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RESUMO

Neste trabalho sintetizamos uma série de vidros boratos que segue a composicao
59,5B20; - 2P205 — 9,5Ca0 — 9CaF; — (20 - xNa20) — xAg>0, com x = 0, 0,25, 0,50 e
0,75 %mol, e investigamos a influéncia da adi¢do de prata na estrutura e na bioatividade
in vitro desses vidros. Para verificar a formacdo de uma camada bioativa na superficie
desses materiais, as amostras foram imersas em um simulador de fluido corporal as
quais permaneceram por 3, 7, 14 e 21 dias. Medidas de pH do fluido foram
criteriosamente realizadas durante o periodo de imersdo. Em adicdo, realizaram-se
medidas de difracdo de raios-X, no infravermelho com Transformada de Fourier e de
espectroscopia Raman antes e apds a imersdo em simulador de fluido corporal. A acdo
antibacteriana das amostras foi avaliada utilizando as respectivas bactérias gram-
positiva e gram-negativa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. A citotoxicidade
dos vidros foi investigada por meio de ensaios da viabilidade celular de células
osteobldsticas MC3T3-E1 em concentracdo de 100, 400, 700 e 1000 pg/mL de vidro
dissolvido. Um aumento da alcalinidade da solucdo pdde ser verificado com as medidas
de pH dm fungdo do tempo. Esse acréscimo de alcalinidade do fluido (com um pH
inicial de 7,4, similar ao pH do plasma sanguineo) favorece a dissolu¢do da camada
mais externa do vidro e, portanto, sua precipitacdo em apatita. Picos caracteristicos da
formacgdo de hidroxiapatita e de fluorapatita no material foram observados a partir do
terceiro dia de imersdo. Os espectros Raman e os espectros infravermelho com
transformada de Fourier também confirmaram a formacgdo de fases de fluorapatita e
hidroxiapatita apds imersdo dos vidros em simulador de fluido corporal. Os vidros
boratos dopados com Ag>O exibiram melhores propriedades antibacterianas contra os
microrganismos testes que o vidro sem adicdo de AgxO. Os testes de citotoxidade
revelaram que as amostras até a concentracio de 0,50 %mol de Ag>O ndo sdo téxicas as
células osteoblasticas, sendo essas citocompativeis e de grande potencial para aplicagao

como biomateriais.

Palavras-chave: Bioatividade. Fluorapatita. Hidroxiapatita. Vidros boratos bioativos.

Oxido de prata.

VIII



ABSTRACT

Infections triggered by bacteria has been the most common cause of implants failure.
Thereby, it is advantageous to impart antibacterial properties to bioactive glasses by
means of metals incorporation as the silver to the glass structure. In this present work,
the borate glasses series over compositional range in the 59.5B>03 - 2P,05 — 9,5Ca0O —
9CaF, — (20 - xNa20O) — xAgxO system, with x = 0, 0.25, 0.50 e 0.75 mol% was
synthesized, in order to investigate the silver influence on their structure and bioactive
response in simulated body fluid (SBF). The glasses bioactivities were evaluated by
SBF solution pH measure which the samples were soaked for 3, 7, 14 and 21 days, by
X-ray diffraction technique (XRD), Raman Spectroscopy and FTIR. The antibacterial
properties of the glasses were evaluated using gram-positive and gram-negative
Staphylococcus aureus € Escherichia coli. The cytotoxicity of the borate glass and the
silver-containing borate bioactive glass was evaluated in vitro from the response of
osteoblastic cells MC3T3-E1 in media containing the dissolution products of the glass.

pH measure showed an increase of the solution alkalinity. This alkalinity increases
further to the dissolution of the outermost layer of the glasses and then its apatite
convention. XRD, Raman and FTIR measures were realized before and after immersion
in SBF. The XRD patterns revealed that the addition of the Ag>O did not cause the
glasses crystallization, the diffractograms exhibited broad bands it proved their
amorphous nature. In 3 days of immersion in SBF, there was crystalline peaks
formation what became more intense on twenty-one day of immersion. The Raman
spectra exhibited bands at 430 cm! and 960 cm’! assigns as the fluorapatite and
hydroxyapatite formation, respectively. All FTIR spectra exhibited a very intense band
at 1042 cm! also attributed to apatite formation. The obtained results indicated that the
Ag>O until 0.75 mol% did not affect the apatite formation on samples surface.
Cytotoxic effects to the osteoblasts culture were found for the borate glass containing
0.75Ag, but not for 0.25 and 0.50 mol % AgO. Ag,O-doped bioactive glasses
presented better antibacterial activities than on the undoped borate glass. The obtained
results show that the prepared samples present great potential as biomaterials

applications.

Keywords: Bioactivity. Fluorapatite. Hydroxyapatite. Bioactive borate glasses. Silver
oxide.
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Capitulo 1 - Introducao

Os avangos cientificos e tecnoldgicos contribuem significativamente para o
aumento da expectativa de vida da populagdo. Danos nos tecidos e doencgas
degenerativas estdo entre os problemas de satide mais frequentes, que podem levar a
faléncia dos 6rgdos e a morte [1]. Diante disto, a busca por materiais capazes de reparar
tecidos lesionados € continua [2]. Todavia, esses materiais devem apresentar
desempenho bioldgico satisfatério em sua aplicacdo particular [3—7]. E, considerando a
complexidade dos Orgdos humanos, os biomateriais devem preferencialmente
apresentarem biocompatibilidade e bioatividade [8—10]. Os biomateriais sdo todos os
materiais sintéticos ou naturais utilizados como substitutos ou reparadores de tecidos
vivos [3-7].

A utilizacdo dos vidros como biomaterial surgiu com o desenvolvimento do
Bioglass® 45S5 (45S10,-6P20s5-24,5Ca0-24,5Na0,, %peso) por Larry L. Hench, no
final da década de 60 [11]. A partir de entdo, numerosos estudos de sintese,
processamento e aplicacdes de vidros bioativos, na engenharia de tecidos, vem sendo
realizados [1,12,13]. Quando um vidro bioativo € imerso em solucdo aquosa de fosfato,
como, por exemplo, fluidos corpdreos simulados, ocorrem reagdes de trocas iOnicas
entre a superficie do vidro e a solucdo. Esse processo € responsdvel pela formacao de
uma camada biologicamente ativa de hidroxiapatita carbonatada na superficie do vidro.
Devido a similaridade com a fase mineral do osso, a hidroxiapatita promove a atividade
osteobldstica e consequentemente a osteointegracao [3,14,15].

Diferente dos materiais metalicos, os vidros bioativos nio necessitam ser
substituidos apds o implante [16], porque proporcionam restituicdo do tecido 6sseo
lesionado. Como exemplo, podem ser utilizados na reparacdo de valvulas cardiacas e no
tratamento de tumores [17].

A composi¢do quimica dos vidros bioativos tem um papel significativo na
determina¢do de suas propriedades [1]. A maioria dos vidros bioativos estudado tem a
silica como principal formadora de rede vitrea [18—21]. Esses materiais vitreos
apresentam potencialidades de aplicacdes na biomedicina, porém, possuem baixa taxa
de solubilidade, o que limita a compatibilidade com tecidos biologicos [18]. Desse
modo, compostos boratos que também sdo formadores da rede vitrea estdo sendo muito
estudados atualmente [22,23]. Os vidros boratos mostram-se mais bioativos que 0s

silicatos porque possuem maior taxa de conversdao em HAp [22,24-26].



Um dos maiores problemas na interacdo entre o biomaterial e o organismo € a
infeccao bacteriana, pois pode provocar efeitos negativos como falha de regeneracao de
tecidos, a necessidade de cirurgia extra, hospitalizacdo prolongada e até a morte [1,27].
A incorporagdo de elementos metdlicos especificos, tal como a prata (Ag), a estrutura
dos vidros bioativos, pode levar a liberacdo dessas espécies em ambiente bioldgico e
induzir propriedades antibacterianas [20,27,28].

Recentemente, alguns trabalhos tém sido voltados para o estudo dos efeitos
bioativos, bactericidas e citotéxicos de vidros bioativos dopados com prata [27-29],
cujas propriedades antibacterianas sdo conhecidas hd muito tempo [30]. Na forma
i0nica, a prata exibe acdo antibacteriana e antiviral [31-35]. Mostra-se ainda vantajosa
em relacdo ao uso de antibidticos, devido a quebra de resisténcia de microrganismos
patégenos [30]. A adicdo de AgrO aos vidros bioativos ajuda a minimizar riscos de
contaminagdes microbianas por meio da potencial atividade bactericida de ions Ag*
[27]. Assim, este trabalho teve como objetivo, realizar a sintese e caracterizacdo de
vidros boratos investigando a influéncia da concentracdo de Ag»0, nas propriedades
fisicas, na bioatividade, in vitro, incluindo a formacdo de apatita, citotoxidade e

propriedades antibacterianas desses materiais.



Capitulo 2 — Fundamentacio tedrica

2.1. Biomateriais: uma visao geral

A histéria dos biomateriais ndo € recente. A aplicacdo desses dispositivos no
reparo ou substituicio de partes do corpo remonta a antiguidade. Os egipcios, por
exemplo, adaptavam pecas de madeira para substituirem algum membro amputado.
Cientistas da universidade de Manchester pesquisaram acerca do deddo do pé, feito de
madeira e couro, de uma mumia encontrada no Egito, no intuito de descobrir se esse
artefato realmente servia de protese e auxiliava o caminhar. O objeto data de 950 a 710

a.C [36].

Figura 1 - Dedo protético descoberto no Egito. Fonte: Adaptado de Brier er al (2015), [37].

Com o passar dos séculos, os biomateriais foram aperfeicoados e os avangos das
técnicas cirdrgicas e de métodos de esterilizagdo proporcionaram a aplicacdo desses
materiais de muitas maneiras. De acordo com estimativas, ha cerca de 300 mil tipos de
biomateriais que podem exercer diversas funcdes no organismo [6]. A Tabela 1
descreve alguns exemplos e funcdes de biomateriais. Na Tabela 2 encontram-se

descritos exemplos da utilizacdo de biomateriais em diferentes partes do corpo humano.

Tabela 1. Algumas utiliza¢des de Biomateriais. Fonte: Adaptada de Behera 2014, [37].

Funcoes Exemplos

Substitutos de partes doentes ~ Artroplatia de quadril, maquina de didlise renal;
ou danificadas

Auxiliares Suturas, placas ésseas e parafusos;
Melhoradores de fungdes Marcapassos cardiacos, lentes intraoculares;
Corretores de anormalidades Marcapassos cardiacos;

funcionais

Corretores estéticos Mamoplastia de aumento;




Tabela 2. Biomateriais em 6rgaos. Fonte: Adaptada de Behera 2014, [37].

()rgﬁos Exemplos

Coracdo Marcapassos, valvulas cardiacas artificial, coragao
artificial;

Pulmao Miquina de oxigénio;

Olho Lente intraocular;

Ouvido Implante de céclea;

Ossos Placas dsseas, hastes intramedulares;

Rins Miquina de didlise renal, bexiga artificial.

Para que um material seja utilizado em aplicacdes biomédicas, ele deve
necessariamente ser biocompativel [8—11,38]. A biocompatibilidade é a capacidade de
um material sintético ser compativel com 6rgdos ou tecidos vivos. Diante disto, apds o
implante, o biomaterial ndo podera induzir nenhuma reacdo adversa ao organismo.
Propriedades mecanicas, como resisténcia a fraturas, flexibilidade e elasticidade,
também sdo caracteristicas importantes de um biomaterial biologicamente ativo. Além
disso, deve-se considerar também resisténcia do material a corrosao [39-42].

Os materiais implantdveis podem apresentar toxicidade quando ocorre morte
celular na regido que recebeu o implante. Quando um material € bioativo as células
sauddveis que estdo ao seu redor se multiplicam, ocorrendo assim, sua substitui¢ao por

tecido vivo [43].

2.1.1. Classificacdo dos Biomateriais

Os biomateriais sdo divididos em dois grupos, sendo eles: naturais e sintéticos.
Os biomateriais naturais sdo dispositivos de origem animal ou vegetal que apresentam
similaridades aos componentes do corpo humano [2,37,41]. Os biomateriais sintéticos
sdo classificados de acordo com suas composi¢des quimicas. Dividem-se em: metais,
ceramicos/vitreos, polimeros e compdsitos [31].

