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RESUMO

A ocorréncia de defeitos nos tecidos oOsseos, resultantes de acidentes, doengas e
envelhecimento, ¢ cada vez mais comum. De modo semelhante, lesdes nos tecidos epiteliais
ocorrem frequentemente, resultantes de fatores como: queimaduras, abrasdes, cortes e ulceras.
fons metalicos, como Zn**, podem ser adicionados aos vidros boratos para melhorar suas
propriedades bioativas, pois este ion tem a propriedade de estimular a osteogénese, a
cicatrizagao de feridas e possui acdo antibacteriana. Nesta pesquisa, amostras vitreas contendo
ZnO com concentragdo de 0-10 mol% ((64-x) B2O3—2P>05—18 CaO-16Na,O—xZnO, x= 0, 1,
2,5, 5, 7,5 ¢ 10 mol %)) foram sintetizadas, pelo método de fusdo/resfriamento, a fim de
confirmar a sua bioatividade e potencial para aplica¢do na regeneracao de tecidos duros e moles.
Foi observado um aumento da densidade e na fragao N4 ¢ diminuicdo do volume molar com a
substitui¢ao de B.O3 por ZnO, indicando que a adi¢do de ZnO modificou a estrutura do material.
Os resultados da anélise térmica diferencial (DTA) mostraram um aumento na temperatura de
inicio de cristalizacdo (Tx) e estabilidade térmica com o aumento da inser¢do de zinco nas
amostras. Por meio da andlise de viabilidade celular todos os vidros mostraram ser nao
citotoxicos em macréfagos murinos RAW 247. Os difratogramas das amostras comprovaram o
carater amorfo destas e os espectros FTIR mostraram bandas caracteristica de vidros boratos.
As radiografias realizadas mostraram que as amostras sdo radiopacas € que o nivel de
radiopacidade aumentou a medida que se aumentou a concentragdo de ZnO. Os vidros foram
imersos por 7, 14, 21 e 28 dias em SBF, a fim de atestar a sua bioatividade. Os valores de pH
do SBF em que as amostras ficaram imersas mostraram que houve uma diminui¢ao da taxa de
troca i0nica entre o material e o SBF com a adi¢do crescente de ZnO. A adi¢do de ZnO
aumentou a estabilidade quimica das amostras, isto foi observado pela diminui¢do da taxa de
degradagdo destas; esse comportamento foi indicado pela andlise de perda de massa das
amostras vitreas apos todos os periodos de imersdao em SBF. Os difratogramas DRX e espectros
FTIR dos vidros, apds imersdao em SBF, indicaram a bioatividade das amostras CaNaB, 2,5%
ZnO e 5% ZnO pela presenca de picos e bandas caracteristicos da formagdo de HA. Todas as
amostras vitreas apresentaram atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e
negativas. Os resultados obtidos indicam o potencial das amostras vitreas para uso em

regeneragao de tecidos 0sseos e possivel uso em regeneracao de tecidos moles.

Palavras chave: Biomateriais. Vidros boratos bioativos. Hidroxiapatita. Zinco. Tecidos

0Sseos.



ABSTRACT

The occurrence of defects in bone tissues resulting from accidents, diseases and aging is
increasingly common. Similarly, injuries to epithelial tissues often occur resulting from factors
such as: burns, abrasions, cuts and ulcers. Metalic ions as Zn>" can be added to borate glasses
to improve their bioactive properties, once this ion has feature of stimulating osteogenesis,
wound healing and antibacterial action. In this research, vitreous samples containing ZnO with
concentration of 0-10 mol% ((64-x) B203—2P,05—18 CaO-16Na,O—xZnO, x=0, 1, 2.5, 5, 7.5
e 10 mol %)) were synthesized by the melt-quenching technique in order to confirm bioactivity
and potential for application in the hard and soft tissues regeneration. An increase in density
and decrease in molar volume were observed with the replacement of B2O3 by ZnO indicating
that the addition of ZnO modified the structure of the materials. The results of differential
thermal analysis (DTA) showed an increase in crystallization onset temperature (Tx) and
thermal stability with increasing zinc insertion in the samples. By cell viability analysis, all
glasses were shown to be non-cytotoxic. The diffractograms of samples confirmed their
amorphous character and FTIR spectra showed characteristic bands of borate glasses. The
radiographs showed that the samples are radiopaque and that the level of radiopacity increased
as the ZnO concentration increased. The glasses were immersed in SBF for 7, 14, 21 and 28
days to attest their bioactivity. The pH values of SBF showed that there was a decrease in ionic
exchange rate between the material and the SBF with the increasing addition of ZnO. The
addition of ZnO increased the chemical stability of samples, which was observed by the
decrease in their degradation rate, this behavior was indicated by the analysis of mass loss of
glass samples after all periods of immersion in SBF. The DRX diffractograms and FTIR spectra
of glasses after immersion in SBF indicated the bioactivity CaNaB, 2.5% ZnO and 5% ZnO
samples by the presence of peaks and bands characteristic of HA formation. All vitreous
samples showed antibacterial activity against Gram positive and negative bacteria. The results
indicate the potential of vitreous samples for use in bone tissue regeneration and possible use

in soft tissue regeneration.

Keywords: Biomaterials. Bioactive borate glasses. Hydroxyapatite. Zinc. Bone tissues.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de novas tecnologias em materiais para aplicacdes biomédicas ¢ de
extrema importancia para o sucesso em tratamentos na area de regeneracio de tecidos. E cada
vez mais comum a ocorréncia de defeitos nos tecidos dsseos resultantes de acidentes, doengas
(por exemplo tumores 6sseos e osteoporose) € envelhecimento[1]. De modo semelhante, lesdes
nos tecidos epiteliais ocorrem frequentemente, em diferentes niveis de gravidade, resultantes
de fatores como: queimaduras, abrasdes, cortes e ulceras [2]. A pele desempenha uma
importante fungao de barreira, entdo quando esta sofre ruptura e nao € reparada em tempo habil,
o risco de expor os tecidos do corpo a infecgdes microbianas e danos mecanicos € elevado [2,3].

Implantes artificiais bioinertes, autoenxertos (transplante de tecido de uma parte para
outra parte do corpo do mesmo individuo [4]) , xenoenxertos (tecido transplantado do individuo
de uma espécie para outro de espécie distinta [4] ) e aloenxertos (transplante de tecido de um
ser de uma espécie, mas geneticamente diferente, para outro da mesma espécie[4]) sao métodos
comumente utilizados para a corre¢ao e tratamento de lesdes nos tecidos epiteliais [3,4] e 0sseos
[5,6] , mas estes métodos costumam apresentar limitagdes como, por exemplo: transmissao de
doengas[3], morbidade do local doador [5] e disponibilidade limitada [3]. Com isso, se viu a
necessidade de criar novos materiais para restauracao e correcao de tecidos lesionados; um dos
materiais desenvolvidos foram os vidros bioativos [3,5-7].

