiapatita (Ca10(PO4)éOH2 — arquivo ICSD n° 026204) e o Cloreto de Prata (AgCIl —
arquivo ICSD n° 64734). Em algumas amostras, mesmo ap6s imersdo em SBF, a prata metalica
(Ag® — arquivo ICSD n° 064997) resultante do tratamento térmico controlado ainda foi
detectada.

Para a amostra 0 h (vidro), com os difratogramas mostrados na Figura 32, sdo
observados 0s picos caracteristicos da hidroxiapatita e do cloreto de prata nos difratogramas em

todos os tempos de imersao.
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Figura 32 - (a) Difratogramas da amostra 0 h (vidro) depois da imersdo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias. (b)
Difratogramas da amostra 0 h (vidro) depois da imersdo em SBF na regido entre 25° e 35° (26).

Na Figura 32 (a) os picos localizados em 28,9°, 31,7° e 45,6° (20) sdo picos
caracteristicos da hidroxiapatita, indicando que ap0s interacdo com os ions da solugédo de SBF,
houve a precipitagdo de HA na superficie das amostras, confirmando a bioatividade do vidro
utilizado nessa pesquisa. Entretanto, ambos os picos exibem uma baixa intensidade, indicando
uma precipitacdo incompleta da camada de HA formada [198,201].

Os picos na Figura 32 (a) localizados em 27,8°, 32,2°, 46,1°, 54,7° e 57,4° (20) sao
caracteristicos do cloreto de prata, precipitado também durante a imersdo em SBF, mediante a
reacdo entre os ions de CI', presentes na solucdo, e os ions de Ag*, que sao liberados durante a
degradacdo das amostras [121], conforme Equacdo 15. A precipitacdo do AgCl na superficie

das amostras ocorre devido baixa solubilidade desse composto [202,203].

Ag* + ClI > AgCl 15

Verifica-se que os picos localizados em 31,7° e 32,2° (26), caracteristicos da HA e AgCl,
respectivamente, estdo bem proximos, havendo uma sobreposicdo desses picos [202,204],
como mostrado na Figura 32 (b).

A Figura 33 (a) mostra os difratogramas da amostra 4 h apds os diferentes tempos de
imersdo em SBF. Como na amostra 0 h (vidro), na amostra 4 h ocorre o surgimento de picos
caracteristicos da HA, localizados em 25,8°, 28,9° e 45,6° (20) e, observou-se a precipitacdo do
AgCl. A razdo para a formacao de picos nitidos de difracdo no intervalo 31-33° (26), como
mostrado na Figura 33 (b), pode ser relacionado a sobreposicédo dos picos de hidroxiapatita e
AgCl ou a formacdo de camada mais cristalina do sal de prata quando comparada com a camada
de hidroxiapatita [204].

No difratograma da amostra com maior tempo de imerséo (28 dias), o pico em 31,7°
(20), caracteristico da hidroxiapatita torna-se nitido, revelando a necessidade de mais tempo na
formagéo em uma camada de HA mais cristalina na amostra tratada termicamente por 4 horas
[85], quando comparada a amostra 0 h (vidro).

Para a amostra 8 h, com os difratogramas exibidos na Figura 34 (a) observou-se o
surgimento de picos que ndo estdo presentes nos difratogramas da amostra de 4 h. Os picos
presentes em 32,9°, 34,1°, 40,2°, 46,8° e 49,6° (20) sdo caracteristicos da HA, e o pico em 38,2°
(260), caracteristico da AgP reduz sua intensidade e desaparece com 28 dias de imerséo,

indicando a solubilidade da prata metalica durante imersdo. Comportamento semelhante ¢
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observado nos picos das outras fases cristalinas desenvolvidas no tratamento térmico, indicando

sua solubilidade.
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Figura 33 — (a) Difratogramas da amostra 4 h depois da imersdo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias. (b) Difratogramas
da amostra 4 h depois da imersdo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias na regido entre 25° ¢ 35° (260).
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Figura 34 — (a) Difratogramas da amostra 8 h depois da imersdo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias. (b)
Difratogramas da amostra 8 h depois da imersdo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias na regido entre 28° e 40° (26).