Por apresentarem elevado desempenho mecanico, resisténcia a fadiga e a fratura,
os materiais metdlicos sdo amplamente utilizados como componentes estruturais para a
fixacdo de fraturas e na substituicdo parcial ou total de tecidos rigidos [6]. Na
odontologia, os metais sdo aplicados principalmente na fabricacdo de aparelhos e
implantes ortodonticos [44]. Embora as ligas metdlicas sejam produzidas em larga

escala com finalidade médica, poucas sao biocompativeis. Esses materiais além de



sofrerem desgastes com o passar do tempo, sdo susceptiveis a corrosdo o que ocasiona a
liberag@o de ions nocivos ao organismo [45]. As ligas mais utilizadas para fins médicos
e odontoldgicos sdo: as ligas de titdnio, cobalto-cromo, niquel e os acos inoxidaveis [6].
Os vidros bioativos e as bioceramicas geralmente sao bem aceitas pelo
organismo, porque apresentam caracteristicas similares aos componentes minerais do
osso. Esses dois tipos de materiais, possuem alto grau de biocompatibilidade com o
meio fisiolégico e com tecidos rigidos, o que favorece a osteointegracdo. No entanto, o
uso das bioceramicas e dos vidros bioativos em aplicacdes que requerem grande
quantidade de carga pode ser desfavordvel por apresentarem rigidez e fragilidade [46].
Os biomateriais poliméricos também encontram uma gama de aplicacdes na
medicina e na odontologia [47—49]. Podendo ser utilizados tanto em aplicacdes
tempordrias (suturas), quanto em aplicacdes permanentes (componentes para Orgaos,
enxertos, cirurgias plésticas e odontologicas) [37,50]. As vantagens do emprego de
polimeros como materiais bioativos sdo: apresentam excelente ductilidade e
flexibilidade, baixa densidade e resisténcia a corrosdo, custo de producdo relativamente
pequeno e facilidade de fabricacdo [31]. As desvantagens sdo: degradacdo (quando
exposto a meios fisioldgicos) e baixa resisténcia mecanica. A degradacio de um
material polimérico com o passar do tempo pode torna-los biologicamente téxico [S1].
Os biocompdsitos sao compostos de dois ou mais tipos de materiais diferentes,
como por exemplo, metal e ceramica e/ou polimero e ceramica [52]. Essa combinagdo
tem por finalidade aproveitar as propriedades de cada um, ampliando o espectro de
aplicabilidade [52]. As principais aplicacdes dos compdsitos na medicina sdo: proteses,
dispositivos para fixacdo de fraturas e cimentos dsseos, entre outros. Como vantagens,
os compdsitos apresentam resisténcia a corrosdo, elevada forca de tensdo e
biocompatibilidade. Uma das principais desvantagens exibida por essa bioceramica € a

sua fragilidade [52,53].

2.2. Apatitas

A apatita € uma espécie de ceramica de férmula quimica Ca;o(PO4)s(OH,F,Cl)>
que pertence a familia dos fosfatos [54]. Naturalmente, é encontrada em rochas igneas,
metamorficas e sedimentares, sendo um dos minerais mais abundantes da crosta

terrestre [54]. Além disso, € o componente principal dos ossos e do esmalte dos dentes


https://en.wikipedia.org/wiki/Calcium
https://en.wikipedia.org/wiki/Phosphate

componente principal dos ossos e do esmalte dos dentes. As apatitas mais comuns sdo a
hidroxiapatita e fluoroapatita e encontram diversas aplicacdes da medicina ortopédica e

odontologia [54].

2.2.1. Hidroxiapatita

A hidroxiapatita (HAp) é uma ceramica bioativa de fosfato de célcio que possui
morfologia e composicao muito semelhante ao tecido 6sseo humano. Representa cerca
de 30 a 70% da massa dos dentes e ossos. De formulacdo quimica Cas(PO4)3(OH) e
composi¢do tedrica de 39,68 % em peso de cdlcio (Ca) e 18,45% em peso de fésforo
(P), a HAp difere de outros compostos de fosfatos de célcio porque exibe elevada taxa
de estabilidade em fluidos corpoéreos. Possui uma estrutura cristalina hexagonal, grupo
espacial P63/m, dimensdes da célula unitdriaa=b = 9,421& ec= 6,881& [55-57].

Por apresentar bioatividade, biocompatibilidade e ser um material
osteocondutor, a hidroxiapatita sintética é bastante utilizada na biomedicina como
enxertos e revestimentos para promover o crescimento dsseo em implante prostéticos
[58]. Possui também elevada habilidade de absor¢do ou adsor¢do de moléculas, o que a
torna um suporte de alta qualidade para atuar no controle de liberacdo de medicamentos

para tratamento de tumores 6sseos. [55,56,59].

2.2.2. Fluorapatita

A fluorapatita ou fluoroapatita (FA), assim como a hidroxiapatita é uma
cerimica de fosfato de cdlcio de férmula quimica [Caio(PO4)sF2] e nomenclatura
fluorofosfato de célcio. Possui estrutura cristalina hexagonal, grupo espacial P63/m e
dimensdes a = b = 9,368410% e c = 6,8841/0\ [60]. E encontrada em variadas
concentracdes na denticao de tubardes e outros peixes. Estd presente também nos dentes
humano que foram expostos a ions de fldor por meio da fluoretacdo da dgua ou do
creme dental [61]. Com um pH critico de 4,5 a fluorapatita possui propriedades
bacteriostéticas atuando no combate da Streptococcus mutans, bactéria responsdvel pela
carie dentéria [48]. Estudos prévios, mostram que a FA, em sua forma pura, possui
excelente estabilidade quimica e biocompatibilidade similar a HAp, no que condiz a
atividade de osteointegragcdo. A liberacdo de F- ajuda a proliferacdo e a diferenciacdo de

células osteoblasticas [62,63].


https://en.wikipedia.org/wiki/Streptococcus_mutans

2.3.  Vidros Bioativos

O primeiro vidro bioativo, conhecido como Bioglass® 45S5, foi sintetizado por
Larry Hench, professor da Universidade da Florida, entre o final da década de 60 e
inicio da década de 70 [3,15,64]. Esse vidro apresentava em sua composic¢ao: 45% silica
(8102), 24,5% 6xido de célcio (Ca0), 24,5% 6xido de sédio (Na2O) e 6% pentdxido de
sédio (P20s), em %wt [11]. Tal composi¢do foi selecionada para fornecer grande
quantidade de CaO com uma pequena quantidade de P.Os a matriz Na>O-SiO [11,65].
O diagrama terndrio de Hench, Figura 2, esboca o comportamento biolégico dos vidros

silicatos em fun¢do da composicao.

Reabsorvivel

CaO (MgO) Na:0 (K=0)

Figura 2 - Diagrama ternério de Hench para o 45S5. Fonte: Adaptado de Gutierres et al, (2006) [16].

Segundo esse diagrama, vidros pertencentes a zona A estabelecem unido com o
0ss0; os vidros da regido B tem comportamento bioinerte, ou seja, ndo ha ligacdo ou
rejeicdo com o tecido hospedeiro; em C encontram-se os que sio reabsorviveis; aqueles
que pertencem a D ndo tem interesse biomédico; na regido E estdo as composi¢gdes que
possuem maior indice de bioatividade, ligam-se tanto aos tecidos 6sseos quantos aos
tecidos moles [11,16,17].

O nome biovidro € utilizado apenas para o Bioglass® 45S5 e ndo como um termo
geral para outros tipos de vidros bioativos [21]. Para a realizagdo de testes in vitro, o
4585 era imerso em solucdo de dgua destilada tamponada com tris-hidroximetil-amino-
metano e dcido cloridrico com pH de 7,25 a uma temperatura de 37 °C. Esses testes
mostraram que em um breve intervalo de tempo, ocorria uma reagdo superficial no 45S5

que era composta de multiplos estdgios resultando na formagdo de uma camada de
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apatita de hidroxi-carbonato biologicamente ativa. Apds andlises foi constatada que essa
fase apresentava grande similaridade estrutural e quimica a estrutura mineral 6ssea [66].
Ja os testes in vivo, demostraram que a regeneragdo Ossea produzida pelo Bioglass®
4585 era mais rapida e de maior qualidade se comparada com a hidroxiapatita sintética
[66,67].

O primeiro uso cirdrgico bem sucedido do Bioglass® 45S5 foi em substitui¢do
aos ossiculos do ouvido médio (situado entre a membrana do timpano e as estruturas do
ouvido interno) para tratamento da perda auditiva condutiva [11]. Apds o implante, o
biovidro € dissolvido em ambientes fisiologicos e ativa os genes que controlam a
osteogéneses, 0 que favorece a producao e o crescimento de 0ssos naturais por meio da
formacdo de uma camada de hidroxicarbonato de apatita carbonatada, HCA [23].

O desenvolvimento do Bioglass® 45S5 permitiu o avanco de pesquisas e sinteses
de outros tipos de vidros, com diferentes formulacdes, para diferentes aplicagdes na
medicina [23,64,68-70]. Atualmente os vidros bioativos basicamente dividem-se em
trés grupos: os silicatos (baseados em Si0») que inclui 0 45S5; os boratos (baseados em
B203) e os fosfatos (baseados em P2Os) [68]. Os vidros bioativos apresentam vantagens
em relacdo aos outros tipos de biomateriais porque possuem rdpida taxa de reagdo
superficial. Entretanto, exibem desvantagens como baixa tenacidade a fratura e fraqueza

mecanica [66].

2.4. SBF (Simulated Body Fluid)

Um material é bioativo quando ocorrer, apés o implante, a formacdo de uma
camada de hidroxiapatita em sua superficie [71]. Essa camada de HAp ird promover
forte ligacdo entre o tecido Osseo € o material implantado. A bioatividade e o tempo
para que ocorra interacdo entre o implante e o tecido Osseo sdo inversamente
proporcionais, ou seja, quanto maior for a bioatividade do material, menor é o tempo de
adesdo do organismo ao implante [71].

Para avaliar as mudangas superficiais que ocorrem em vidros ou ceramicas
bioativas, no inicio dos anos 90, Kokubo juntamente com seus colaboradores
desenvolveram um simulador de fluido corpéreo, acelular, denominado SBF, do Inglés
Simulated Body Fluid, que apresentava concentragdes 10nicas € de pH proximos aos do
plasma sanguineo [72,73]. Os testes in vitro de bioatividade realizados com o SBF

apresentavam grandes similaridades com os testes in vivo feitos em cobaias. Diante
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disto, a utilizacdo dessa substancia permitiu a diminuicdo do ndmero de animais
sacrificados [71].

A Tabela 3 apresenta a comparacdo das composi¢des quimicas entre o plasma
sanguineo e a solu¢do SBF de Kokubo e Takadama. Além de formulagdes corrigidas e

revisadas de SBFs propostas por outros pesquisadores [74].

Tabela 3 - Concentracgdes idnicas do plasma sanguineo e de solu¢des SBFs. Fonte: Adaptado de Kokubo
e Takadama 2006, [74].

Concentracao ionica (mmol)

Na* K* Mg* Ca* ClI- HCOs; HPO?% SO%

Plasma Sanguineo 142,0 50 1,5 2,5 103,0 27,0 1,0 0,5
Humano
SBF Original 1420 50 1,5 25 148,8 42 1,0 0,5

SBF Corrigido (c-SBF) 1420 50 1,5 25 1478 42 1,0 0,5
SBF Revisado (r-SBF) 1420 50 1,5 2,5 1030 270 1,0 0,5

De acordo com a Tabela 3, as concentragdes 10nicas do plasma sanguineo e do r-
SBF sao similares. Ja o SBF original e o ¢c-SBF sdo ricos em ions Cl e pobres em HCO3
[74].

Para que a solucdo SBF seja preparada, certos cuidados devem ser seguidos. Os
recipientes de preparo devem ser todos de pléstico, sem ranhuras e de superficie lisa.
Recipientes de pléstico que apresentem ranhuras, podem induzir a precipitacao de HAp
resultando em um falso positivo. Além disso, a presenga de contaminantes ou o mau

preparo da solucao pode inutilizé-la [71].