Estudos sobre vidros bioativos comecaram a ser realizados a partir de 1969 com o
desenvolvimento do primeiro vidro dessa classe, o Bioglass 45S5® [8—10]. Esse vidro silicato,
desde entdo, vem sendo utilizado em diferentes aplicagdes biomédicas, como correcdo e
restauragdo de tecidos dsseos e de tecidos dentérios [11-13]. As principais propriedades dos
vidros bioativos consistem na capacidade de formagao de uma camada de hidroxiapatita em sua
superficie, que funciona como interface de ligagcdo entre o material e o tecido circundante, e na
dissolucdo e liberacdo de ions terapéuticos, quando imersos em fluidos fisiologicos [14—-16]. Os
vidros silicatos, que possuem a SiO, como elemento formador de rede, foram e s3o amplamente
estudados, mas, com o crescente nimero de pesquisas nesta area, outras composigoes vitreas
tendo como formadores de rede outros elementos, e dentre estes o B>O3z [17-20], também
comecaram a ser amplamente estudadas [21].

Os vidros boratos apresentam uma taxa de degradagdo mais rapida que os vidros
silicatos quando imersos em fluidos fisiologicos, possuindo uma menor durabilidade quimica e
maior taxa de liberagdo de ions [17,20]. Esse biomaterial ganhou relevancia em estudos para

aplicacdes biomédicas nos ultimos anos, principalmente na regeneracdo de tecidos Osseos
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[17,20], como carreador de drogas [17,22] e, mais recentemente, na regeneracao de tecidos
moles [23,24]. Nesta ultima area eles se mostraram promissores devido as suas propriedades
antimicrobianas, de estimulagdo da angiogénese (processo de criacdo de novos vasos
sanguineos), de envolvimento no crescimento de fibroblastos e migracao de queratindcitos
[3,25,26].

A composigdo dos vidros boratos podem ser adicionados diferentes elementos que
quando inseridos a rede vitrea podem modificar ¢ melhorar suas propriedades fisicas,
terapéuticas e mecanicas [27]. O zinco, por exemplo, ¢ um elemento bastante promissor para
essa aplicagdo, pois apresenta propriedades antibacterianas [14,17,27,28], anti-inflamatorias
[14,27], estimula a homeostase [17], a angiogénese [17], a proliferacao de células relacionadas
a pele no processo de cicatrizagao de feridas [17,29] e também desempenha papel na formagao
e metabolismo das células 6sseas [27,28,30].

Com base nas informacgdes apresentadas, esse trabalho teve como objetivo a sintese e
caracterizacdo de amostras vitreas do sistema CaO-NaO-B;Os, adicionadas de ZnO em
diferentes concentragdes, a fim de investigar sua bioatividade para potencial aplicacdo destes

materiais na restauracao e corre¢ao de tecidos duros e moles.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Biomateriais

A utilizacdo de materiais, naturais e sintéticos, para corre¢ao de defeitos e lesdes
corporais remonta a tempos longinquos. Com o passar dos anos € com o aprimoramento
tecnoldgico e cientifico em diferentes areas do conhecimento, foi observada a evolugdo no
desenvolvimento e aplicacdo de diferentes materiais e dispositivos médicos. Materiais de
diferentes composi¢des foram amplamente usados no reparo e substituicao de partes do corpo
no decorrer da historia da humanidade[31]. Como exemplo disso, os implantes dentarios foram
um dos primeiros procedimentos realizados. Por volta do ano 600 d.C. o povo maia moldava
dentes a partir de conchas marinhas e estes, quando implantados, atingiam uma completa
osteointegracdo [31,32]. J4 no século XVI, médicos na Europa utilizavam metais como ouro e
prata para reparagao dentaria [32].

Avangando um pouco mais na histéria, em 1900 na Inglaterra, com o intuito de reparar
0ssos longos, comecaram a ser fabricadas placas de aco para uso em fraturas 6sseas [33]. Nas
décadas de 40 e 50 foi utilizado o metilmetacrilato, um polimero acrilico, para substituicao de
cornea devido a esse ser transparente e apresentar biocompatibilidade. Em 1960, Starr e
Edwards projetaram a primeira valvula cardiaca a ser disponivel comercialmente, usando uma

bola de silicone em um suporte de metal conico [33].

Figura 1- Antigo modelo da valvula cardiaca de Starr e Edwards, na direita uma fotografia e na
esquerda uma ilustragdo do dispositivo médico. Fonte: [33]

Quando os materiais, substancias ou misturas de substincias atuam nos sistemas
biologicos, parcial ou totalmente, com o proposito de ajudar no desenvolvimento de uma fungao
ou 6rgao, recebendo uma resposta bioldgica apropriada, sem causar qualquer tipo de resposta
adversa ao organismo hospedeiro, eles sao classificados como biomateriais [34-36]. A Europan

Society for Biomaterials Conference (Conferéncia da Sociedade Europeia de Biomateriais)
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(1987) definiu material bioativo como “aquele que foi projetado para induzir uma atividade
bioldgica especifica” [37].

O termo biomaterial, como ¢ utilizado hoje, s6 comegou a ser usado para designar esses
materiais no século XX[31,38]. Antes disso, por ndo haver uma grande produgao de dispositivos
biomédicos, normas regulamentadoras e cursos académicos na area, havia a utilizagdo desses
materiais apenas de forma mais simples, principalmente em implantes [31]. Esses, muitas vezes,
eram sem sucesso, devido a falta de conhecimento acerca de biocompatibilidade e esterilizagao
[31,33,38,39].

Dependendo de suas caracteristicas e propriedades, os biomateriais podem ser
classificados em biomateriais de primeira, segunda ou terceira geragao [31,32,40]. A primeira
geracdo comecou logo apds a segunda guerra mundial, nesse periodo se observou um
crescimento do uso de biomateriais devido a uma maior disponibilidade de metais avangados,
ceramicas e polimeros para esse fim [31,32].

O principal comportamento que se buscava nos biomateriais de primeira gera¢ao era
que esses apresentassem uma resposta téxica minima ao organismo ao mesmo tempo que
apresentassem uma combinacao adequada de propriedades fisicas correspondentes a do tecido
substituido[41]. Na primeira geracdo os materiais para reparacao de tecidos eram projetados
para ser biologicamente inertes, ou seja, bioinertes [41-43].

Dispositivos fabricados com materiais bioinertes, quando implantados, podem
apresentar falha devido a incompatibilidade da interface do material com o tecido proximo [43].
Com isso, no decorrer dessa geracdo se viu a necessidade de mais estudos sobre
biocompatilidade [38]. No final dos anos 60, a comunidade médica comegou a colaborar mais
ativamente com os pesquisadores € se estabeleceram requisitos e estratégias de
desenvolvimento para biomateriais [38,43].

Foi observado que, para o desenvolvimento de novos biomateriais, era importante se ter
em mente uma maior biocompatibilidade destes [38]. Para um biomaterial ser considerado
biocompativel € necessario que este possua a capacidade de realizar interagdes com as células
circundantes levando em consideragdo a situacdo e caracteristicas especificas do local e 6rgao
que foi implantado [44]. Apo6s implantado, um material biocompativel deve se adaptar ao
ambiente e com isso ter chances minimas de provocar uma resposta inflamatoria que cause a
sua rejeicao pelo corpo hospedeiro [45].

A segunda geragdo, que teve inicio por volta de 1980, foi marcada pelo aprimoramento
de estudos em biomateriais voltados para aplicagdes mais especificas, como por exemplo,

regeneragdo de tecidos Osseos e dentarios, cicatrizagcdo de feridas e tratamento imunoterapico
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de tumores. A concep¢do das ideias e conceitos da ciéncia dos biomateriais, como sao
conhecidas atualmente, também se deu nesse periodo [38,46,47].