A intensidade do pico centralizado em 32,2° e a sobreposi¢do dos picos em 31,7° e
32,2°(20), exibem comportamentos diferentes entre as amostras em funcdo do tempo de
imersdo, isso pode ser relacionado ao percentual de cristalinidade. Para a amostra 4 h, esse pico
revela intensidade maxima com 14 dias de imersdo e a sobreposicdo do pico é verificada no
difratograma apds 28 dias de imersdo. Para a amostra 8 h, a intensidade maxima ocorre com 21
dias de imers&o, havendo sobreposicdo dos picos nos tempos de imersdo, como mostrado na
Figura 34 (b). Essas alteracfes podem ser associadas a precipitacdo de novas camadas tanto de
HA como de AgCI durante o imersdo, distribuicdo e a morfologia dos cristais precipitados
[188,205].

Para a amostra 12 h, os difratogramas mostrados na Figura 35 apresentam

comportamento semelhante as amostras 4 h e 8 h.
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Figura 35- (a) Difratogramas da amostra 12 h depois da imersdo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias. (b)
Difratogramas da amostra 12 h depois da imersdo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias na regido entre 28° e 40° (20).
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Pela analise da Figura 35 (a) a precipitacdo de HA e AgCI ocorrem, e alteracdes nas
intensidades dos picos sdo confirmadas. Observando a Figura 35(b) € possivel verificar a
sobreposicao de picos em 31,7° e 32,2° (20). Por sua vez, mesmo para a amostra com 28 dias
de imersdo, 0 pico caracteristico da prata metélica ndo desapareceu, ou seja, mesmo apos
imerséo, essa fase cristalina resultante do tratamento térmico ainda se encontra no material,
indicando a estabilidade da prata metélica no fluido fisioldgico simulado [203,206]. Esse
comportamento pode ser justificado pelo aumento do percentual de cristalinidade, quando
comparadas as amostras 4 h e 8 h.

A presenca da prata desenvolvida mediante o tratamento térmico ainda nas amostras
mesmo apos 4 semana de imersdo no SBF indica uma atividade antibacteriana a longo prazo
das amostras [207]. Os ions de Ag* sdo liberados em um curto periodo para matar as bactérias,
enquanto a Ag° é liberada de forma lenta como prata i6nica mediante oxidacdo [203,208],
representada pela Equacéao 16.

Ag’ > Agr+e 16

Pela Figura 36 (a) o comportamento dos difratogramas da amostra 24 h durante imerséo
é exibido. A formacdo da HA e AgClI, e a prata metalica mesmo ap6s 28 dias de imersdo sao

confirmados.
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Figura 36- (a) Difratogramas da amostra 24 h depois da imersdo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias. (b)
Difratogramas da amostra 24 h depois da imersdo em SBF na regido entre 28° e 40° (260).

Pela Figura 36 (b) a sobreposicéo dos picos de cloreto de prata e hidroxiapatita € bem
nitida nos dois primeiros intervalos de imersao (7 e 14 dias). Posteriormente, com 21 e 28 dias
de imersdo, a sobreposi¢do de picos nédo é tdo evidente, com o destaque do pico em 32,2° (6),
essa alteracdo pode estar associada a precipitacdo de uma nova camada de HA durante o
imersdo, distribuicdo e a morfologia dos cristais precipitados [188,205].

Para amostra 36 h, com os difratogramas presentes na Figura 37 (a), percebe-se o
surgimento de seis novos picos caracteristicos da hidroxiapatita, localizados em 10,8°, 18,8°,
23,6°, 30,4°, 40,2° e 44,6° (20). Além da formacdo de HA e AgCl, também é possivel analisar
uma melhor definicdo do pico em 32,2° (20) e a presenca de para metalica mesmo apds 28 dias
em SBF.
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Figura 37 — (a) Difratogramas da amostra 36 h depois da imersdo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias. (b)
Difratogramas da amostra 36 h depois da imersdo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias na regido entre 28° e 40° (260).