2.5. Bioatividade de vidros boratos

Até a descoberta da capacidade de um material vitreo promover atividade de
osteocondu¢do por meio de sua bioatividade, nenhum outro material sintético
demonstrava-se suficientemente bioativo para formar ligacdo Ossea sem que
apresentasse qualquer tipo de reagdo contraria ao corpo humano [17]. Nos dltimos anos,
as pesquisas voltadas para os vidros bioativos buscam desenvolver materiais que, além
de possuirem excelentes propriedades bioativas, possuam também taxas de degradacdo
controlada [18]. Os resultados de alguns estudos mostraram que o Bioglass® 45S5,
quando em contato com fluidos corpdreos, exibe taxa de conversdo em apatita lenta e

incompleta. Diante dessas limitagdes, varios outros tipos de vidros bioativos com



diferentes composi¢des quimicas vém sendo pesquisados, entre eles estdo os vidros a
base de boro cujo principal formador de rede é o B2O3; em vez de SiO2 [18,75].

O papel do boro ainda ndo € bem conhecido na dieta humana, entretanto, esse
elemento exerce importantes fun¢des nos processos da vida, como por exemplo, na
embriogénese, no crescimento € na manutengdo dos 0ssos, no sistema imunoldgico e
nas habilidades psicomotoras [76]. Os vidros boratos possuem elevada bioatividade
devido a sua baixa durabilidade quimica e taxas de dissolu¢do rdpida. Com isso,
apresentam maior facilidade de conversao em hidroxiapatita que os vidros silicatos
bioativos. Além disso, apresentam efeitos osteogénicos, permitindo a adesdo celular
(osteoblastos), o crescimento, regeneracdo e a manutengdo dos ossos [13,68,77,78].

Algumas pesquisas, mostram que a substituicdo parcial ou total de SiO> por
B>Os3 eleva a capacidade dos vidros bioativos de promoverem regeneracao dssea € 0s
tornam mais susceptiveis a dopagem com outros elementos, tais como Zn, Cu, F, Sr, Mn

e Ag [79].

2.6. O papel da prata na bioativadade de vidros

Por muito tempo acreditou-se que nenhum tipo de material metdlico poderia
ligar-se ao osso e promover atividades bioativas [80]. Entretanto, os resultados de
pesquisas realizadas com titdnio mostraram que esse metal possui elevada habilidade de
formar ligacdo dssea, estabelecendo osteointegracdo. Desde entdo, estudos envolvendo a
adicao de metais aos componentes dos vidros bioativos tornaram-se corriqueiros [80].

Os materiais para implantes fabricados exclusivamente de metal, como, por
exemplo, as préteses de titdnio, possuem boa integridade estrutural, porém apresentam
tempo de vida relativamente baixo. Além disso, podem acarretar a formagdo de tecido
fibroso sobre o implante ocasionando a movimentacdo da prétese e como consequéncia
disto reacdes inflamatorias [80].

Os vidros bioativos sdo materiais prosperos no que se diz respeito a aplicacao de
implantes dentdrios e de ossos, porém ndo possuem forca e dureza suficientes, o que
exclui a possibilidade de uso de implantes unicamente de vidro [16]. Desse modo, um
material vitreo cuja finalidade seja a utilizacdo como implante deve, necessariamente,
possuir caracteristicas de bom desempenho fisico e compatibilidade quimica. De acordo

com Troczynski [81], a adicdo em pequenas quantidades de certos metais de transicdo,
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tais como, Cu, Zn, Fe, Ti, Au e Ag aos vidros bioativos eleva a performance mecanica
do vidro (dureza e fadiga) por meio da dispersdo de particulas metalicas.

Desenvolver um vidro bioativo, que além da capacidade mecanica, apresente
combinacdes de propriedades como bioatividade, biocompatibilidade, elevada atividade
osteogénica e habilidade de combater infec¢des, por meio da liberagdo de agentes
antibacterianos, tornou-se um desafio no campo da engenharia de tecidos [9]. Para
reduzir a incidéncia de infec¢des poés-operatdria, muitos pesquisadores buscam
desenvolver materiais que contenham substancias antibacterianas, ja que certos tipos de
agentes bacterianos possuem elevada habilidade e rapidez de se colonizarem na
superficie de biomateriais, aumentando substancialmente os riscos de infec¢des. Entre
tais substancias antibacterianas encontra-se a prata, cujos efeitos oligodindmicos e a
atividade antibacteriana sao conhecidos desde a antiguidade [9,45,82].

O mecanismo do efeito antibacteriano da prata ainda ndo é completamente
conhecido [1,9]. Mas, sabe-se que a liberacdo de ions de Ag* é responsavel pela acdo
antimicrobiana desse metal [22,32]. Estudos prévios mostram que a propriedade
antibacteriana da prata estd associada a condensacdo e inibicdo do DNA e RNA
bacteriano devido a ligacdo de ions Ag* com essas moléculas [83,84].

Feng et al [9], investigou por meio de microscopia eletronica combinada com
microandlises de raios-X, o mecanismo de inibicdo de ions para as bactérias: Gram-
negativa Escherichia coli (E. coli) e Gram-positiva Staphylococcus aureus (S. aureus).
Nas observagdes feitas por Feng et al, foi constatado certa distin¢cdo entre o mecanismo
de atuacdo dos fons de Ag* nessas duas bactérias. A S.aureus possui um sistema de
defesa muito mais forte que a E.coli, pois sua parede celular é constituida de uma
espessa camada de peptidoglicano, uma espécie de polimero formado por aminoécidos e
acucares, cuja fungdo € proteger o citoplasma [9]. Desse modo, a parede celular mais
espessa protege o meio interno da penetragdo dos ions de Ag* [9].

Embora a liberacdo de prata a partir da estrutura do vidro seja um fator desejavel
para induzir efeitos antibacterianos, altas concentragdes i0nicas desse metal podem
induzir efeitos citotéxico ao organismo [1]. Portanto, é necessario encontrar uma janela
de concentracdo de Ag que promova a atividade antibacteriana e que ndo seja toxica as
células [1,32,85]. De acordo com Chernousova [32], enquanto um range de
concentracdo de Ag de 0,1-20 mg/L € eficaz contra organismos unicelulares, um range

de concentracdo ao redor de 1-10mg/L induz efeitos citotoxicos as células eucaridticas.
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Dependendo do tipo de microrganismo ou célula, esses valores podem ser diferentes, ou
seja, mudando o ambiente bioldgico tais valores podem sofrer variagao [32].

Vidros com baixas concentracdes de Ag* também podem apresentar toxicidade
devido a substitui¢do de fons de Na* da superficie do vidro por fons de Ag* [1,86].
Além disso, a precipitagdo de cristais de AgCl que podem ocorrem quando a solugdo
entra em contato com fluidos corpéreos podem induzir efeitos citotéxicos as células
osteoblasticas [1,86]. Luo et al [34], em seu trabalho, mostrou que a incorporacdo de
0,75 e 1% de AgrO em peso a vidros boratos ndo produziu nenhum efeito téxico as
células osteobldsticas e fibrobldsticas. No entanto, vidros dopados com 2% em peso de

Ag>0 apresentaram toxicidade [34].

2.7. Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentracao bactericida minima
(CBM)

z

A concentracdo inibitéria minima (CIM) € definida como a mais baixa
concentracdo de um composto antimicrobiano que ird inibir visivelmente o crescimento
de certo tipo de microrganismo apds um periodo de incubacdo, que geralmente € de 24
horas. Ja a concentracdo bactericida minima (CBM) é a concentracdo mais baixa de
agente antimicrobiano que ird “matar” o microrganismo [87]. Portanto, a CIM e a CBM
sdo dois importantes parametros para determinar as propriedades bacteriostitica e
bactericida de um material, respectivamente [1]. As CIMs s@o usadas pelos laboratérios
de diagndstico principalmente para confirmar a resisténcia, mas na maioria das vezes
como uma ferramenta de pesquisa para determinar a atividade in vitro de novos

antimicrobianos [87].
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Capitulo 3 — Revisao bibliografica

Neste capitulo serd apresentada uma revisao bibliografica objetivando tracar um
quadro conceitual e tedrico, que possibilitard a discuss@do dos dados obtidos nesta

pesquisa.

3.1. Comportamento do pH da solucio SBF durante a dissolu¢io de vidros
dopados com prata

Nos dltimos anos, varios estudos sobre uma ampla variedade de sistemas vitreos
dopados com prata estdo sendo reportados na literatura. O grande grau de interesse
nesses materiais € motivado por suas inimeras aplicacdes como biomateriais. Kamal
[88], analisa a bioatividade, in vitro, de uma série de vidros boratos dopados com 0, 1,
2,4 e 10% de Ag>O, em peso. Os resultados das medidas de pH em funcdo do tempo de

imersao das amostras vitreas em SBF, estdo exibidos na Figura 3.
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84 |-
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~+-B8 4% 40,0
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16

74 1 L 1 1 1
a 0y 00 300 400 = B
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Figura 3 - Valores de pH do SBF em diferentes intervalos de tempo. Fonte: Adaptado de Kamal (2014),
[88].

Por meio dos resultados, verifica-se que durante o periodo de imersdo, o
comportamento neutro-alcalino do pH do SBF é andlogo para todas as amostras. No

intervalo de 0 a 50 h, os valores de pH aumentaram linearmente, tendendo a saturacao

13



no decorrer do periodo de imersdo. Esse aumento da alcalinidade € devido ao sistema de
troca i0nica de fons alcalinos da superficie dos vidros com os fons H*, H3O0* e OH" da
solucdo.

Em outro trabalho, Kamal et al [89], avalia o comportamento do pH de solucdes
SBF durante o periodo de imersdo de vidros pertencentes ao sistema B203-Na,O-CaO-
P>Os dopados com 2%, em peso, de Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni e Cu. A Figura 4, exibe o
grifico de pH da solucdo SBF durante o periodo de imersdao dos vidros. Observa-se
também um aumento linear até aproximadamente o décimo dia de imersao e a partir de

entdo os valores tornam-se constates, o que indica a saturagdo do fluido.

88
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. |
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i ——Cr
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| »—Fe
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12]
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Tempo de imersio (dias)

Figura 4 - Variacio do pH da solu¢do SBF contendo amostras de vidro boratos dopados com Ti, V, Cr,
Mn, Fe, Co, Ni e Cu. Fonte: Adaptado de Kamal e Abdelghany (2015), [89].

Wang et al [90], investigou o comportamento do pH da solu¢do SBF durante o
periodo de sessenta dias de imersdo de vidros borosilicatos sem adi¢do de Ag (BG) e
com 0,05, 0,5 e 1% Ag>0O, em peso de Ag>O. A Figura 5 apresenta o grafico do pH do

SBF em fung¢do do tempo de imersdo dos vidros estudados.
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Figura 5 - Variagdo do pH da solugdo SBF contendo amostras de vidro borossilicatos dopados com prata.
Fonte: Adaptado de Wang et al (2015), [90].
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Nas duas primeiras semanas de imersdo, o pH cresce linearmente e tende a
saturacdo a partir da segunda semana. Deste modo, conclui-se que hd uma maior
atividade de trocas i0nicas entre os ions alcalinos pertencentes a rede do vidro bioativo e

os ions presentes no fluido nas primeiras semanas de imersao.

3.2. Analise da bioatividade de vidros dopados com prata por meio da técnica de
difracao de raios-x (DRX)

Ciraldo et al [91], investigou pela técnica de DRX a conversdo, em
hidroxiapatita, de um vidro silicato pertencente ao sistema SiO»-CaO-P>0Os dopado com
0,8%, em mol, de Ag>0. A Figura 6 exibe os difratogramas para a amostra nomeada

Ag-MBG, ap6s imersdao em SBF durante 4 h, 1 e 3 dias.
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Figura 6 - DRX para a amostra do vidro Ag-MBG, imersa em solucdio SBF por 4h, 1d e 4d. Fonte:
Adaptado de Ciraldo et al (2018), [91].

Os picos estreitos localizados ao redor de 28° e 46°, presentes em todos os
difratogramas, estao associados ao AgCl devido a reagao de fons de Ag* liberados do
vidro com ions CI- do SBF. Os picos presentes em 26° e 32° sdo atribuidos a conversao
do material em HAp.