Neste periodo, o objetivo da producao de biomateriais comegou a mudar, deixando de
ser apenas obter materiais bioinertes e visando produzir materiais bioativos com capacidade de
provocar reacdes no ambiente fisioldgico de implante [42]. O desenvolvimento de biomateriais
reabsorviveis, ou seja, que exibem degradagdo e reabsor¢do quimica controlada, que ¢
importante em usos clinicos, também foi um avango desse periodo. Nessa geragao, os materiais
bioativos desenvolvidos comecaram a ser usados clinicamente, principalmente em aplicacdes
odontologicas e ortopédicas. Materiais como os vidros bioativos, vitroceramicas, ceramicas e
compdsitos sdo destaques nestas aplicagdes [41,42].

No presente momento a ciéncia dos biomateriais se encontra na terceira geracao.
Materiais mais complexos, com respostas em nivel celular e molecular sdo amplamente
estudados [38,40]. Nos materiais de terceira geragdo, os conceitos de materiais bioativos e
materiais reabsorviveis, que na segunda geragdo eram tidos como propriedades de materiais
distintos, agregaram-se. Atualmente materiais bioativos e reabsorviveis sdo os mais atraentes
para as pesquisas [41]. Tendo em mente que, um maior entendimento da resposta do organismo
hospedeiro ao biomaterial implantado ajuda a aumentar a eficiéncia no desenvolvimento e
aplicacdo deste, o estudo das condi¢des mecanicas e quimicas do sistema bioldgico especifico
de implantagdo também se mostrou relevante nos tltimos anos [38].

A ciéncia dos biomateriais ¢ uma area multidisciplinar, abrangendo conhecimentos em
fisica, biologia, quimica, materiais, medicina e engenharia. Com o avanco cientifico e
tecnologico dos ultimos anos, diferentes tipos de biomateriais foram desenvolvidos para
corre¢do de defeitos em varios o6rgaos e tecidos do corpo humano [31,38,47]. A tabela 1 traz

alguns exemplos de biomateriais comumente utilizados e suas respectivas aplicagdes.
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Tabela 1- Biomateriais comumente usados e suas aplicagdes. Fonte: Adaptado de [31].

Aplicagao

Biomaterial usado

Substituigdes articulares (joelho, ombro e

quadril)

Titanio, polietileno, alumina, zirconia

Reparagdo de defeitos 6sseos

Reparacao e substituicdo de cartilagem,

tenddo ou ligamento

Implante dentdrio- fixa¢do dentdria
Enxertos vasculares e dispositivos
endovasculares
Vilvulas cardiacas: mecanicas e
bioprotéticas (transcateter e tradicional)

Hemodialise

Lentes intraoculares

2.2 Vidros bioativos

Fosfatos de calcio, produtos de ossos
humanos
Tecido suino descelularizado,
dispositivos de fixagdo de poli(lactideo) e
metalicos, colageno, lubrificantes de
acido hialurénico
Titanio, zircOnia
Dacron, poli(tetrafluoretileno) expandido,
Nitinol, CoCr, aco inoxidavel, tecido fixo
Dacron, carbono, CoCr, tecido bovino e
suino fixo, ago inoxidavel, nitinol
Polisulfona, celulose modificada,
poliacrilonitrila, policarbonato, silicone,
cloreto de polivinila
PMMA, PDMS, poliacrilato-PMMA,
PHEMA

Os vidros sao comumente definidos como “um so6lido amorfo completamente sem

estrutura atomica peridodica de longo alcance, que exibe uma regido de comportamento de

transformagao vitrea” [48]. Segundo Zachariasen (1932) a presenca ou auséncia de

periodicidade e simetria a longo alcance ¢ o que difere um material cristalino de um material

vitreo [49]. A Figura 2 apresenta a representacdo da estrutura atdmica sem periodicidade a

longo alcance de um material vitreo.
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Figura 2- Estrutura atdmica de um material vitreo. Fonte: [49]

Em 1969 o professor e pesquisador Larry Hench desenvolveu o primeiro material vitreo
com propriedades bioativas usando o oxido de silicio como formador de rede e uma
composi¢do, em % peso, de 45% Si10; -24.5% NarO-24.5% Ca0-6% P,05[9,25,43]. Esse vidro
foi nomeado Bioglass® 45S5 devido a possuir 45% de silica como material formador de rede,
e uma razao molar Ca/P de 5 para 1[25,43]. Com a sintetiza¢do desse material se originou uma
nova classe de biomateriais; os vidros bioativos [43]. A partir do estudo de Hench, muitos
outros trabalhos e novas composigdes de vidros foram desenvolvidos a fim de se observar
bioatividade [50,51].

Para um vidro ser considerado um material bioativo € necessario que este, quando em
contato com fluidos fisiologicos, apresente o crescimento de uma camada de apatita em sua
superficie [37,51,52]. Essa camada de apatita deve apresentar equivaléncia estrutural e quimica
a fase mineral dos ossos [51,52]. Ela vai funcionar como uma interface que estabelece fortes
ligagdes quimicas entre o material vitreo implantado e o tecido que o circunda, causando a
adesao do material ao tecido receptor que, juntamente com a liberacdo de ions resultantes do
processo de degradacao do vidro, vai possibilitar a recuperacao dos tecidos lesionados [37,51—
54].

O crescimento da camada de hidroxiapatita (HA) e as ligagdes quimicas que se

estabelecem entre o material e o tecido hospedeiro ocorrem devido a uma sequéncia de reagdes
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quimicas na superficie do vidro quando este ¢ implantado [9]. Hench (2006) distribuiu as

reacdes que ocorrem para o Bioglass® 45S5 em 11 estagios, partindo desde as primeiras reagdes

de lixiviagdo de ions em solugdo até a mineralizagdo da matriz 6ssea extracelular no estagio

final [9]. Os 5 primeiros estagios sao as reagdes que ocorrem na superficie do material vitreo,

os 6 estagios seguintes descrevem as reagdes celulares que ocorrem na interface de HA

localizada entre o material e o ambiente fisioldgico [55].