Como mostrado na Figura 37 (b), verifica-se a sobreposicao dos picos em 31,7° e 32,2°
(26) até 0 21° dias de imersdo. As amostras com 7 e 14 dias de imersao apresentam os picos em
31,7° e 32,2° (20) sobrepostos, verifica-se um aumento na intensidade que pode ser relacionada
ao aumento do tempo de imersdo. Na amostra com 21 dias nota-se trés picos, os picos em 31,7°
e 31,9° (26) sdo caracteristicos da Hidroxiapatita e o pico em 32,2° (26) é caracteristico do
Cloreto de Prata. O mesmo comportamento é observado para os picos localizados em 33,1° e
34,2° (26), caracteristicos da hidroxiapatita. Portanto, o desenvolvimento do sal de prata ndo
inibiu o desenvolvimento de cristais de HA [209], para as vitroceramicas preparadas e estudadas
nessa pesquisa.

Com 28 dias de imerséo os picos de HA néo séo evidentes nessa regido do difratograma,
somente do AgCI. Isso pode ser associado a precipitacdo de nova camada de hidroxiapatita no
material que ainda estava se organizando, apresentando uma estrutura que nao foi capaz de ser

detectada pela difracdo de raios-X. O pico caracteristico do AgCl torna-se mais alargado e
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menos intenso, indicando alteragdes no cristal e na forma do grdo em funcdo do tempo de
imersao [210].

A Figura 38 mostra os difratogramas de todas amostras apds 28 dias de imersao em
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Figura 38 — (a) Difratogramas das amostras O h (vidro), 4 h, 8 h, 12 h, 24 h e 36 h depois da imersdo em SBF
por 28 dias. (b) Detalhe do gréafico (a) na regido entre 28° ¢ 40° (26).
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Pelos difratogramas na Figura 38 (a), ocorre 0 surgimento de novos picos quando
comparados com os difratogramas das amostras antes da imersdo, o desaparecimento dos picos
caracteristicos das fases cristalinas desenvolvidas durante a cristalizagdo controlada, indica a
solubilizacéo das fases, e a formacao da hidroxiapatita comprova a bioatividade do vidro e das
amostras cristalizadas. Conforme a Figura 38 (b), as amostras como maiores percentuais de
cristalizacdo ainda apresentam prata metalica em sua composi¢cdo mesmo apos 4 semanas de
imersdo, apesar da reducdo nos picos dessa fase que € relacionada a liberacdo de ions de Ag*
durante degradacdo das amostras. A interacao desses ions com os ions cloreto forma cloreto de

prata que foi detectado nas amostras ap0s imersao.
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Vulpoi et al [209] desenvolveram compdsitos de polimero/biocerdmicas e relatam o
desenvolvimento de cristais contendo Ag (AgCl e AgsPO4) na superficie das amostras apds
imersdo das amostras em SBF, esses cristais ndo inibiram o desenvolvimento de hidroxiapatita.
Scaffolds de vidro Borosilicato dopados com Ag20 mostraram uma liberacéo de ions de prata
por mais de 8 semanas no SBF, simulando a resisténcia contra colonia de bactérias [211].
Trabalho desenvolvido por Zheng et al [212] com nanoparticulas de vidro modificadas por Ag
para atividade antibacteriana reportam a presenca de prata metalica detectada nos difratogramas
das amostras ap6s 7 dias de imersdo em SBF, indicando estabilidade da Ag® em fluidos
fisiologicos, devido a existéncia de prata ibnica e metélica, as amostras apresentam potencial
atividade antibacteriana prolongada.