Em outro trabalho, Sharifianjazi et al [92] investigou os efeitos da adi¢cdo de 2, 4
e 6 mol% de Ag,O na bioatividade de vidros pertencentes ao sistema SiO> — CaO —
P>0Os. Os difratogramas dessas amostras apos 7 dias de imersdo em SBF estio exibidos

na Figura 7. Observa-se que o aumento da dopagem de Ag,0 favoreceu o incremento na
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intensidade e na quantidade de picos relativos a prata. Isso se deve, ao aumento de prata
metélica na estrutura do vidro. Verifica-se ainda que os picos de hidroxiapatita sofrem

decréscimo da BG-2Ag>,0 a BG-6Ag>0.
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Figura 7- Difratogramas das amostras BG-2Ag20, BG-4Ag20 e BG-6Ag20 apéds 7 dias de imersdo em
SBF. Fonte: Adaptado de Sharifianjazi et al (2017), [92].

Wang et al [90], demonstra por meio de DRX que a adi¢cdo de uma baixa
quantidade de AgrO ndo afetou a formacdo de apatita (hidroxiapatita) em vidros
borossilicatos. Na Figura 8 sao mostrados os espectros de raios-X para uma amostra
denominada BG-1Ag dopada com 1% em peso de Ag>O no periodo pré-imersao (0 dias)

e poés-imersao (14 e 90 dias).

| °HA
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. |
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’ _ oy

A BG- 1.0 Ag 14 dias
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Figura 8 - Espectros de DRX para a amostra BG-1.0Ag antes e apds imersdo em SBF por 14 e 90 dias e
padrdo de DRX referéncia para a hidroxiapatita cristalina. Fonte: Adaptado de Wang et al (2015), [90].

De acordo com o padrdo de referéncia de DRX para HAp, os espectros das
amostras BG-1.0Ag imersas na solu¢ao SBF por 14 dias e 90 dias, indicam a conversao
do vidro em HAp. Os pequenos picos localizados em 28°e 46° sdo correspondentes ao

AgClL
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3.3. Analise da bioatividade de vidros dopados com prata por Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Por meio da técnica de FTIR, Krishnamacharyulu et al [93], examinou a
influéncia da variacdo de uma pequena quantidade (2 %mol) de Ag>O na bioatividade
do vidro pertencente ao sistema B2O3 - SiO; - P2Os - Na;O — CaO. A Figura 9 apresenta
o espectro FTIR (modo transmitincia, entre a faixa de 400 a 4000 cm™') e as atribui¢des

das bandas, antes da imersao do vidro em SBF.
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Figura 9 - Espectro FTIR para a amostra Ag2.0 antes da imersdo na solu¢do SBF. Fonte: Adaptado de
Krishnamacharyulu et al, (2018) [93].

A Figura 10 compara os espectros FTIR antes e apds a imersdao da amostra em
SBF e exibe o padrao FTIR para a HAp. Observa-se o desaparecimento das bandas 710

cm’!, 776 cm!, 1286 cm! e 1454 cm! presentes no espectro FTIR da amostra antes da
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imersdo em SBF. A intensa banda em torno de 1022 cm’!, apés a imersdo, pode ser
descrita como a superposi¢do da banda vibracional pertencente ao strefching em grupos
PO4 (pertencentes a HAp) com bandas de unidades BO4 do vidro. A banda em 606 cm™!,
correspondente as vibragdes Ag-O, sofre um incremento em sua intensidade. Esse
fendmeno pode ser explicado, como uma superposicao de bandas vibracionais P-O do
tipo bending em unidades PO4 e vibragdes Ag-O. As bandas em 1420 cm™! e 1637 cm'!,
exibidas no espectro FTIR apds imersdo das amostras em SBF sdo atribuidas a
ressonancia C-O em grupos funcionais CO3%, indicando a formacdo de hidroxiapatita
carbonatada na superficie do material. A intensa banda em 3435 cm! é devido ao modo

vibracional do tipo stretching do grupo O-H.
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Figura 10- Espectros FTIR para a amostra Ag2.0 antes (Al) e depois (DI) da imersdo em SBF e espectro
FTIR para a Hidroxiapatita (HAp). Fonte: Adaptado de Krishnamacharyulu et al, (2018) [93].

El-Batal et al [94] verificou, por meio de espectroscopia FTIR, a influéncia da
adi¢do de 0,5% e 1%, em peso, de AgNOs3 na bioatividade de vidros pertencentes ao
sistema B>03-NaxO-CaO. As andlises foram realizadas antes e apds imersdao das

amostras vitreas em solucdo de fosfato durante duas semanas. A Figura 11 apresenta os
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espectros FTIR paras as amostras (Base, 0,5Ag e 1,0Ag) antes do tratamento em
solugdo fosfato. Os espectros mostram trés bandas bem definidas na regido espectral
compreendida entre 400-1600 cm™'que sdo caracteristicas de vidros boratos. Associa-se

a banda de centro em 3446 cm ™! s vibragdes OH da dgua ou grupos BOH.
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Figura 11 - Espectro FTIR das amostras (Base, 0,5 Ag e 1,0 Ag) antes da imersao em solucao fosfato.
Fonte: Adaptado de El-Batal et al (2017), [94].

Na Figura 12 sdo apresentados os espectros FTIR apos imersdao das amostras em
solucdo fosfato por um periodo de duas semanas. Comparando as Figuras 11 e 12
observam-se a ocorréncia de alteragdes espectrais para todas as amostras no periodo
p6s-imersdo. Segundo o autor, o aparecimento dos picos ao redor de 580-600 cm™! e
685-710cm™! indicam a presenca de HAp devido as reagdes entre fons de célcio do

vidro com a soluc¢ao fosfato.
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Figura 12 - Espectro FTIR espectro das amostras (Base, 0,5 Ag e 1,0 Ag) apds a imersdo em solucdo de
fosfato durante duas semanas. Fonte: Adaptado de El-Batal et al (2017), [94].
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3.4  Anadlise da bioatividade de vidros dopados com prata por Espectroscopia
Raman

Saranti et al [95], investigou por meio de Espectroscopia Raman a bioatividade
de uma série de vidros cdlcio borofosfato, apds imersao em SBF por 7 dias. Esses vidros
foram nomeados: C3PB2 de composi¢io 60CaO - 20P,Os - 20B20Os3; C4PB2 de
composi¢do 64Ca0O — 20 B20O3 e C5PB2 de composi¢ao 66,7Ca0O — 13,3P,05 — 20B20s,
todos em %mol. A Figura 13 mostra o espectro Raman desses vidros antes (amostra
C3PB2) e apds imersao na solugdo SBF. Para fins de comparacgao, o espectro Raman da

Hidroxiapatita cristalina (HAp) também & exibido.
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Figura 13 - Espectros Raman das amostras C3PB2 antes da imerséo (Al) em SBF e C3PB2, C4PB2,
C5PB2 ap6s 7 dias de imersdao em SBF (DI). Fonte: Adaptado de Saranti et al (2006), [95].

O espectro Raman do vidro C3PB2 antes da imersdo em SBF é composto, em
sua maioria por bandas atribuidas as vibracdes de unidades fosfato: orto (950 cm™) e
piro (749 cm!, 1035 cm™'). As bandas localizadas em 424 cm'! e 588 cm™! podem ser
atribuidas as vibragdes tetraédricas de unidades fosfatos. O ombro localizado em 1000
cm! é resultado de vibra¢des de unidades piro e/ou ortofosfato juntamente com dtomos

de boro. Todos os vidros, apds imersao em SBF, apresentam espectros Raman
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diferentes daqueles antes da imersdo, indicando a ocorréncia de mudancas estruturais
significativas na superficie desses materiais. Verifica-se que, apds a imersdo, 0s
espectros Raman desses vidros sdo dominados por uma banda muito intensa em 962 cm”
! que corresponde ao estiramento simétrico do POy4 tetraédrico, ligagdo P-O, para a
HAp. Além desta, observa-se a presenga de trés bandas menos intensas em 430 cm’!,
590 cm! e 1070 cm™!' que também sdo atribuidas a formagdo de apatita nas superficies

desses vidros.

3.5. Anadlise da citotoxidade e das propriedades antibacterianas de vidros
dopados com Ag,0O

Luo et al [34] mostrou em seu trabalho que a incorporacido de 0,75 e 1% em
peso de AgoO a vidros boratos ndo produziu nenhum efeito téxico as células
osteobldsticas e fibroblasticas de ratos. No entanto, vidros dopados com 2% em peso de
Ag)O apresentaram toxicidade. Na Figura 14 estdo apresentadas as imagens da
morfologia de células osteobldsticas MC3TE-E1 cultivadas por 48 h em meio contendo
esses vidros dissolvidos. De acordo com o autor houve um aumento no quantitativo
dessas células para os meios contendo dissolu¢do dos vidros sem adi¢do de Ag, com
0,75 e 1% em peso, de Ag. Entretanto, houve um decréscimo considerdvel da

quantidade de células na presenga de meio contendo 2% de Ag (d).

- SRV WEN \
Figura 14 — Imagens de células osteoblasticas MC3T3-E1, obtidas por microscépio 6ptico, cultivadas por
48 h em meio contendo os vidros BG, BG-0,75Ag, BG-1Ag e BG-2Ag. Fonte: Adaptado de Luo et al
(2010), [34].
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Wang juntamente com seus colaborados [90], avaliaram os efeitos de scaffolds
de vidros borosilicatos com quantidades variadas de Ag>O (0-1,0% em peso) na
viabilidade celular de células pré-osteoblasticas murina MC3T3-E1 que foram
cultivadas em extratos contendo os scaffolds dissolvidos. A Figura 15 mostra os
resultados do ensaio de proliferacdo dessas células. Para cada grupo, o crescimento
celular aumentou com tempo de incubagdo (1 a 7 dias), entretanto nao houve diferenca
significativa entre os grupos com erro aproximado de 0,05. Isso indica que a adicdo de

Ag nao provocou nenhum efeito téxico a proliferacao celular.
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Figura 15 - Medida quantitativa da proliferacdo celular de células MC3T3-E1 cultivadas em extratos
contendo scaffolds de vidros no periodo de 1, 3 e 7 dias. Controle: sob condicdes de cultura idéntica, sem
que haja vidros dissolvidos. Fonte: Wang et al (2015), [90].

No trabalho de Balamurugan et al [96] foi avaliado a atividade antibacteriana de
um vidro silicato, sem a adicio de AgoO (BG), e de um outro vidro de mesma
composi¢do, porém com a adicdo de 5% em mol de AgoO (AgBG). Nesse trabalho
utilizou-se como microrganismo teste a bactéria E. coli. A Figura 16 mostra os
resultados da viabilidade celular da E. coli em func@o do tempo de incubagdo em meio
contendo uma concentragdo de 20mg/ml de AgBG. Apds 4 h, a viabilidade celular foi
significativamente reduzida e depois de 24h a viabilidade celular estava abaixo do limite
de deteccdo. J4 o vidro BG ndo teve nenhum efeito na viabilidade celular da E. coli. O
autor atribuiu exclusivamente a acdo antibacteriana do vidro AgBG a liberacdo de ions

Ag* da matriz vitrea.
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Figura 16 — Viabilidade celular da E.coli em funcdo do tempo de incubagéo em meio contendo 20 mg/ml
de vidros de AgBG e BG dissolvidos. Fonte: Balamurugan et al (2008), [96].