A seguir, sdo apresentados os 11 estagios de reagdes que ocorrem em um vidro silicato

bioativo quando em contato com fluidos corporais ou fluidos corporais simulados [9,51]:

Estagio 1: Troca rapida entre ions Na" do material por ions H" ou H3O" da solug@o;
Estagio 2: Silica soltvel na forma Si(OH)4 € perdida para a solucao devido a quebra
das ligacdes Si-O-Si e acontece a formagdo de silandis (Si-OH) na interface
vidro/solucao;

Estagio 3: Condensagao e repolimerizagdo de uma camada rica em SiO2 na superficie
da amostra que estéa deficiente em ions alcalinos ou alcalinos terrosos;

Estagio 4: Através da camada rica em SiO: acontece a migragdo de grupos Ca*' e
PO4* do interior para a superficie da amostra vitrea, formando um filme rico em CaO-
P20s no topo da camada de SiO2, em seguida acontece o crescimento de uma camada
amorfa rica em CaO- P20s pela incorporacdo de fosfato e calcio soluvel da solugdo;
Estagio 5: Cristalizagdo da camada amorfa rica em CaO-P>Os pela incorporacao de
anions OH™ e CO3* para formar uma camada de hidroxiapatita carbonatada;
Estagio 6: A camada de hidroxiapatita formada a partir das reagdes anteriores
aumenta a adsor¢ao e dessorcao de fatores de crescimento;

Estagio 7: A camada de HA influencia o periodo de tempo que os macrofagos sao
necessarios para preparar o local do implante para o reparo tecidual;

Estagio 8: Fixacdo dos osteoblastos;

Estagio 9: Proliferacdo sincronizada e diferenciagdo de osteoblastos;

Estagio 10: Geracdo da matriz 6ssea extracelular;

Estagio 11: Mineralizacdo da matriz Ossea extracelular, formacdo de ostedcitos

maduros.
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Figura 3- Imagem esquemadtica da formacdo da camada de hidroxiapatita na superficie de um vidro

bioativo imerso em fluido corporal simulado (SBF). Fonte: Adaptado de [56].

Como objetivo principal de varios estudos in vivo € in vitro com vidros bioativos est4 a
percepcao da capacidade destes de estimular o crescimento de tecido dsseo saudavel e em
quantidade adequada para o reparo de defeitos e fraturas. Por isso, ¢ muito importante que estes
materiais sejam osteocondutores e osteoindutores, ou seja, que estes tenham a capacidade de
induzir a formacao de osso, orientando o ambiente bioldgico circundante a formagdo Ossea
[50,57-59].

As interagdes bioldgicas que ocorrem entre a camada de hidroxiapatita formada na
superficie dos vidros e as células do tecido 6sseo proximo, e que possibilita a restauracao do
tecido danificado, envolve os processos de adsor¢do de proteinas, incorporagdo de fibrilas de
colageno, fixacdo de células progenitoras Osseas, diferenciacdo celular, excre¢do de matriz
Ossea extracelular, e por fim, a mineralizacdo dessa matriz [60]. Além disso, as composi¢des
vitreas também liberam produtos biologicamente ativos em sua dissolugdao que promovem ainda
mais a osteogénese (formagdo de novo tecido Osseo), pois esses ions liberados agem
estimulando as células osteoprogenitoras e consequentemente influenciando o crescimento de

novo tecido 6sseo [50,60,61]
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Assim como observado para a osteogénese, os produtos de dissolugdo dos vidros
também podem influenciar positivamente na angiogénese [50] . E necessério fisiologicamente
que estes dois processos ocorram simultaneamente, ja que areas mais vascularizadas tendem a
formar em maior quantidade novos tecidos 0sseos €, uma menor vascularizagao em locais com
defeitos 6sseos tende a diminuir a reparagao dos tecidos [50,58,62]. Assim, para ter éxito nas
interagdes entre o biomaterial e o tecido ¢ necessario que haja um fornecimento sanguineo
adequado[62]. Isso ocorre porque os vasos sanguineos possibilitam para as células em
crescimento nutrientes e o oxigénio que sao indispensaveis para que estas sobrevivam [63].

A formacao da camada de HA na superficie dos vidros, quando estes estdo em contato
com fluidos fisioldgicos € o que possibilita a adesdo do material aos tecidos adjacentes devido
as fortes ligagdes quimicas estabelecidas [37,51]. Essa propriedade, juntamente com a
capacidade do material liberar ions biologicamente ativos durante a sua dissolugdo, sdo
caracteristicas que favorecem a regeneragdo Ossea na presenca de vidros bioativos
[37,51,53,54]. Mas, além da sua aplicacdo como implante 6sseo, os vidros bioativos também
sdo descritos com potencial para aplicacio na regeneragdo de tecidos moles, como
administradores de drogas e no revestimento de pecas de titanio [57,59,64].

Em um primeiro momento os vidros bioativos a base de 6xido de silicio, principalmente
o Bioglass® 45S5, foram amplamente estudados, e sdo apontados na literatura como materiais
bioativos com alto potencial para aplicacdes biomédicas. Em um momento posterior, vidros
com outros formadores de rede, como boro e fosforo, comecaram a ser frequentemente

estudados para aplicacdes em sistemas bioativos [14,21].

2.3 Bioatividade de vidros boratos

O boro ¢ um oligoelemento muito importante para a saude dos ossos. A quantidade de
boro varia entre 3 a 20 mg no corpo humano, e estd contido principalmente nos ossos, cabelos
e unhas. Estudos em animais indicaram que a auséncia de boro no corpo ¢ prejudicial,
diminuindo a atividade osteogénica e aumentando anormalidades nos tecidos dsseos [21,64—
66].

Vidros que possuem o boro como elemento formador de rede sao denominados de vidros
boratos. Nos ultimos anos, se observou um crescente interesse de pesquisadores da area de
biomateriais em vidros com composi¢des contendo boro [21]. Nos anos 90 foi realizado o
primeiro estudo de um vidro borosilicato (que tem o boro e a silica como formadores de rede)

para aplicagdes em areas médicas [21,67]. Esse interesse em vidros boratos ocorreu devido a
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identificacdo da alta bioatividade destes frente aos, ja consolidados, vidros silicatos[17,20] .
Diferentes trabalhos substituiram o SiO> por B>O3, parcial ou totalmente, em vidros silicatos
com composicdes ja bastante conhecidas e estudadas como o Bioglass 45S5 e o 13-93 [18,68].

Vidros boratos possuem alta bioatividade devido a sua rapida taxa de dissolugao e baixa
durabilidade quimica, quando em contato com fluidos corporais, o0 que promove a conversao
mais rapida e completa desse vidro em hidroxiapatita, quando comparados a vidros silicatos
[37,69,70]. Essa diferenca ¢ observada devido a caracteristica que os silicatos apresentam
durante sua degradagdo de formar uma camada rica em Si0>[9,14,37]. Essa camada funciona
como uma barreira que dificulta o transporte de ions e por consequéncia desacelera a taxa de
formagao da camada de fosfato de calcio na superficie do material [14]. Nos boratos esse
problema ndo ¢ observado [14]. A Figura 4 apresenta uma ilustracdo esquematica da conversao

de um vidro borato e do vidro silicato Bioglass® 45S5 em HA durante testes in vitro.

Na*, BO,*

Vidro HA
borato
PO,
Na*, Si0.* Camada
Wl rica em
¢ HA - Sio,
Vidro’ Y
silicato > .
4585 a5
- . Nicleo
empobrecido
em Na

Figura 4- Esquema ilustrando a conversao de um vidro borato e do vidro silicato Bioglass® 45S5 em

HA durante teste in vitro. Fonte: Adaptado de [64].

Fu e colaboradores (2010) realizaram um estudo substituindo o SiO; do vidro 13-93
parcialmente (um ter¢o) e totalmente por BoO3 obtendo o vidro borosilicato 13-93B1 e o vidro
borato 13-93B3. Foi observado que o scaffold de vidro 13-93B3 apresentou uma taxa de
conversao em HA 3 a 4 vezes maior que o scaffold de vidro 13-93, além disso, o 13-93B3 foi
convertido completamente em HA, ja o 13-93 e o 13-93B1 foram convertidos apenas
parcialmente [71]. Bi e colaboradores (2012) estudaram o desempenho de scaffolds de vidros

13-93 e 13-93B3 em defeitos dsseos cranianos de ratos, eles observaram que, com a substituicdo
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do SiO2 por B203, 0 volume de novo osso formado dentro do defeito foi significativamente
maior [72].