Estudos sobre os efeitos da cristalizacdo na bioatividade abordam que o
desenvolvimento de uma microestrutura inibe e/ou retarda o desenvolvimento de HA na
superficie das amostras, comprometendo a bioatividade do material [21,23,27,213,214]. No
presente estudo, por meio dos resultados obtidos pelos difratogramas das amostras, em todos
os tempos de imersdo, as mudancas nos difratogramas revelam mudancas ocorridas nas
superficies. Os picos caracteristicos da HA surgem, o que indica a bioatividade das amostras, e
ocorrem reducdes nos picos caracteristicos da prata metalica e das outras fases cristalinas, o
que pode ser associado a dissolugédo dessas fases cristalinas [167,175,213] na solucdo de SBF.

A precipitagdo do AgCl ocorre mediante interagdo dos ions de Ag* dissolvidos, com 0s
ions de CI" da solucdo. As diferencas observadas nos difratogramas das amostras em funcao da
imersdo podem ser associadas ao percentual de cristalinidade das amostras. As reducdes nas
intensidades do difratogramas no 28° dia de imersao podem indicar a formacao de uma camada
de HA incompletamente cristalizada, podendo ser associada também a precipitacdo de uma
nova camada de hidroxiapatita.

5.3.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR também foi utilizada para avaliar a formacdo de hidroxiapatita na
superficie das amostras ap0s imersdao em SBF, complementando os dados de DRX. Para a

amostra 0 h (vidro), os espectros de FTIR s&o mostrados na Figura 39.
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Figura 39 — Espectros de FTIR da amostra 0 h (vidro) antes e depois da imersdo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias.

Analisados os espectros de FTIR, verifica-se 0 surgimento de novas bandas apés
imersdo. Uma banda com dois picos de baixa intensidade, centralizados em 574 cm™ e 600 cm
! Essa banda é atribuida & ressonancia da ligagdo P-O no grupo PO4[203]. A banda com pico
centralizado em 1042 cm™ é atribuida ao estiramento assimétrico da ligagdo P-O, também nos
grupos PO4. O ombro presente em 946 cm™ pode ser atribuido ao grupo PO4=. O ombro 874
cm™ e o pico presente em 1487 cm™ é caracteristico da ligagdo C-O nos grupos COs, e 0 pico
em 1646 cm™ pode ser atribuido ao grupo OH". Todas essas bandas e picos sdo caracteristicos
sdo caracteristicos da molécula de hidroxiapatita [165,205,215], confirmando a bioatividade do
vidro utilizado [45,175,216]. A presenca do ion carbonato indica que a hidroxiapatita formada
é a hidroxiapatita carbonatada [203,212].

Pelos espectros de FTIR da Figura 39, verifica-se que quanto maior o tempo de imersao
maior a intensidade das bandas e picos. A Tabela 12 exibe as posi¢des das bandas identificadas

e as suas atribuigdes.
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Tabela 12 — Posicéo e atribuicdo das bandas e picos identificados nos espectros de FTIR da amostra 0 h (vidro)
depois de 7, 14, 21 e 28 dias de imerséo.

Posicédo observada Atribuicdes Referéncias
570 e 602 cm™* Ressonancia presente na ligacdo P-O em grupos PO4 [29,185]
956 e 1042 cm™ Estiramento assimétrico da ligagdo P-O no PO4 [29,185]
1347 cm! Vibracdes da ligacdo B-O das unidades trigonais BOs | [46,138]
867, 1413 € 1487 cm! Ressonancia da ligagdo C-O em COz* [215,217]
1646 cmt Grupo hidroxila (OH") da banda da agua. [215,217]

Para as amostras 4 h e 8 h, os espectros de FTIR séo apresentados na Figura 40 e Figura
41, respectivamente.
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Figura 40 - Espectros de FTIR da amostra 4 h antes e depois da imersédo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias.
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Figura 41 - Espectros de FTIR da amostra 8 h antes e depois da imersédo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias.