Bellantone et al [28], em seu trabalho, investigou e comparou as propriedades
antibacterianas de trés vidros bioativos: o 45S5 Bioglass, um vidro silicato dopado
Ag>0 (2% em peso) (AgBG) e um vidro silicato sem adicao de Ag>O (BG). E. coli (-),
P. aeruginosas (-) e S. aureus (+) foram utilizadas na investigacdo. A Figura 17 mostra
os resultados da viabilidade celular dos trés microrganismos em funcdo da massa dos

vidros durante 20 h de incubacao.
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Figura 17 - Viabilidade das bactérias E.coli, P.aeruginosa e S.aureus em fun¢io da massa dos vidros
45SS, BG e AgBG. Fonte: Adaptado de Bellantone et al (2002), [28].
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De acordo com o autor, a linha de inoculagdo inicial foi estimada para detectar
o CIM das amostras, valores abaixo da linha de inoculagdo indicam a capacidade
bacteriostitica do material. Assim, as concentracdes de AgBG utilizadas exibiram um
efeito bacteriostidtico em concentracdes semelhantes para cada uma das bactérias sob
investigacdo. A amostra BG e o 45S5 Bioglass ndo tiveram efeitos bacteriostiticos sob

a viabilidade de nenhuma das bactérias testadas.
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Capitulo 4 - Materiais e Métodos

4.1. Preparacao das Amostras

Os vidros do sistema cdlcio-borato foram sintetizados na Unidade de Preparacao
e Caracterizacdo de Materiais da Universidade Federal do Maranhdao — Campus
Imperatriz, nos Laboratérios de Espectroscopia Optica e Fototérmica (LEOF). Os
reagentes utilizados para a sintese das amostras foram: triéxido de boro (B203),
pentoxido de fosforo (P.Os), carbonato de calcio (CaCOs), carbonato de sédio
(Na2CO3), fluoreto de célcio (CaF»>) e 6xido de prata (Ag>0O) todos da marca Sigma-
Aldrich (pureza >99,98%). Na composicao dessas amostras, os reagentes B2O3, P>Os,
CaO, CaF» foram mantidos constantes, enquanto Na,O e Ag>O foram variados de 20-
19,25 e 0-0,75 mol%, respectivamente. As codificacdes dos vidros e suas composi¢oes

em % molar (mol) e % peso estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4 - Composicao (% peso (wt) e % molar (mol) e cédigos das amostras sintetizadas).
Amostras B203(%) P20s(%) CaO(%) Na>0(%) CaF2(%) Ag20 (%)
mol wt mol wt mol wt mol wt mol wt mol | Wt
Base(Ag0) | 59,5 | 60,02 | 2,0 | 411 | 95 | 7,71 | 20,0 | 1796 | 9,0 | 10,18 | 0,0 0

Ag025 [595] 59,65 | 2,0 | 408 95 |7,67]| 19,75 | 17,96 | 9,0 | 10,11 | 0,25 | 0,83
Ag0,50 | 5951 5929 | 20 | 406 95 | 762 19,5 17,30 | 9,0 | 10,05 | 0,50 | 1,65
Ag0,75 | 595 5893 | 2,0 | 403 | 95 | 7,58 | 19,25 | 1697 | 9,0 9,99 10,75 | 2,47

Inicialmente, realizou-se a pesagem do carbonato de cdlcio (CaCO3) em uma
balanca analitica, modelo AUW220D da SHIMADZU. Logo em seguida, o CaCOs3 foi
colocado em um cadinho de platina e levado a um forno de atmosfera a ar (marca
JUNG) a 900 °C para a realizacdo da calcinacdo, processo que consiste na perda de gas
carbonico (CO.) e obtengdo de 6xido de cdlcio (CaO). Apds esse processo, o CaO foi
adicionado aos outros componentes e misturados em um almofariz de dgata. Depois,
essa massa homogeneizada foi transferida para um cadinho de platina e levada ao forno
para que ocorresse a fusao da mistura.

A massa fundida foi vertida em um molde de aco inoxiddvel aquecido
previamente a uma temperatura abaixo da temperatura de transi¢ao vitrea (Tg). Apos
esse processo, realizou-se o tratamento térmico na amostra, por 4 horas, para a redugdo

de tensdes causadas por choque térmico. A Tabela 5 mostra as temperaturas de fusdo e
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de tratamento térmico das amostras. Depois de sintetizados, os vidros foram cortados

em uma cortadeira com serra diamantada e entdo polidos para serem caracterizados.

Tabela 5 - Temperaturas de Fus@o e tratamento térmico.

Amostra Temperatura de Temperatura de
Fusao (°C) tratamento térmico (°C)
Ag0 1150°C 450°C
Ag 0,25 1150°C 450°C
Ag 0,50 1150°C 450°C
Ag 0,75 1200°C 450°C

4.2. Técnicas de caracterizacao

As técnicas de caracterizacdo foram executadas em trés etapas. Na primeira
etapa (antes da imersdo em SBF) foram realizadas medidas de andlise estrutural dos
vidros, por meio das medidas de: difracdo de raios-X (DRX); densidade (p), pelo
Principio de Arquimedes; e vibracionais por Espectroscopia Raman e Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR).

Na segunda etapa, apds a imersdao das amostras em SBF, foram feitas medidas de
DRX, de espectroscopia Raman e de FTIR, objetivando avaliar o crescimento de apatita
na superficie das amostras. Além dessas andlises, realizaram-se medidas de pH da
solu¢do SBF durante todo o periodo de imersdo das amostras.

Na terceira etapa, realizaram-se as andlises de atividade antibacteriana dos
vidros, utilizando as bactérias S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922) e os

testes de citotoxidade utilizando células osteoblasticas MC3T3-E1.

4.2.1. Caracterizagdo Estrutural

4.2.1.1 Difracdo de raios-X

A difratometria de raios-X consiste em uma das principais técnicas de
caracterizacdo microestrutural utilizada para a detecc¢do de fases cristalinas de materiais
[97]. Por apresentarem desordenamento atdomico de longo alcance em sua estrutura,
todos os vidros sdo caracterizados como sélidos amorfos [98]. Portanto, os padrdes de

DRX desses materiais exibem bandas largas e de baixo angulo. Nos materiais
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cristalinos, como por exemplo a HAp, o arranjo dos dtomos ocorre de forma regular,
obedecendo a determinada orientacdo no reticulo cristalino. Assim, seus difratogramas
apresentam picos de difracdo estreitos e intensos [53]. Quando um feixe de raios-X
incide sobre uma amostra, ele pode sofrer espalhamento eldstico sem que ocorra perda
ou dispersdo de energia dos elétrons. Nesse caso, quando um féton colide com um
elétron, sua trajetdria € alterada, entretanto, a energia e a fase do féton incidente sdo
mantidas [97]. Um material que possui estrutura cristalina apresenta espacamento
atdmico da ordem do comprimento de onda dos raios-X incidentes [99]. A condi¢do
necessdria para que haja difragdo (interferéncia construtiva) é expressa pela condi¢do
conhecida como Lei de Bragg (equacgdo 1) [97,100].

Considerando dois planos de dtomos, paralelos, A—A’ e B-B’ (Figura 18), em
que d € a distancia interplanar, 6 ¢ o angulo de incidéncia dos raios-X, A ¢ o
comprimento de onda da radiacdo incidente, se um raio incidente (1), em fase, toca na
camada atdmica superior no ponto P e um segundo feixe (2) continua até que é
espalhado para o dtomo Q na segunda camada, para que esses raios continuem se
propagando em fase, o segundo raio terd que viajar uma distancia SQ + QT, que deverd
ser um multiplo inteiro de A. Aplicando trigonometria basica em um dos tridngulos
retangulo, obtém-se a Lei de Bragg denotada pela Equacao 1 [97,98,100]. Neste caso, n
¢ a ordem de reflexdo que assume qualquer nimero inteiro. A Lei de Bragg € satisfeita
quando os raios sdo espalhados em fase ocorrendo interferéncia construtiva (fendmeno

da difracao) [97].
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Figura 18 — Fendmeno de difragdo de raios-X . Fonte: Adaptado de Callister (2016), [98].
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Neste trabalho, utilizou-se a técnica de difracdo de raios-X para dois fins:
confirmar a natureza amorfa das amostras antes da imersdo em SBF e examinar o
crescimento da camada de apatita na superficie dessas amostras apds a imersdao em SBF.
As medidas foram realizadas pelo Prof. Dr. Adenilson Oliveira dos Santos no
Laboratorio de Difragcdo de Raios-X (LDRX) da UPCM. O equipamento utilizado foi o
Empyrean da marca Panalytical, Figura 19, de geometria parafocal Bragg-Brentano,

com varredura angular entre 10° ¢ 60° (20), com passo de 0,02 em 2 segundos.

Figura 19 - Difratdmetro Modelo Empyrean da PANalitical (LDRX - UFMA).

4.2.1.2 Medida de densidade

A densidade dos solidos é uma das propriedades fisicas mais simples que podem
ser medidas. Por meio dessa técnica, € possivel obter informacdes importantes acerca da
estrutura do material [101]. A densidade dos vidros depende quase que inteiramente de
sua composi¢do quimica, assim, ela € utilizada para analisar as mudangas estruturais
decorrentes da adi¢do ou da substituicdo de dopantes. Outro parametro importante,
diretamente ligado a distribui¢ao espacial dos ions pertencentes a estrutura dos vidros, é
o volume molar. Variacdes no volume molar indicam mudancas estruturais relacionadas
a formacao ou modificacao na rede vitrea [101,102].

Neste trabalho, as medidas de densidade e de volume molar dos vidros, foram
realizadas com base no principio de Arquimedes. O calculo da densidade p € obtido

empregando a Equacao 2.
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— me 2
p= Me — My PL (2)

Em que m, € a massa da amostra, em ar, my,, € a massa aparente da amostra, em

dgua, e p; a densidade do liquido. O célculo do volume molar dos vidros (1;,,) foi obtido

por meio da Equagdo 3:

Vo= 2 3)
p
Neste caso, M € a massa molecular da amostra e p a sua densidade. A unidade
de volume é o grama por centimetro ctibico (g/cm?). As medidas de densidade dos
vidros foram realizadas no Laboratério de Espectroscopia Optica e Fototérmica (LEOF)
da UPCM, utilizando uma balanca analitica modelo AUW220D da marca SHIMADZU

com precisdo de 0,01 mg, considerando o valor da densidade da dgua p = 0,99707 g/cm3

a25°C.
4.2.1.3 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman € uma técnica espectroscopica utilizada para obter
informacdes sobre a composicdo quimica, geometria e ligacdo molecular de uma
espécie a ser estudada [103]. Nesta técnica, uma pequena drea de uma amostra €
iluminada com um feixe de radiagdo monocromatica de baixa poténcia. Quando os
foétons provenientes dessa radiacdo eletromagnética interagem com as moléculas do
material, eles sofrem espalhamento em todas as direcdes, sendo que uma pequena parte
desses fotons € inelasticamente espalhada, ou seja, sua frequéncia (ou comprimento de
onda) € diferente daquela radiacdo incidente. Deste modo, os fétons espalhados
inelasticamente “trazem” a informagao da vibragdo molecular. Cada espécie quimica
fornece um espectro Raman que é como sua impressao digital [104,105].

A espectroscopia Raman é uma ferramenta importante para avaliar materiais
bioldgicos. A deposi¢do de hidroxiapatita em ossos e dentes, por exemplo, pode ser
explorada por meio dessa técnica [106]. Atualmente, ela é bastante utilizada na
caracterizacdo de materiais vitreos. Entretanto, como nenhum vidro possui arranjos

atomicos perioddicos e de longo alcance, as andlises vibracionais nesses materiais nao €
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direta. Diante disto, ndo hd nenhuma teoria combinada de vibracdo para explicar todos
0s aspectos vibracionais em materiais que apresentem desordem de simetria em sua
estrutura. Com relagdo aos vidros borato, € dificil fornecer um parecer a interpretacao
tedrica relacionada aos seus espectros Raman. Contudo, é possivel obter informagdes da
presenca de certas unidades estruturais por meio da comparagdo de espectros Raman
desses vidros com componentes boratos, cuja estrutura cristalina ja é conhecida
[107,108].

Para este trabalho, as medidas de espectroscopia Raman foram realizadas no
Laboratorio de Espectroscopia Raman (LER) da UPCM, no qual, utilizou-se um
espectrometro triplo Trivista 557 da Princeton Instruments (Figura 20), que possui um
dispositivo de carga acoplada (Charge-Coupled Device - CCD) resfriado
termoeletricamente por efeito Peltier. O espectrometro possui um laser de hélio-nednio
de comprimento de onda do feixe monocromatico de 632,8 nm (comprimento de onda
da radiacdo monocromatica na regido espectral do vermelho) que incidi sobre o vidro,
que € ajustado em um porta amostra cilindrico de vidro de forma a obter a melhor
focalizacdo do feixe. A coleta dos espectros Raman foi feita no intervalo espectral de 20
cm! até 1500 cm!, com 10 acumulagdes e tempo de aquisi¢do de 60s, com precisdo de

2 cml.