O boro se mostrou importante no processo de metabolismo 6sseo devido a influenciar
diversas reagdes metabodlicas e interagir com o calcio, magnésio e vitamina D, além de
demonstrar atividades antioxidante e anti-inflamatoria [73]. Esse elemento, em niveis
apropriados, € necessario para o metabolismo do calcio e para prevenir a perda Ossea,
principalmente em mulheres na menopausa ¢ em idosos [64]. Os vidros boratos, além de
apresentar bioatividade, pela formacao de uma camada de hidroxiapatita, liberam ions de boro
(juntamente com outros ions presentes na composicao vitrea), que influenciam positivamente
na osteogénese [64,73].

E conhecido o potencial de vidros boratos para a regeneragdo de tecidos Osseos e
dentarios, mas, nos ultimos anos, cresceram os estudos de vidros boratos voltados para outras
aplicagdes, como para o tratamento de tecidos moles, principalmente cicatriza¢do de feridas,
regeneragdo de tecido nervoso e como carreadores de drogas [17,73]. Sdo apresentadas na
Figura 5 algumas aplicacdes dos vidros boratos dentro dos campos de regeneracao de tecidos

duros e moles.

Reparo de tecidos
/' osseos e dentarios

Regeneragiode Revestimento de
/- tecidos duros N implantes de titdnio

/ . | Entrega de fons e
/ \ drogas para
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/ PR -
. / disturbios Gsseos
Vidros /

N Cicatrizagfio de
h / feridas

\\ Regeneragéio de / Regeneragio de
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Figura 5- Aplicagdes de vidros boratos nos campos de regeneragdo de tecidos duros e moles. Fonte:

Adaptado de [73].

Os vidros boratos sao promissores candidatos para aplicagdes na regeneracao de tecidos
moles, uma vez que possuem propriedades antimicrobianas, de estimulagdo da angiogénese, de
envolvimento no crescimento de fibroblastos e na migra¢do de queratindcitos. O boro

desempenha papel na regulagem da liberacao de colageno, proteoglicanos e proteinas, o que
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previne a formacao de fibrose durante a cicatrizacdo de feridas e contribui no seu potencial
cicatrizante [3,24,26,73].

Zhou e colaboradores (2016) desenvolveram um estudo com microfibras de vidro borato
bioativo (56.6B203-18.5Ca0-11.1K>0-5.5Na,0-4.6MgO-3.7P>05(%peso)) e microfibras de
vidro silicato 45S5 para aplicagdo como curativos de feridas dérmicas. Eles concluiram que as
duas microfibras ndo foram toxicas para células endoteliais da veia umbilical humana, em testes
in vitro, € que ambas melhoraram o fechamento de feridas de grande tamanho em pele de ratos.
Também observaram que as microfibras de vidro borato reduziram mais rapidamente o tamanho
da ferida e apresentaram maior vascularizagdo quando comparadas as de vidro silicato [74].

No final de 2016, a US Food and Drug Administration (FDA) concedeu aprovacdo a
uma formulacdo de vidro a base de boro, que foi chamada de MIRRAGEN™, para ser usado

como curativo no tratamento de feridas cronicas na pele [24].

2.4 Vidros bioativos contendo zinco

Aos vidros bioativos podem ser incorporados ions de elementos alcalinos e metalicos a
fim de lhes proporcionar modificagdes positivas em propriedades fisicas, terapéuticas e
mecanicas [65]. De acordo com o elemento adicionado, pode-se observar melhora em
propriedades como capacidade de regeneracdo tecidual, carater antibacteriano e
citocompatibilidade [75]. Ha presente na literatura diferentes trabalhos que investigam a
melhoria da bioatividade dos vidros pela incorporagdo de ions inorgénicos terapéuticos na
matriz vitrea. fons metélicos, como Cu e Zn, sdo exemplos de ions terapéuticos apontados como
benéficos para os processos de osteogénese e angiogénese [64,75].

O zinco ¢ um metal de transi¢cao do grupo 12 da tabela periddica. Ele ¢ encontrado na
natureza principalmente no mineral sulfeto de zinco esfarelita, mas também nos minerais
willemita, flanklinita e zincita, ocupando a 24° posic¢ao no ranking de elementos quimicos mais
abundantes no planeta [76]. Esse elemento atua como um 6xido intermediario quando inserido
na matriz vitrea, os fons Zn>" atuam tanto como formadores de rede quando coordenados quatro
vezes pelo oxigénio, como modificadores de rede quando coordenados seis vezes pelo oxigénio,
sendo que a composic¢ao do vidro que influencia no niimero de coordenagdo [27,77,78].

O zinco estd presente nas células animais e vegetais em pequenas concentragdes, no
corpo de um adulto sua concentracdo média ¢ de 1,4 a 2,3 gramas, sendo 85% desse total
encontrado nos musculos e ossos € 11% na pele e no figado. Ele desempenha papel fundamental

no corpo humano, pois € necessario para a diferenciagdo e proliferacdo celular e ¢ um
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constituinte estrutural de enzimas e proteinas, servindo como cofator em muitos fatores de
transcrigdo ¢ sistemas enzimaticos [21,79,80].

E conhecido na literatura o potencial uso de zinco na cicatrizagdo de feridas. Em estudos
foi observado que o tratamento topico com zinco aumentou a epitelizacdo em feridas cirtrgicas
de ratos [77,81], agiu melhorando o reparo de pele ulcerada [77,82] e apresentou efeito anti-
inflamatoério [75]. Também ha estudos sobre a sua capacidade antibacteriana frente a bactérias
comumente associadas a infecgdes em processos cirurgicos como a Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa [75,83,84].

Estudos com vidros contendo zinco demonstraram que eles sdo promissores para
aplicacdes na engenharia de tecidos, pois o zinco atua na formagao e manutencao das células
Osseas, estimulando a osteogénese, e com isso facilitando o desenvolvimento de uma ligacao
duravel do material com o osso [55,85]. Com isso, a lenta liberagdo do zinco incorporado no
material tende a estimular a formacao 6ssea nas adjacéncias do material implantado [55] . O
zinco também age no aumento da proliferacdo de fibroblastos, migragao de células epiteliais e
diminui¢do do risco de infeccdo em lesdes de tecidos moles, principalmente no processo de
cicatrizagdo de feridas, além de normalmente também ndo apresentar risco de toxicidade para
organismos vivos[80,86].

Babu e colaboradores (2021) sintetizaram e estudaram vidros CaO — Na>O — P,0s
adicionados de ZnO em concentracdes de 2, 4, 6, 8 ¢ 10 % mol. Eles concluiram que todas as
amostras produzidas apresentaram crescimento da camada de HA em sua superficie, apos 21
dias de imersdo em SBF, indicando a bioatividade destas. Também foi concluido por meio dos
testes de citocompatibilidade e proliferagcdo que os vidros ndo foram toxicos as células e
estimularam a proliferacdo de células 6sseas, sendo indicados como aptos para aplicacdo em
reparos 0sseos [85].