Os picos e as bandas que surgem nessas amostras, depois da imersdo, revelam
comportamento semelhante as bandas e picos presentes na amostra 0 h (vidro). Para ambas as
amostras, com 7, 14 e 21 dias de imers&o, a intensidade e a definigdo das bandas e picos sdo
semelhantes. Entretanto com 28 dias de imerséo ocorre uma reducgéo na intensidade das bandas
e picos. As principais observacbes sdo nos picos localizados em 574 cm™ e 600 cm™,
caracteristicos do fosfato cristalino, o pico centralizado em 1042 cm™, caracteristicas do
estiramento assimétrico da ligagdo P-O, e as bandas centralizadas 1347 cm™, 1413 cm™ e 1487
cm?, caracteristicas de vibragdes dos grupos boratos e ressonancia da ligagdo C-O. O
comportamento semelhante dessas amostras pode ser relacionado ao percentual de cristalizacdo
também serem semelhantes, 4 h (33%) e 8 h (39%).

Na Figura 42 sdo exibidos os espectros de FTIR da amostra 12 h. As atribui¢des das
bandas e picos identificados sdo as mesmas apresentadas na Tabela 12. Como nos difratogramas
das amostras 4 h e 8h, observa-se picos e bandas intensos com 7,14 e 21 dias de imersao e
reducdo apos 28 dias de imersdo. Essa reducdo pode ser indicativo da cristalizacdo de uma
nova camada de hidroxiapatita, que tém inicio pela formacgéo de uma camada de fosfato amorfo,
ap6s migracéo dos ions de Ca?* e PO4 para a superficie das amostras [26,40]. As variacdes na
intensidade e forma da banda em fungdo do tempo de imersao do pico centralizado em 1045

cm* podem indicar a precipitacio de uma camada de HA que ainda estava ocorrendo [218].
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Figura 42 - Espectros de FTIR da amostra 12 h antes e depois da imersdo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias.

Os espectros de FTIR das amostras 24 h e 36 h, apresentados na Figura 43 e Figura 44,

respectivamente, sdo semelhantes com os outros espectros, ja apresentados/discutidos.
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Figura 43 - Espectros de FTIR da amostra 24 h antes e depois da imersdo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias.
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Figura 44 - Espectros de FTIR da amostra 36 h antes e depois da imersdo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias.

Entretanto, ocorre o surgimento de novos picos centralizados em 1066 cm™ e 1100 cm-
! caracteristicos dos grupos fosfatos, acompanhado da reducdo intensidade das bandas e picos
apos 28 dias de imersdo em SBF. Esses novos picos no FTIR podem ser associados com uma
melhor definicdo dos picos de HA sobrepostos ao pico de AgCl nos difratogramas de DRX da
amostra 36h, como mostrado na Figura 37 (b).

Quando comparado esses resultados com os dados apresentados anteriormente, das
amostras 4 h, 8h e 12 h, verifica-se uma melhor definigdo dos picos em 576, 600 e ~1040 cm™
e a reducdo desses picos com 28 dias de imersdo. Uma melhor defini¢do desses picos pode ser
associada com a precipitacdo de uma hidroxiapatita mais cristalina, os dados de pH indicaram
maiores valores para as amostras mais cristalinas, isso pode ser relacionado com uma taxa de
trocas idnicas mais significativas, possibilitando a precipitacdo dessa hidroxiapatita mais
cristalina. A redugdo dos picos com 28 dias de imers&o € um indicativo que durante essas trocas
ibnicas novas camadas de HA estdo se depositando na superficie das amostras, que inicialmente
precipita na forma de fosfato amorfo.

A Figura 45 mostra os espectros de FTIR de todas as amostras apos 21 dias de imersao
em SBF. Pelos espectros, verifica-se picos e bandas especificos caracteristicos da
hidroxiapatita, concordando com os dados de DRX e confirmando que a cristalizacdo

controlada, nas amostras estudadas/pesquisadas, ndo inibe a bioatividade. Verifica-se pelos
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espectros que os picos localizados em 567cm™ e 600 cm™, e a banda com os picos em 1042 cm-

11066 cm™ e 1100 cm™ apresentam melhor definicdo nas amostras cristalizadas, quando
comparadas ao vidro.
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Figura 45 — Espectros das amostras 0 h (vidro), 4 h, 8 h, 12 h, 24 e 36 h depois da imersdo em SBF por 21 dias.