Figura 20 - Espectrometro triplo Trivista 557 da Princeton Instrument (LER — UFMA).
4.2.1.4 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

O espectro de absorcdo no infravermelho tem origem quando a radiacio
eletromagnética que incide sobre a amostra possui uma componente com frequéncia
similar a de uma transicao entre dois niveis vibracionais das moléculas. Geralmente as
vibragdes moleculares dos 4dtomos ocorrem na mesma regido do espectro
eletromagnético correspondente ao infravermelho. E valido ressaltar que a absorcdo de

radiagdo € proporcional a concentracdo da unidade molecular que constitui o material. O
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espectro infravermelho possibilita a identificagdo dos compostos por sua identidade
vibracional, ou seja, suas vibragdes moleculares caracteristicas [109,110]. A intensidade
de radiacdo absorvida pode ser expressa em termos de transmitancia (T), Equagdo 4, ou
absorbancia (A), Equacdo 5, sendo que a primeira € obtida pela razio entre a

intensidade incidente (Io) e a transmitida (I) [110].

r=1 4
-7 @

Neste trabalho, as andlises FTIR foram realizadas para verificar a bioatividade
das amostras, complementando os resultados obtidos com a espectroscopia Raman. Para
a execucdo das medidas, utilizou-se o p6 das amostras tratadas em SBF, as quais foram
misturadas com Brometo de Potdssio — KBr (na propor¢ao de 1% de amostra em
pastilhas de 20 mg) e prensadas para formar pastilhas. A obtenc¢do dos espectros ocorreu
no modo de analise absor¢do, com numero de varreduras igual a 16, resolucdo de 4 cm”
I, entre a faixa de 400 a 4000cm™'. Todas as etapas foram executadas no Laboratério de
Espectroscopia Optica (LEOF) da UPCM. Para as medidas FTIR utilizou-se um

espectrometro da marca Bruker modelo Vertex 70V (Figura 21).

Figura 21 - Espectrometro Vertex 70V da Bruker (LEOF — UFMA).
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4.2.2. Propriedades mecanicas

4.2.2.1 Microdureza Vickers

A dureza pode ser definida como a resisténcia a penetracdo de um material por
outro material. Quanto maior a dureza mais resistente ¢ um material [111]. O teste de
microdureza Vickers ¢ um método utilizado para a medi¢ao de dureza em regides muito
pequenas de um corpo de prova. Esse método consiste na penetracdo de um material por
uma piramide de diamante de base quadrada que possui dngulo de 136° entre suas faces
opostas [98].

Para a realizacdo dos testes de microdureza Vickers as fatias dos vidros
receberam um polimento Optico para retirar arranhdes presentes em suas superficies. As
medidas foram feitas na Central Analitica da UPCM da Universidade Federal do
Maranhdo, usando um microdurometro (Shimadzu, HMV-G20). Foram feitas quatro
impressdes Vickers na superficie de cada amostra, aplicando uma carga de indentacao
de 250 mN com tempo fixado em 3 segundo. Os valores de microdureza Vickers sdao

obtidos por meio da Equagao 6:

HV =4— 6)

HV € a dureza Vickers, A é uma constante igual a 1854,5 que leva em
consideragdo a geometria do indentador de diamante de base quadrada, P é a carga
aplicada em kg e d € o comprimento médio da diagonal em mm. Os valores de
microdureza sdo convertidos de kgf/mm? para MPa, multiplicando-se por um valor

constante de 9,8 [27,112].

4.2.3. Bioatividade

4.2.3.1 Testes in vitro em SBF

Um material € bioativo quando ocorrer, apds o implante, a formacdo de uma

camada de hidroxiapatita em sua superficie. Essa camada de HAp ird promover forte

ligacdo entre o tecido dsseo e o material implantado [71].
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Neste trabalho, a solu¢do SBF foi preparada de acordo com as etapas descritas
por Kokubo e Takadama, em que, todos os critérios propostos foram seguidos [74].
Antes da imersdo das amostras em SBF, elas foram fatiadas em uma cortadeira de disco
diamantado e polidas com uma lixa de granulometria n°600, para a formagdo de
ranhuras nas faces do material. Esse processo € importante porque promove um
aumento na superficie de contato das amostras com a solu¢do. Em seguida, os vidros
foram presos verticalmente em um suporte de polipropileno, imersos no interior de
tubos também de polipropileno e fundo no formato conico, contendo 25 ml de SBF.
Depois, os tubos contendo as amostras, foram colocados em um banho-maria a 36,5°C
onde permaneceram por 3, 7, 14 e 21 dias, Figura 22. Durante esse periodo, o pH da

solugdo foi criteriosamente verificado.

Figura 22 - Amostras em banho-maria a 36,5°C.

4.2.3.2 Medidas de pH da solugao SBF

O pH (potencial hidrogenidnico) é comumente utilizado para medir a
concentracdo ionica de hidrogénio em solug¢des aquosas [113,114]. A conversdo de
vidros em hidroxiapatita estd diretamente ligada as alteracdes que ocorrem nas
concentracdes i0nicas de solugdes aquosas. Estas alteracdes implicam no acréscimo do
pH da solugdo [115].

Para esse trabalho, os valores de pH foram obtidos utilizando um pHmetro
microprocessado de bancada — PG1800 da marca Gehaka, com precisao de pH 0,01.
Para a realizacdo das medidas, o pHmetro era previamente calibrado com solugdo

tampao.

33



4.2.3.3 Andlise da atividade de citotoxidade dos vidros sintetizados

A avaliacdo da atividade citotéxica dos vidros boratos foi realizada utilizando
células osteobldsticas MC3T3-E1. As células foram suspensas em Meio Minimo de
Eagle (a-MEM, SIGMA, Alemanha) na propor¢do de 1,0 x10° células/mL, acrescidos
de 10% de soro fetal bovino (FBS, GIBCO), e entdo, em uma placa de 96 pocos, foram
adicionados 100 PL do meio em cada poco e incubados por 24 horas a 37 °C e 5% de
CO,. As amostras vitreas foram diluidas (1, 0,7, 0,4 e 0,1 mg/mL), adicionadas
amonocamada de células e incubadas por 24 h nas mesmas condi¢des. Apds a
incubagdo, 50 pL de solugdo de MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio)
foram adicionados a 2 mg/mL. A placa foi incubada durante 4 horas a 37 ° C com 5%
de CO> (protegido da luz) e adicionados 150 ul de DMSO. A leitura foi realizada num
leitor de microplacas (BIO-TEK Power Wave XS) a 570 nm. Os testes de citotoxidade

foram realizados na Universidade Estadual de Maringa (UEM).

4.2.3.4 Andlise da atividade antibacteriana dos vidros sintetizados

Os microrganismos utilizados para avaliar a atividade antibacteriana dos vidros
boratos foram: S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922), bactérias mais
comuns causadoras de infec¢des relacionadas a cirurgia [1,28,32,84]. Para determinar a
concentracdo inibitéria minima (CIM), cada grupo de bactérias foram examinadas em
dilui¢des de série dupla das amostras, em caldo Mueller-Hinton (caldo MH) com base
em suspensdo bacteriana padronizada de 1,5 x 108 UFC/mL. As suspensdes de indculo
foram diluidas (1:10) em caldo MH para obter uma suspensdo bacteriana de
1,5 % 107 CFU/mL. O intervalo de diluicao em série foi de 1000 ug/mL a 3,9 ug/mL.
Volumes de 5uL da suspensdo bacteriana (107 UFC/mL) foram adicionados a cada
poco. As microplacas foram incubadas em camera umida a 37°C por 24h. A CIM foi
definida como a menor concentracdo das amostras que inibiram completamente o
crescimento das cepas. A concentracdo bactericida minima (CBM) das amostras
também foi avaliada. 10uL. de CIM foram adicionados em placas de petri contendo
caldo MH. As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 h. A leitura do ensaio foi
verificada por meio do crescimento bacteriano. Os valores de CBM foram definidos
como a menor concentragdo de cada amostra que evita o crescimento microbiano nas

placas. Todos os testes foram realizados trés vezes para cada amostra. As andlises da
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atividade antibacteriana bacteriana foram realizadas na Universidade Estadual de

Maringa (UEM).
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Capitulo 5 — Resultados e Discussao

Neste capitulo sdo apresentados os resultados e discussdo das andlises e dos
dados experimentais obtidos neste trabalho. A Figura 23 apresenta as amostras
sintetizadas em suas respectivas concentracdes em %mol de Ag,O. A Figura 24 exibe

essas mesmas amostras cortadas em fatias.

Figura 24 - Amostras dos vidros boratos cortadas em fatias.

A adicdo de prata ndo induziu nenhuma coloracdo aos vidros. Todas as amostras

apresentaram transparéncia e sem a presenca de cristalitos visiveis.

5.1 Propriedades fisicas das amostras antes da imersao em SBF

5.1.1 Difragdo de raios-X (DRX)

A Figura 25 apresenta o padrdao de difracdo de raios-X das amostras antes da

imersdo em SBF:
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Figura 25 - Padrio de raios-X das amostras (Ag 0, Ag 0,25, Ag 0,5 e Ag 0,75) antes da imersdo em SBF.

Observa-se que a incorporagdo de Ag>O ndo induziu a cristalizacdo dos vidros.
Os difratogramas exibidos na Figura 25 confirmam a natureza amorfa dos espécimes.
As duas bandas largas centradas em aproximadamente 20 = 29° e 20 = 47° sdo

caracteristicas de vidros boratos [76].
5.1.2 Densidade e volume molar

Na Figura 22, é apresentado o grafico da densidade e do volume molar em
funcdo de Ag>0O. Observou-se que ndo houve variacao significativa nem na densidade e
nem no volume molar das amostras com a substituigdio do Na>O por Ag,O até a
concentracdo de 0,75% molar de Ag>0.

Em humanos, a densidade mineral éssea total estimada para homens é de 3,88
g/cm? para mulheres - 2,90 g/cm? [116]. Valores aproximados dos resultados de

densidade encontrados para os vidros sintetizados.
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Figura 26 - Densidade e volume molar das amostras (Ag 0, Ag 0,25, Ag 0,50 e Ag 0,75) em fungdo da
concentragdo de Ag,0.

5.1.3 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Na Figura 27, sdo apresentados os espectros FTIR dos vidros boratos antes da

imersao em SBF.

Absorbiancia (u.a.)

400 1000

Niimero de onda (cm)
Figura 27 - FTIR das amostras (Ag 0, Ag 0,25, Ag 0,50 e Ag 0,75) antes da imersao em SBF.
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Como mostra a Figura 27, a espectroscopia FTIR para os vidros boratos

apresentaram modos vibracionais em trés regioes:

e O primeiro grupo de bandas ocorre na regido 470 - 770 cm’! sendo atribuida
as vibragdes do tipo flexdao de segmentos boratos [76,117—-120];

e O segundo grupo de bandas que ocorre na regidgo 770 - 1200 cm™ ¢
caracterizado como vibragdes do tipo stretching de grupos estruturais
tetraédricos BO4 tais como grupos diboratos, triboratos, tetraboratos e
pentaboratos [76,117-120];

e A regido espectral compreendida entre 1200 cm™ e 1600 cm™ € atribuida as
vibragdes do tipo stretching em ligacdes B-O de unidades trigonais BO3 tais

como grupos de anéis metaborato, piroborato e ortoborato [76,117-120].

Na primeira regido espectral estdo presentes duas bandas de absor¢cdo: o pico
centrado em 550 cm™ é devido a modos internos do fon PO, [88]; a banda com centro
em aproximadamente 700 cm' pertence aos grupos BOs [94,121,122]. Na segunda
regido hd uma banda larga com centro em 980 cm™' atribuida as vibragdes do tipo
stretching de grupos estruturais tetraédricos BO4 tais como grupos diboratos, triboratos,
tetraboratos e pentaboratos [76,117-119]. A terceira regido espectral apresenta duas
bandas: uma centrada em 1349 cm™! que € devido as vibragdes B-O tipo stretching em
unidades trigonal BO3 para anéis metaborato e grupos piroborato e ortoborato [123,124]
e outra com centro em 1520 cm™! atribuida a relaxa¢@o assimétrica tipo stretching em

ligacdes B-O de unidades trigonais BOs.

5.1.4 Microdureza Vickers

Os valores de microdureza Vickers obtidos para as amostras vitreas Ag 0, Ag

0,25, Ag 0,50 e Ag 0,75 sao apresentados na Figura 28.
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Figura 28 - Microdureza Vickers para as amostras em func¢éo da concentracido de Ag,0.