Em outro estudo, Kermani e colaboradores (2023) produziram vidros boratos
mesoporosos 13-93B3 adicionados de zinco, cobre e zinco/cobre em concentragdes de 1, 2,5, 5
e 7,5 % em mol, a fim de observar seu potencial para aplicagdo em cicatrizacao de feridas. Eles
concluiram que os vidros contendo zinco e cobre reduziram significativamente a viabilidade
celular de bactérias P. aeruginosa, ap6s contato destas com o extrato dos materiais vitreos (2 e
4 mg/mL) por 24 horas [75].

Por outro lado, ¢ relatado que a presenca de 6xido de zinco em vidros bioativos pode
aumentar a sua resisténcia mecanica e sua durabilidade quimica, o que tende a reduzir sua
degradacdo quando em contato com solugdes aquosas, como o SBF [55,85]. Haimi e

colaboradores (2009) observaram que a adi¢ao de 5% em mol de 6xido de zinco em vidros
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compostos por SiO2 — CaO - Na2O — K20 - MgO — P>Os — B203; — TiO; retardou a degradagao
e formagao de HA na superficie da amostra quando imersos por até 14 dias em SBF [53]. Isso
pode ser desejado em caso de necessidade de materiais quimicamente resistentes. Com base nas
informacdes apresentadas foi realizado o estudo dos vidros calcio-sodio-boratos adicionados de
oxido de zinco em diferentes concentragdes.
3 MATERIAIS E METODOS

Nesta se¢do ¢ apresentada a composicdo das amostras vitreas bem como ¢ descrito o
processo de sintese para a obtengdo destas. Também sao apresentados os processos, materiais

e equipamentos utilizados em cada caracterizagdo e analise que os materiais foram submetidos.

3.1 Sintese das amostras

As amostras vitreas foram sintetizadas no Laboratorio de Espectroscopia Optica e
Fototérmica (LEOF), localizado na Unidade de Preparacdo e Caracterizacdo de Materiais
(UPCM) da Universidade Federal do Maranhdao (UFMA) — Campus Avan¢cado Bom Jesus, na
cidade de Imperatriz. Para a sintese das amostras foram utilizados os reagentes: trioxido de boro
(B203), pentoxido de fosforo (P20s), carbonato de célcio (CaCOs), carbonato de sodio
(Na2CO3) e 6xido de zinco (ZnO), todos da marca Sigma-Aldrich e com grau de pureza superior
a 99%. Para a inser¢dao de ZnO na composi¢do, a mesma porcentagem de B,Os foi retirada da
composi¢do da amostra base CaNaB. Na Tabela 2 estdo apresentados os codigos de
identificacdo, bem como as composi¢des em porcentagem molar (% mol) e porcentagem peso

(% wt) das amostras sintetizadas.

Tabela 2- Codigos das amostras e concentragdes dos reagentes utilizados na preparacao de cada

amostra em porcentagem peso (%owt) e porcentagem molar (%mol).

Amostras B20s3 P20s CaO Na20 ZnO

Y%wt  %mol %wt %mol %wt %mol %wt %mol %wt %mol

CaNaB 66,1 64 4,2 14,9 18 14,7 16 - -

1% ZnO 64,9 63 4,2 14,9 18 14,7 16 1,2 1

2,5% Zn0O 63,2 61,5 4,2 14,9 18 14,6 16 3 2,5

5% ZnO 60,4 59 4,2 14,8 18 14,6 16 5,98 5

7,5% ZnO 57,6 56,5 4,15 14,8 18 14,5 16 8,9 7,5

[NCREE \C R (SRR SR NS R )

10% ZnO 54,8 54 4,1 14,7 18 14,4 16 11,8 10
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No processo de sintese das amostras vitreas primeiramente foi realizada a calcinac¢ao do
CaCO:s, processo realizado para liberagdo de CO2 e obten¢dao do CaO; para a realizagdo desse
procedimento o CaCOs foi pesado em uma balanga analitica, modelo AUW220D e marca
SHIMADZU, colocado em um cadinho de platina e levado a um forno da marca JUNG, de
atmosfera a ar, com temperatura inicial de 28°C e atingindo 800°C ap6s decorridos 80 minutos,
e apos decorrido mais 30 minutos atingindo a temperatura de 900°C.

Em seguida foi realizada a pesagem dos demais reagentes e esses, juntamente com o
CaO, foram homogeneizados em um almofariz de agata, transferidos para um cadinho de
platina e levados ao forno para que ocorresse a fusdo da mistura, a temperatura de fusao foi em
1150°C. O material fundido foi vertido em molde de aco inoxidavel previamente aquecido a
450°C, temperatura abaixo da temperatura de transicao vitrea (Tg). Posteriormente as amostras
foram submetidas a tratamento térmico, também em temperatura de 450°C, em forno de
atmosfera a ar, por 4 horas. O tratamento térmico foi realizado para diminuir as tensdes internas
do vidro presentes devido ao choque térmico. A Figura 6 apresenta um fluxograma resumindo

o processo de sintese das amostras vitreas.

Calcinagdo do Pesagem dos Homogeneizagio
CaCOjq reagentes
( ) (Resfriamento em ) ( )
Trettan‘}ento molde de aco Fusio
fermico inoxidavel 1150°C
45 ODC L 4 5 OOC )

Figura 6 - Fluxograma do processo de sintese das amostras pelo método de fusdo/resfriamento.
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3.2 Técnicas de caracterizagdo

3.2.1 Densidade e volume molar

A andlise da densidade dos so6lidos desempenha um papel importante no estudo
estrutural destes. Nos vidros, a densidade ¢ dependente principalmente da composi¢ao quimica
do material, seu comportamento pode indicar quando ocorre mudancas estruturais em materiais
vitreos pela insercdo ou retirada de algum elemento da composicao. A densidade pode aumentar
pela substituicdo de um elemento de menor massa molar por um de maior, bem como pela
compactagao da estrutura vitrea [87,88].

O volume molar dos materiais € outra caracteristica importante a ser analisada. Esta
propriedade ¢ diretamente ligada a densidade e trata da distribui¢do espacial dos atomos que
formam a estrutura, indicando a proximidade de ligacdo entre estes; quanto mais proximos,
menor o volume molar e quanto mais afastados, maior o volume molar. A diminui¢ao ou
aumento do volume molar com a mudanga na composi¢ao indica as mudangas estruturais por
meio dos processos de formacao e modificagdo da rede vitrea [88—90].

No presente trabalho, as medidas de densidade das amostras vitreas, foram realizadas
com base no principio de Arquimedes. Este método consiste em pesar a amostra em ar e
posteriormente pesa-la em um liquido de densidade e temperatura conhecidas. A equagao 1 foi
utilizada para calcular a densidade das amostras:

p=(—"0) pL. (1)

mc—mAp

Em que p ¢ a densidade da amostra vitrea, mc ¢ a massa da amostra em ar, mAp ¢ a massa
aparente da amostra (pesada em agua) e pL ¢ a densidade do liquido em determinada
temperatura; em nosso experimento utilizamos agua destilada. Os valores de volume molar

foram obtidos a partir da densidade calculada, utilizando a equagao 2:

M
Vm= —
p

) )

Na qual Vm ¢ o volume molar, M a massa molar e p a densidade das amostras vitreas. A
densidade ¢ dada em unidades de g/cm’ e o volume molar em cm’/mol. As medidas foram
realizadas no Laboratorio de Espectroscopia Optica e Fototérmica (LEOF) da UPCM com o
auxilio de uma balanca analitica, modelo AUW220D ¢ marca SHIMADZU e considerando a
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densidade da 4gua a 25°C igual a pL=0,99707 g/cm?. O erro estimado para os resultados foi de
0,5%.