Satyanarayana et al [182] menciona que vidros cristalizados apresentam mudancas em
sua microestrutura, resultante da separacdo de fases durante o tratamento térmico, essas
mudangas microestruturais alteram a reatividade na superficie das vitrocerdmicas na imersdo
em SBF. O efeito da cristalizacdo controlada na formacao de HA pode ser relacionada, segundo
Plewinski [28] e Daguano et al [29,185], a presenca de cristais de fosfatos de calcio. Nas
vitroceramicas desenvolvidas nessa pesquisa, umas das fases presentes € um fosfato de célcio
(Casz(POs4)2).

A reducéo na intensidade das bandas localizadas em 1347 cm (associada as vibragdes
da ligagdo B-O, em anéis metaboratos, e grupos piroborato e ortoborato), 874 cm™, 1413 cm™
e 1487 cm™ (caracteristicas da ressonancia da ligagdo C-O em grupos carbonatos) e 1446 cm™
(atribuidas ao grupo OH") podem ser relacionadas, a dissolucao desses grupos durante o periodo
de imersdo. A reducio da banda em 1347 cm™ pode ser um indicativo da dissolucio do vidro
na solucdo, reduzindo sua intensidade [219,220].
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5.4 Atividade antibacteriana

A Figura 46 mostra a zona de inibicdo das amostras contra a E.coli ATCC 6305. A

amostra sem prata (0 Ag — controle negativo) ndo apresentou zona de inibi¢do, enquanto as

amostras com 0,5% em mol de Ag-0 (vidro e vitrocerdmicas) e o farmaco Cloranfenicol (CLO

- controle positivo) apresentaram atividade antibacteriana, confirmada pelo surgimento de halo

bacteriano. Na Tabela 13 sdo apresentados os tamanhos dos halos e a médias dos valores

obtidos.

Figura 46 — Ensaio antibacteriano pelo método de difusdo em disco de &gar. O tracejado em vermelho é um guia

para a visualiza¢do do tamanho do halo.

Tabela 13 — Comprimento dos halos de inibicdo das amostras e dos grupos controles.

0 Ag - - -

0 h (vidro) 17 mm 17 mm 17 mm
12 h 17 mm 17 mm 17 mm
36 h 18 mm 18 mm 18 mm
CLO 24 mm 23 mm 23,5 mm
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Estudos sobre os efeitos de ions metalicos como agentes terapéuticos na Engenharia de
Tecidos visando o desenvolvimento de biomateriais com atividade antibacteriana sdo
necessarios [221]. As infecdes bacterianas sdao uma das principais razdes das falhas no uso de
vidros e vitroceramicas no tratamento 6sseo [222], podendo causar dor ao paciente, recuperagdo
prolongada e novos procedimentos clinicos [223].

Vidros e vitroceramicas com atividade antibacteriana baseadas na presenca de ions
metalicos ja existem. Os mecanismos para atividade desses elementos podem ser relacionados
com a interrupcao de fungdes nas células bacterianas, mediante a interacdo entre os produtos
da dissolucdo das amostras com os componentes celulares [222].

fons de Ag* quando entram em contato com células bacterianas interrompem a atividade
metabolica, desativando proteinas e inibindo a replicacdo do DNA [224]. Mediante 0s
resultados obtidos, foi possivel observar que a amostra sem prata ndo apresentou halo
bacteriano, confirmando que a atividade antibacteriana das amostras ocorre devido a dissolucéo
dos ions de prata no meio de agar [225]. Os resultados da amostra vitrea e das amostras
cristalizadas revelam que a cristalizacdo controlada néo inibiu a liberacdo dos ions de Ag*. A
semelhanca no comprimento dos os halos podem ser relacionados com o fato de que as amostras
possuem a mesma concentragdo de Ag.O em sua composigao.