Observa-se que houve um decréscimo nos resultados de dureza Vickers com o
aumento na concentracio de Ag>0. Os dados de dureza Vickers variaram de 4,75 a 4,65
GPa para as amostras Base e Ag 0,75. Os valores de dureza de vidros fosfatos dopados
com Ag>0 no trabalho de Aravindan et al [125], também revelaram um decréscimo com
o acréscimo do conteido de Ag>O. De acordo com o autor, o 6xido de prata que € um
modificador de rede, provoca uma disrup¢ao da estrutura do vidro e como consequéncia
gera um decréscimo nas forcas de ligacdes existentes na estrutura do vidro [125]. Os
resultados de dureza encontrados neste trabalho estdo de acordo com os valores para a
dureza de vidros oxidos, entre 2 e 8 GPa [111]. Além disso, os valores encontrados se
aproximam aos valores de dureza para os esmalte do dente humano que € de

aproximadamente 4,88 + 0,35 GPa [126].

5.2  Propriedades fisicas das amostras depois da imersao em SBF

5.2.1 Analise da bioatividade das amostras tratadas em SBF

Ap6s o preparo do SBF, os vidros boratos que ja estavam fatiados foram imersos
em na solu¢do contidas em tubos de polipropileno, e levados ao banho-maria a
temperatura de 36,5°C, os quais permaneceram por 3, 7, 14 ou 21 dias. Durante todo o
periodo foram realizadas as medidas de pH do SBF, um dos critérios de andlise de
bioatividade. A partir do terceiro dia de imersdo, foi possivel verificar leve camada

esbranquicada na superficie das amostras. No vigésimo primeiro dia, as amostras
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apresentavam-se completamente brancas € com uma crosta grossa sobre a sua
superficie, como € possivel verificar nas Figuras 29, 30, 31 e 32. Para analisar o
crescimento de apatita na superficie dos vidros foram realizadas medidas de DRX,

espectroscopia Raman e FTIR.
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Antes da imersdo 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Figura 29 - Foto da amostra Ag 0 antes e ap6s imerséo em SBF pelo periodo de 3, 7, 14 e 21 dias
respectivamente.

Antes da imersao 14 dias

Figura 30 - Foto da amostra Ag 0,25 antes e apds imersdo em SBF pelo periodo de 3, 7, 14 e 21 dias
respectivamente.

Figura 31 - Foto da amostra Ag 0,50 antes e apds imersdo em SBF pelo periodo de 3, 7, 14 e 21 dias
respectivamente.

Antes da imersao i ‘ : 14 dias 21 ;1ias

Figura 32 - Foto da amostra Ag 0,75 antes e apds imersdao em SBF pelo periodo de 3, 7, 14 e 21 dias
respectivamente.
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5.2.2 Medidas de pH

A conversio do material vitreo em apatita estd diretamente associada as
alteracdes que ocorrem no pH do SBF durante o periodo de imersao dos vidros [88].
Diante disto, é importante acompanhar as mudangas que ocorrem na solu¢do por meio
de medidas do pH. Neste trabalho essas medidas foram realizadas ao longo dos vinte e
um dias de imersao.

A Figura 33, ilustra o grafico com os valores do pH da solu¢do SBF em funcao
da quantidade de dias em que as amostras permaneceram imersas. Verifica-se que o pH
inicial da solucdo era de 7,40, para todas as amostras imersas. Entretanto, no decorrer
dos 21 dias de imersdo, o pH variou de 7,40 a 8,36 para a amostra Base (Ag 0); de 7,40
até 8,27 para a amostra Ag 0,25; entre 7,40 e 8,35 para a amostra Ag 0,50 e 7,40 até
8,29 para a amostra Ag 0,75.

Como pode ser visto, o pH da solucdo em fun¢do do tempo, apresenta um
comportamento exponencial, sendo andlogo para todas as amostras preparadas (Fig. 33).
As solugdes SBF tornaram-se rapidamente mais alcalinas a partir do primeiro dia de
imersdo, aumentando linearmente até a segunda semana de imersdao. Apds a segunda
semana, hd uma tendéncia dos valores de pH do fluido SBF ser constante. Resultados
similares foram encontrados na literatura para vidros silicatos, borossilicatos e boratos,

imersos em SBF [18,88-90].

8,6
" Ag0TS = y0 + Al*exp(-(x-x0)/t1
A Ag0s y=y xp(-(x-x0)/t1)
8,4 Ag 0,25
¥ Base X
v B o)
8,2 x
=
= 8,0~
v
78
&
7,6 e
7"l'l'l'l'l'l'l'l'l'l'l

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Periodo de imersio (dias)

Figura 33 - Medidas de pH para as amostras (Ag 0, Ag 0,25, Ag 0,50 e Ag 0,75), durante os 21 dias de
imersdo em SBF.
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As variagdes que ocorrem nos valores de pH da solucdo durante o periodo de
imersdo das amostras, podem estar associadas a trocas das espécies OH", H* e H30 do
SBF com ions alcalinos (Na* e Cay*) pertencentes a rede vitrea. Esse processo de troca
favorece o aumento do pH da solucdo e contribui para a dissolucdo parcial da camada

mais externa do vidro e consequentemente a precipitagdo em apatita [88,90,127].

5.2.3 Difrag@o de raios X apds imersdo das amostras em SBF

As Figuras 37, 38, 39 e 40 exibem os respectivos difratogramas das amostras
Base, Ag 0,25, Ag 0,50 e Ag 0,75 antes e ap0ds o tratamento em SBF durante 3, 7, 14 e
21 dias de imersdo. E, para fins de comparacdo com os difratogramas obtidos, as
Figuras 34, 35 e 36 ilustram os padrdoes de DRX para a hidroxiapatita, fluorapatita e

para o cloreto de prata AgCl, respectivamente.
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Figura 34 - Padrao de DRX para a Hidroxiapatita. Fonte: Adaptado de Scott ef al (2010), [127].
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Figura 35 - Padrao de DRX para a Fluorapatita. Fonte: Adaptado de Scott ef al (2010), [128]
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Figura 36 - Padrio de DRX para o cloreto de prata (AgCl). Fonte: Adaptado de Richardson (1988),
[129].

Para a amostra Ag 0 (sem adicdo de Ag>0), Figura 37, ndo foram observados
picos caracteristicos da formac¢do de apatita no difratograma referente ao terceiro dia
de imersdo. Para o sétimo e décimo quarto dia, ha presenca de dois picos que indicam
a formacao de apatita, em 31,60° e 47,07°, como planos cristalogréaficos (112) e (203),
respectivamente. A intensidade do pico em 31,60° no difratograma correspondente ao
vigésimo primeiro dia € significativamente aumentada. Além disso, ha o aparecimento

de um pico em 28,39° (210) que também estd associado a apatita.
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Figura 37 - Difratogramas da amostra Ag 0 depois da imersao em SBF durante (3,7, 14 e 21 dias).
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Para a amostra Ag 0,25 (Figura 38), verifica-se que o difratograma
correspondente ao terceiro dia de imersdo ndo apresentou picos, o que indica a ndo
formagdo de apatita na superficie do material. Para o ensaio de 7 dias, é possivel
identificar picos estreitos em 20 = 26°, 20 = 27,87°, 26 = 29°, 20 = 32,18 com planos
cristalograficos (102), (210), (112) e (222), respectivamente, que sdo associados a
formacao de apatitas na superficie do vidro [128,129]. O pico em 20 = 46,33° pode estar
relacionado a formacgao de AgCl devido a liberacdo de fons Ag* da superficie do vidro
que reagiram com fons Cl™ da solu¢do SBF [90-92]. Para o ensaio de 14 dias, podem ser
observados o surgimento de dois picos em 20 = 54,71° e 20 = 57,49° que correspondem
ao precipitado de AgCl. Para a amostra imersa por 21 dias, visualiza-se a presenca de

dois novos picos em 25° e 41,5° que sdo pertencentes as apatitas HAp e FA [128,129].
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Figura 38 - Difratogramas da amostra Ag 0,25 depois da imersdo em SBF durante (3,7, 14 e 21 dias).

Na Figura 39 encontram-se os difratogramas para a amostra Ag 0,50 apds o
tratamento em SBF. Para o terceiro dia de imersdo, os picos em 25,10° [201], 27,87°
[102], 29,03° [210], 32,32° [112], 41,58° [131] indicam a formac¢do de apatita,
coincidindo com o padrdao de DRX para a HAp e FA exibidos nas Figuras 34 e 35. Os
picos em 46,34° [222], 54,87° [104] e 57,49° [313] pertencem ao AgCl. Nota-se, que 0s
difratogramas referentes aos periodos 7, 14 e 21 dias mantiveram os mesmos picos do

ensaio de trés dias. Os ensaios de 3, 7 e 14 apresentam similaridades entre as
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intensidades dos picos. Para o ensaio de 21 dias, os picos 32,32° [112], 46,34° [222],
54,87° [104] e 57,49° [313] aparecem mais intensos.
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Figura 39 - Difratogramas da amostra Ag 0,50 ap6s a imersdo em SBF durante (3,7, 14 e 21 dias).

O difratograma relativo ao terceiro dia de imersdao da amostra Ag 0,75 (Figura
40), apresenta picos e planos em 25,01°, 27,81° [102], 32,32° [112] e 46,34° [222] que
s30 menos intensos que os picos da amostra Ag 0,50 para o mesmo periodo. Para os
periodos de 7, 14 e 21 de imersdao na solu¢do SBF, a amostra Ag 0,75, apresenta
similaridade a amostra Ag 0,50 em termos de quantidades de picos para o mesmo

periodo.
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Figura 40 -. Difratogramas da amostra Ag 0,75 depois da imersdo em SBF durante (3,7, 14 e 21 dias).

A Figura 41 apresenta os difratogramas de todas as amostras imersas em SBF

durante 21 dias. Constata-se que a adicao de Ag>O nas quantidades 0,25, 0,50 e 0,75%

mol a base vitrea ndo afetou a formacdo de apatita na superficie dos vidros, havendo

mais picos de apatita nos vidros dopados com Ag que a amostra ndo dopada. De acordo

com Bellantone et al [130], a liberacao de ions Ag em fluidos biolégicos pode facilitar a

formacdo da camada HAp por meio da reducdo das concentracdes de ions calcio e

fosfato que sdo necessdrios para a precipitacio de Hap [130]. Resultados similares

foram obtidos por alguns autores ao examinarem a influéncia de pequenas quantidades

de prata, até 2% mol na bioatividade de vidros boratos e silicatos [90,93]. Além disso,

observa-se que a intensidade dos picos de AgCl € levemente aumentada com o

acréscimo de Ag>0, estando de acordo com a literatura [90-92].
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Figura 41 - Difratogramas das amostras (Ag 0, Ag 0,25, Ag 0,50 e Ag 0,75) depois da imersdo em SBF

5.2.4 Espectroscopia Raman das amostras antes e apos imersdao em SBF

durante 21 dias.

A fim de verificar a formacdo tanto de HAp quanto de FA na superficie do

material vitreo, realizaram-se as medidas de espectroscopia Raman das amostras Base,

Ag 0,25, Ag 0,50 e Ag 0,75, antes e apds a imersdao em SBF nos periodos de 3, 7, 14 e

21 dias. As Figuras 42 e 43 apresentam os espectros Raman padrdo para a HAp e FA,

respectivamente.
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Figura 42 - Espectro Raman padrdo para a HAp. Fonte: Adaptado de Scott et al (2010), [127].
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Figura 43 - Espectro Raman padrio para a FA. Fonte: Adaptado de Scott ef al (2010), [128].

A Figura 44 apresenta os espectros Raman da amostra Ag 0. A Tabela 8
descreve as posicdes das bandas espectrais e suas respectivas atribui¢cdes para esta

amostra.
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Figura 44 - Espectros Raman da amostra Ag 0, antes e ap6s a imersdo em SBF.

Como pode ser observado na Figura 44, o espectro da amostra Ag O antes da
imersdo em SBF apresenta cinco bandas. As bandas localizadas em aproximadamente
491, 770 e 946 cm’! caracterizam-se como estruturas BO4 comumente encontradas em
vidros boratos [107,131,132]. A banda em torno de 707 cm™! pode estar associada ao

estiramento simétrico P-O-P em espécies tetraédricas ligadas por duas pontes de
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oxigénio [75] e estd também presente nos espécimes tratados em SBF durante 3, 7 e 14
dias. A banda em 1266 cm’! ¢ atribuida a vibragdes de unidades piroboratos [107,118].