3.2.2 Analise térmica diferencial (DTA)

Na andlise térmica diferencial (DTA) a diferenca de temperatura entre a amostra a ser
analisada e um cadinho vazio ¢ medida enquanto ambos sao submetidos a aquecimento gradual
e controlado. Esta técnica fornece informagdes como: oxidagao, ponto de ebulicao, temperatura
de cristalizagdo (Tx) e temperatura de transi¢do vitrea (Tg), sendo também possivel detectar se
o fendmeno tem natureza endotérmica ou exotérmica [91,92].

A andlise térmica diferencial das amostras foi realizada no Laboratério de Analises
Térmicas (LAT), localizado na UPCM, utilizando um equipamento TG-DTA, modelo DTG-60
SHIMADZU, em atmosfera de nitrogénio. Foram utilizadas massas de 20 mg de amostra em
cadinho de platina, em um intervalo de temperatura de 20 a 900°C, com taxa de aquecimento
de 10°C/min e com fluxo de 100 mL/min.

A partir dessa analise foram obtidos os valores de temperatura de transigao vitrea (Tx),
temperatura de inicio de cristalizacdo (Tx), e por conseguinte, da estabilidade térmica (Tx-Tg)
das amostras vitreas. Para isso foram utilizadas linhas de intersec¢do nos eventos observados
nos termogramas das amostras obtidos na analise. Como exemplifica¢do do método utilizado,
a Figura 7 apresenta o termograma da amostra 7,5% ZnO; nesta € possivel observar os
principais eventos caracteristicos para esse vidro. Os eventos atribuidos a temperatura de
transi¢do vitrea (Tg), temperatura de inicio de cristalizagdao (Tx) e temperatura de pico de

cristalizacao (Tp) sdo indicados.
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Figura 7- Termograma da amostra 7,5% ZnO.

3.2.3 Testes de Citotoxicidade

Segundo a ISO 10993, do Orgdo Internacional de Padronizagio (International Standard
Organization), para confirmar se hd biocompatibilidade em um material para aplicagdes
biomédicas, o primeiro teste que necessita ser realizado € o ensaio de citotoxicidade in vitro, e
s6 depois de comprovada a ndo toxicidade do material é que os ensaios in vivo com animais
poderao ser realizados para continuar o estudo da biocompatibilidade. O teste de citotoxicidade
compreende a verificacdo, utilizando diferentes métodos, das alteragdes que ocorrem em
células, via de regra de mamiferos, quando estas sdo colocadas em contato direto ou indireto
com o material testado, e a viabilidade celular ¢ o pardmetro mais comumente utilizado para
determinar a toxicidade [93,94].

O teste de citotoxicidade foi realizado no Laboratério de Fisiopatologia e Investigagao
Terapéutica (LaFIT), localizado na Universidade Federal do Maranhdo (UFMA)- Campus
Imperatriz. A avaliagdo da atividade citotoxica dos vidros foi realizada utilizando células da
linhagem de macréfagos murinos RAW-264.7; esta linhagem de células foi escolhida para o
teste devido a ser caracteristica do sistema imunologico. Entdo, com a utilizagao desta linhagem
também consegue se prever uma resposta de aceitacdo ou rejeigao pelo corpo ao material

implantado. Primeiramente, 1 mg de cada amostra vitrea pulverizada foram esterilizadas em
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luz UV por 15 minutos, em seguida foram imersas em 1 mL de meio RPMI-1640 (1 mg/mL)
por 24 h a 37°C; ap6s decorrido esse tempo estas foram centrifugadas e o meio foi coletado e
usado como estoque de solu¢ao. De modo semelhante também foi preparado um extrato vitreo
de concentragao 0,5 mg/mL.

As células foram incubadas em placas de 96 pogos (1x10° células/pogo) com meio
RPMI suplementando com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 1% de é4cido piravico, 0,1% de
anfotericina e 0,1% de penicilina/estreptomicina (P/S) por 2 horas a 37°C, em incubadora com
5% de CO2 e umidade de 95%. Apods decorrido esse periodo, as células ndo aderentes foram
removidas, enquanto as células aderidas foram tratadas com o produto da dissolucdo idnica
(100pL), derivado da incubagdo das amostras vitreas em meio RPMI, células cultivadas em
meios sem o produto i6nico de dissolucdo do vidro bioativo foram utilizadas como o grupo de
controle.

A citotoxicidade foi avaliada utilizando o ensaio de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-di-
fenil-2H-tetraz6lio (MTT) [95]. Deste modo, ao final da incubagdo, o sobrenadante foi
removido e substituido por meio de cultura fresco (90uL) e em seguida foi adicionado 10uL de
MTT (0,5 mg/mL). A viabilidade celular foi quantificada pela capacidade das células vivas de
reduzir o corante amarelo a um produto de coloragdo purpura, denominado Formazan. Trés
horas mais tarde, o sobrenadante foi removido € o produto MTT Formazan foi dissolvido em
100puL DMSO. A absorbancia foi medida utilizando um leitor de microplaca da BioTek ELx808
a 540 nm.

3.2.4 Radiopacidade

Materiais radiopacos sao vantajosos para utilizagdo em implantes médicos. Essa
propriedade permite que o desempenho dos implantes possa ser monitorado de forma
econdmica e ndo invasiva por meio de radiografias de raios X. E necessario que o material
implantado tenha um certo nivel de radiopacidade para poder ser distinguido dos tecidos
circundantes e assim ser possivel o acompanhamento do grau de formagdo de tecido dsseo, da
reabsorcdo do material e da cicatrizacdo e regeneracdo dos tecidos. Elementos como bério,
zinco e estroncio sdo utilizados para atribuir radiopacidade aos materiais [96,97].

Para analisar a radiopacidade das amostras sintetizadas foi realizada a radiografia das
mesmas. A radiografia ¢ uma técnica de imagem que consiste em incidir raios X em um objeto
e registrar a intensidade com que os raios passam por este. Isso € possivel por meio de filmes
ou detectores que permitem tornar a estrutura interna do material visivel em razdo da diferenca

de absorcao pelos diferentes meios incididos [98].
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A radiografia das amostras foi realizada na clinica de imagens Imagem Oral, pela
odontologista Tatiana Mesquita. Em placas de fosforo intraoral foram colocadas as amostras
cortadas previamente em fatias com espessura de 1 mm. Para realizar a radiografia dos vidros
foi utilizado o aparelho de raios X FOCUS da marca Kavo, com emissdo de radiacdo de 60 eV
e 7 mA. A distancia foco-objeto foi de 20 cm e o tempo de exposicao das amostras foi de 0,160
segundos. Apods a radiografia das amostras as placas foram inseridas no cassete da estacdao de
tratamento de marca Diirr Dental e modelo VistaScan Perio Plus para a digitalizacdo das
imagens.