A atividade antibacteriana de vitroceramicas baseadas em vidros silicatos com 6% em
mol de Ag.0 foi avaliada, o tamanho de halo verificado contra a E.coli foi de 19,3 mm [40].
Vitroceramicas preparadas por meio de tratamento usando vidros borosilicatos dopados com
10% em mol de Ag20 e a atividade antibacteriana contra a E.coli foi analisada, com halos
medindo 18,2 mm [45]. Os estudos citados revelam halos bacterianos com comprimento
semelhantes ao encontrados para as vitroceramicas desenvolvidas nessa pesquisa. Apesar das
variacdes nas concentracdes do 6xido de prata, a semelhanca entre os comprimentos dos halos
pode ser relacionada as diferencas de composicdo quimica, técnica de preparacdo das amostras,

condicGes de tratamento térmico utilizadas e ao papel dos ions de prata dissolvidos.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho vitroceramicas foram obtidas utilizando o processo de cristalizacdo
controlada em funcéo do tempo de tratamento térmico de um vidro borato com 0,5% em mol
de Ag>0 em sua composic¢do. Os difratogramas de DRX e 0s espectros de FTIR das amostras
cristalizadas comprovam o desenvolvimento de fases cristalinas no vidro apos o tratamento
térmico. Quanto maior o tempo de tratamento térmico, maior o percentual de cristalizacdo e o
tamanho de cristalito da prata metélica e do fosfato de célcio. Os resultados de DTA sugerem
alteragBes na estrutura das amostras em fungdo do tratamento térmico, confirmando os
resultados de DRX e FTIR.

Os dados de pH comprovaram a ocorréncia de trocas ionicas alterando o seu valor até
por volta do 18° dia de imerséo, ap0ds esse periodo, o pH tornou-se constante. Os resultados de
DRX das amostras apds imersdo na solucdo de SBF apresentam picos caracteristicos da
hidroxiapatita e do cloreto de prata. Além disso, para as amostras com maiores percentuais de
cristalizacdo, tratadas termicamente por 12, 24 e 36 h, verificou-se a presenca de prata metalica,
mesmo apos 4 semanas de imersao. Esse resultado indica a estabilidade dessa fase cristalina e
uma potencial atividade antibacteriana das amostras, a longo prazo, em meio bioldgico.

Os espectros de FTIR ap6s imersdo mostram bandas e picos caracteristicos da
hidroxiapatita. A presenca de bandas caracteristicas dos ions carbonatos, indicam que a
hidroxiapatita formada é a hidroxiapatita carbonatada. A reducdo na definicdo das bandas e
picos ap6s 28 dias de imersdo foram associadas a precipitacdo de uma nova camada de
hidroxiapatita, que inicialmente se precipita na forma de fosfato amorfo.

O teste de atividade antibacteriana contra a bactéria E.coli 6305 mostrou halos de
inibicdo com tamanhos semelhantes entre as amostras: 0 h (vidro) (17 mm), 12 h (17 mm) e 36
h (18 mm), indicando que a cristalizacdo controlada ndo inibiu a liberagdo dos ions de Ag*. A
semelhancga no comprimento dos halos pode ser relacionada ao fato de que as amostras possuem
a mesma concentragéo de Ag20 em sua composiGao.

Os resultados obtidos revelam que as amostras cristalizadas apresentam comportamento
bioativo, mostrando formagdo de hidroxiapatita. Portanto, a cristalizacdo ndo inibe a
bioatividade, esse comportamento pode ser associado a dissolucdo das fases cristalinas
desenvolvidas durante o tratamento térmico e do percentual de vidro residual nas amostras.
Perante os resultados apresentados, as vitroceramicas possuem potencial para serem utilizadas

como biomateriais, em tratamentos 0sseos, e inibirem eventuais infe¢fes bacterianas.
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7. PERSPECTIVAS

- Realizar medidas de microdureza Vickers;

- Analisar a morfologia das amostras (vidro e vitroceramicas) antes e de depois da imerséao da
imersdo em SBF por meio da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV);

- Avaliar a citotoxicidade em células de linhagem osteobléstica.
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