Do terceiro até o vigésimo primeiro dia de imersdo em SBF verifica-se o
aparecimento de uma banda intensa em 429 cm™! que de acordo com a literatura é
caracteristica da formacao de FA [133—135]. Nos espectros referentes ao décimo quarto
dia e vigésimo primeiro dia de imersdo, uma banda de baixa intensidade em 614 cm™! é
observada. Essa banda também indica indicios de formacdo de FA na superficie da
amostra [133]. Para os periodos de imersdo de 7, 14 e 21 dias, verifica-se uma banda em
958 cm’l. Esta banda, que apresenta similaridades com a banda exibida no padrdo
Raman para a HAp, Figura 42, sobrepde a banda 946 cm™! presente no vidro antes da
imersdo e no terceiro dia de imersdo em SBF. Esse comportamento confirma que a
partir do sétimo dia de imersao em SBF houve conversao da superficie da amostra Base
em HA [95,133-136].

As Figuras 45, 46 e 47 apresentam os espectros Raman das amostras Ag 0,25,
Ag 0,50 e Ag 0,75 respectivamente. A Tabela 7 descreve resumidamente as posicoes

das bandas espectrais e suas identificagdes.
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Figura 45 - Espectros Raman da amostra Ag 0,25, antes e ap6s a imersdo em SBF.
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Figura 46 - Espectros Raman da amostra Ag 0,50, antes e ap6s a imersdo em SBF.
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Figura 47 - Espectros Raman da amostra Ag 0,75, antes e ap6s a imersdo em SBF.

O espectro Raman da amostra Ag 0,25, imersa em SBF por 3 dias, apresenta
bandas em 700 cm™! (caracteristica de estruturas BO4 em vidros boratos) e em 956 cm’!
(caracteristica da formagao de HAp). Para este mesmo periodo, as amostras Ag 0,50 e

Ag 0,75 nao apresentaram bandas caracteristicas de HAp e FA. A tnica banda presente
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no espectro da Ag 0,50 pode ser atribuida a vibragdes de grupos piroboratos ligados ao
P-O. Os espectros referentes ao periodo de 7 dias de imersdo para as trés amostras
contendo Ag>0O, apresentam bandas em 430 cm™! caracteristica da formagdo de FA e em
aproximadamente 956 cm™! que € atribuida & HAp.

Para o periodo de 14 dias de imersdo, os espectros das amostras Ag 0,25 e Ag
0,75 apresentaram a banda localizada em 615 cm™!' também atribuida a FA. Comparando
os espectros de 14 e 21 dias de imersdo, nao houve alteracdo na quantidade de banda
para a amostra Ag 0,25. Para as amostras Ag 0,50 e Ag 0,75 duas bandas caracteristicas

das apatitas HAp e FA sdo observadas em 430 e 958 cm’!, respectivamente.

Tabela 6. Atribuicdes das bandas dos espectros Raman para as amostras Ag 0, Ag 0,25, Ag 0,50 e Ag
0,75, antes e apos imersdo em SBF nos periodos (3, 7, 14 e 21 dias).

Posi(;ﬁ(zc(llla:_sl)b andas Atribui¢oes Raman Referéncias
Degeneracdo dupla do PO, flexdo P-O
429,430 133-135
9 para HAp e FA. [ ]
Vibracdes do tipo stretching (B-O-B) em
491 107
0 unidades BO,. [107]
599,615 Degeneracdo tripla do POy (ligacdao O-P- [133]
O), para a FA.
Estiramento  simétrico P-O-P em
1
707,710 unidades PO4. 73]
Estiramento simétrico B-O de unidades
758,770 BOs tetraédrico e anéis triborato, [107]
tetraborato ou pentaborato.
942, 947 E.stiramento B-O de BOs em grupos [137]
diboratos.
Estiramento simétrico do POy tetraédrico
956,958 ) 95,133-136
(ligacdao P-O) para a HAp. [ ]
1266-1273 zfébpraéées de grupos piroboratos ligados [107.118]

A Figura 47 apresenta os espectros Raman das quatro amostras, imersas em SBF

por 21 dias.
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Figura 48 - Espectros Raman das amostras Ag 0, Ag 0,25, Ag 0,50 e Ag 0,75 imersas em SBF por 21
dias.

De acordo com os dados exibidos na Figura 48 para o vigésimo primeiro dia de
imersdo, todos os espectros Raman das amostras sintetizadas apresentaram bandas em
aproximadamente 430 cm™ e 960 cm! que sdo bandas caracteristicas de HA e FA
[128,129]. Os resultados obtidos na espectroscopia Raman evidenciaram a formacao
dessas duas apatitas na superficie das amostras sintetizadas, confirmando os resultados

de DRX.
5.2.5 Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier

Para verificar a evolu¢do do processo de formacdo de hidroxiapatita e de
fluorapatita na superficie das amostras, a técnica FTIR foi realizada apds os 21 dias de

imersdo dos vidros em SBF, Figura 50. Na Figura 49 encontra-se um padrdo de

referéncia [138], modo transmitancia, para a HAp e FA.
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Figura 49 - Padrdo de referéncia para a HAp e FA. Fonte: Adaptado de Montazeri et al (2011), [138].
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Figura 50 - FTIR das amostras Ag 0, Ag 0,25, Ag 0,50 e Ag 0,75 depois da imersdo em SBF durante
21 dias.

Na primeira regido, hd a presenca de uma banda com dois picos pouco intensos,
centrados em aproximadamente 574 cm™! e 598 cm!. Essa banda indica a formagdo de
hidroxiapatita [77,119,139,140], sendo atribuida a ressonancia P-O no grupo PO4 [77].
A intensa banda com pico centrado em aproximadamente 1042 cm™! € atribuida ao
estiramento assimétrico da ligacdo P-O no grupo PO4 [141,142], sendo caracteristica

tanto da hidroxiapatita [106] quanto da Fluorapatita [138]. Os ombros localizados em
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870 cm™ e em 956 cm!' podem estar relacionados ao grupo PO4>, sendo caracteristicos

da presenga de fluorapatita e fluorohidroxiapatita [138]. O pico localizado em 1410 cm’!

pertence a ressonancia da ligacdo C-O em COs* [77,143,144]. J4 o pico centrado em

1646 cm™ € associado ao grupo OH da banda da dgua [49,73].

A Tabela 9 identifica as bandas FTIR das amostras e suas respectivas

atribuicoes.

Tabela 7. Atribuicdes das bandas dos espectros FTIR para as amostras (Ag 0, Ag 0,25, Ag 0,50 e Ag

0,75) apds imersdo em SBF pelo periodo de 21 dias.

Centro das bandas

1 Atribuicoes FTIR Referéncias
(em”)
574, 598 Ressonancia P_OI?Z grupo POy para a [77.93.119,139,140]
Estiramento assimétrico da ligacdo P-O
876, 956, 1042 89,138,141
do grupo PO4 para a HA e FA. [ ]

Vibragdes B-O tipo stretching em
unidades trigonal BO3 para anéis

1355 metaborato e grupos piroborato e [123,124]
ortoborato.
1410,1480 Ressonancia do C-O. [77,138,143,144]
1646 Grupo OH" da banda da 4gua. [49,73]

Comparando as bandas FTIR das amostras apds imersdo em SBF, verifica-se

que ndo houve alteracdo no formato das bandas devido ao aumento da concentragdo de

Ag>0, estando de acordo com a literatura [88].
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5.3. Analise das propriedades antibacterianas e de citotoxidade das amostras

5.3.1. Atividade antibacteriana das amostras estudadas

Os resultados de CIM e de CBM dos vidros sintetizados neste trabalho estdo
apresentados na Tabela 10. As amostras Ag 0,50 e Ag 0,75 exibiram efeito bactericida
sob a E.coli e bacteriostatico sob a S.aureus. A amostra Ag 0,25 € bacteriostatica, porém
nio é bactericida sob nenhuma das bactérias. O vidro sem adi¢do de Ag.O (Ag 0)
apresentou efeito bacteriostatico sob a bactéria E.coli, entretanto nio exibiu efeitos sob
a S.aureus.

Ainda que os dados de CIM e CBM mostrem que todas as amostras sintetizadas
apresentam alguma atividade antibacteriana sob ambos os microrganismos testados,
nenhum dos vidros sintetizados exibiu efeito bactericida sob a S.aureus. Tal fato deve-
se a existéncia de uma camada de peptidoglicano, uma espécie de polimero constituido
por aminodcidos e acucares que origina a parede celular exterior dessa bactéria

conferindo-lhe resisténcia [9,26,84].

Tabela 8. Resultados de CIM e CBM para os vidros sintetizados.

E. coli (-)25922 S. aureus (+) 25923
Vidro CIM CBM Vidro CIM CBM
(ug/mL) | (pg/mL) (ug/mL) | (ug/mL)
Ag0 1000 >1000 Ag0 >1000 >1000
Ag 0,25 500 1000 Ag 0,25 500 >1000
Ag 0,50 250 250 Ag 0,50 250 >1000
Ag 0,75 250 250 Ag0,75 500 >1000

5.3.2. Atividade de células osteobldsticas MC3T3-E1 cultivadas em meio contendo os
vidros estudados.

A Figura 51 apresenta o gréfico da viabilidade de osteoblastos MC3T3-E1 em
funcado de diferentes concentracdes de cada vidro em andlise. Para as concentracdes de
100 pg/mL, verificou-se que os vidros Ag 0, Ag 0,25 e Ag 0,50 ndo sdo toxicos. Para
essas concentracoes a viabilidade celular estd acima do valor de controle celular que é
de 100%. Por outro lado, a amostra Ag 0,75 mostrou-se toxica as c€lulas osteoblasticas,
que apresentaram viabilidade celular em torno de 88% quando comparada com o
controle. De acordo Kaur et al [70], um composto é toxico quando a viabilidade celular

estd abaixo de 90%. Para as concentracdes de 400, 700 e 1000 pg/mL, nenhuma das
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amostras apresentou toxicidade as células osteobldsticas. Observa-se que em 1000
pg/mL houve um aumento da viabilidade celular para a amostra Ag 0,25 e um

decréscimo significativo da viabilidade celular para as amostras Ag 0 e Ag0,50.

JH Az 0,75

100 400 700 1000
Concentracio vitrea (§ig/mL)

Figura 51 - Viabilidade celular de células osteobldsticas MC3T3E1 em fung@o de diferentes
concentragdes dos vidros sintetizados.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho investigou-se a influéncia da adi¢do de 0,25, 0,50 e 0,75% mol, de
Ag>)O nas propriedades fisicas, na bioatividade, na citocompatibilidade e nas
propriedades antibacterianas de vidros boratos, sintetizados pelo método melt-
quenching. Em termos de propriedades fisicas, os resultados de densidade, volume
molar e microdureza ndo apresentaram mudangas significativas, indicando que a adi¢ao
de AgrO nas concentragdes citadas, ndo alterou significativamente a estrutura dos
vidros. Os difratogramas obtidos por meio da técnica de DRX mostraram que niao houve
a cristalizacio das amostras vitreas com o aumento do conteudo de prata, até 0,75%mol.
Os testes de pH da solucao SBF em que os vidros estavam imersos durante 3, 7, 14 e 21
dias revelaram um aumento da alcalinidade desta solu¢do, indicando a conversao dos
vidros em apatita. As andlises de DRX realizadas apds a imersdo em SBF,
demonstraram a formacgdo de picos que sdo caracteristicos aos padroes de DRX para a
hidroxiapatita e fluoroapatita, encontrados na literatura. As andlises de espectroscopia
Raman e de FTIR confirmaram os resultados de DRX, mostrando que a adi¢do de Ag,O
ndo influenciou a formacgdo de apatita na superficie desses das amostras. Os testes de
citotoxidade, in vitro, realizados com células osteobldsticas, mostraram que todos os
vidros, exceto a amostra com 0,75 %mol para uma concentragdo de 1000 mg/mL, ndo
apresentaram toxidade. As andlises de atividade antibacteriana dos vidros analisados
revelaram que as amostras com 0,50 e 0,75 %mol de Ag>O foram bactericidas contra a
E.coli e bacteriostaticas contra a S. aureus. A amostra com concentracdo de 0,25 %mol
de Ag>0O, mostrou-se bacteriostatica aos dois microrganismos. Ja a amostra Ag 0 foi
bacteriostética contra a E.coli, porém nido demostrou nenhuma propriedade bacteriana
contra a S.aureus. Os resultados obtidos indicam que os vidros sintetizados neste

trabalho apresentam grandes potencialidades de aplicagdes como biomateriais.
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