Junto com as amostras foi radiografado um penetrometro de aluminio (Figura §), com
degraus de 1 a 5 mm de espessura, a fim de comparagao futura. As radiografias digitais foram
analisadas por meio da ferramenta histograma do software Adobe Photoshop Lightroom em que
o valor médio de cinza foi obtido para as amostras e para os degraus do penetrometro. O nivel
de cinza das amostras foi entdo comparado ao dos degraus do penetrOmetro para se obter o nivel

de radiopacidade dos vidros em milimetros de aluminio equivalentes (mmAl).

Figura 8- Penetrometro de aluminio utilizado na analise de radiopacidade.

3.2.5 Testes in vitro em SBF (Simulated Body Fluid) e medidas de pH

Para um material ser considerado bioativo € necessario que este, quando submetido a
testes in vitro e/ou in vivo, apresente a formag¢ao de uma camada de HA na sua superficie, em
que esta vai funcionar como uma interface que estabelece fortes ligagdes quimicas entre o
material e o tecido circundante [9]. Os testes in vitro, neste trabalho, foram realizados utilizando
0 SBF, um fluido corporal simulado que possui concentracdes idnicas semelhantes ao do plasma

sanguineo, e que foi preparado segundo a metodologia proposta por Kokubo [99].
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As amostras sintetizadas foram cortadas em fatias usando uma cortadeira de serra
diamantada da marca Nitrocut, as fatias foram atritadas a lixas de granulometria 600 em
equipamento politriz da marca Pantec, modelo Panlipan U para provocar ranhuras, aumentando
assim a superficie de contato do material com o fluido de imersao durante o teste de
bioatividade. As amostras fatiadas ficaram todas com espessura aproximada de 1,25 mm.

As fatias foram fixadas em suportes de polipropileno e inseridas em tubos cOnicos
também de polipropileno (tubos Falcon); aos tubos foram adicionados 25 mL de SBF. Estes
foram, entdo, colocados em banho-maria da marca NOVATECNICA, modelo N1030T
aquecido a temperatura de 36,5°C e permaneceram nessa condi¢ao por intervalos de tempo de
7,14, 21 e 28 dias. Durante o tempo de imersdo, o pH da solugdo SBF em que as amostras
estavam imersas foi aferido diariamente usando um medidor de pH da marca Gehaka modelo
PG 1800 e as mudancas visuais nas amostras durante e apds a imersdo foram observadas. Ao
final dos periodos de 7,14, 21 e 28 dias as amostras foram retiradas do banho-maria e dos tubos

de polipropileno, secas ao ar em temperatura média de 25°C e por fim guardadas em dessecador

a vacuo para a realizag¢do de andlises futuras. Todo o processo foi realizado no laboratorio LEOF

)

II da UPCM- UFMA.

Figura 9- Fotografia da amostra CaNaB durante o periodo de imersdo em SBF.
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3.2.6 Difracdo de Raios X (DRX)

A técnica de DRX tem como base a capacidade dos materiais cristalinos de difratar os
raios-X de forma singular pelos planos cristalinos periddicos de sua estrutura e na detecg¢@o do
angulo ou resolucao de energia do sinal difratado [98]. Na analise de difracdao de raios X o
padrao do difratograma dependera do material que estd sendo analisado. Nos vidros, que sao
materiais amorfos, ou seja, possuem desordenamento atdomico de longo alcance em sua
estrutura, ndo sdo observados picos em seu difratograma, mas sim bandas largas e de baixo
angulo; em contrapartida, em materiais cristalinos hd arranjo atomico de forma regular e se
observa picos estreitos e de intensidade caracteristica da amostra cristalina analisada [100—102].

As medidas de difragdo de raio X (DRX) foram realizadas antes da imersdo das amostras
em SBF com o proposito de comprovar a natureza amorfa do material e apos a imersao para
identificar o crescimento de uma camada de hidroxiapatita cristalina em sua superficie. Essa
analise foi realizada no laboratorio de Difracdo de Raios X (LDRX) localizado na Unidade de
Preparacdo e Caracterizagdo de Materiais da Universidade Federal do Maranhao (UPCM),
utilizando-se o equipamento Empyrean da marca Panalytical, com varredura angular de 10 a

60° (20), com passo de 0,02 em 2 segundos por passo.

3.2.7 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
consiste em incidir um feixe de radiagdo infravermelha na amostra a ser analisada, a radiagao
sera parte absorvida e parte transmitida. Como resultado se tem um espectro que representa a
absorc¢do da radiagdo pelas moléculas da amostra. O espectro de absor¢do contém bandas e
picos que caracterizam a frequéncia de vibracao de ligagdes quimicas ou grupos funcionais
especificos das moléculas. Como os materiais tem composi¢oes diferentes e arranjos atdmicos
distintos, ndo ha dois compostos que produzam o mesmo espectro, entdo, este atua como uma
impressao digital, que caracteriza apenas uma Unica estrutura molecular. Esse método pode ser
usado para a caracterizacdo de vidros e ¢ uma ferramenta valiosa para estudar a bioatividade

desses materiais [103,104].

Os espectros de absor¢do no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foram
obtidos em um espectrometro da marca BRUKER, modelo Vertex 70V em temperatura
ambiente, com a realizacdo média de 32 varreduras e resolugiio espectral de 4 cm™!, em uma

faixa de niumero de onda de 4000-400 cm’!, utilizando a técnica da pastilha de brometo de
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potassio (KBr). Essa técnica consiste na mistura de 2 miligramas da amostra vitrea com 198
miligramas de KBr para formar uma pastilha de 200 miligramas, a mistura ¢ prensada em uma
prensa hidraulica sob uma carga de 7 toneladas/cm? e forma pastilhas homogéneas. Logo apos
o preparo das pastilhas foram realizadas as medidas. As medidas de FTIR foram realizadas no
Laboratorio de Espectroscopia Optica (LEOF) da UPCM, antes e apos imersio das amostras

em SBF.

3.2.8 Fragdo de Boros Tetracoordenados (N4)
Os espectros FTIR das amostras, obtidos antes da imersio em SBF, foram

deconvoluidos fazendo uso de fun¢des gaussianas. A deconvolugdo dos espectros FTIR foi
realizada a fim de calcular o N4, que consiste na fracdo de boros tetracoordenados (BO4)
presentes na rede vitrea. Utilizando a equagdo 3 e os espectros FTIR de cada amostra foi

calculado o N4 para cada um dos vidros.

— A
Ny = Ay +A; €)

Em que A4 representa a area das bandas correspondentes ao grupamento BO4 e A3 corresponde
a area das bandas referentes ao grupamento BOs. Entdo para a determinac¢do da fracdo de boro
tetracoordenado presente em cada amostra foi utilizada a razdo entre as areas das bandas
correspondentes ao BO4 (A4) pela area total, correspondente a soma das areas das bandas

referentes aos grupos BOse BO3 (As+ A3) [105,106].

3.2.9 Perda/Ganho de massa

Esta medida consiste na quantificagdo da perda ou ganho de massa que as amostras
vitreas podem ter durante o periodo de imersdo em solugdes fisiologicas. Essa perda ou ganho
de massa pode ser explicada pelas diversas reacdes de troca idnica que acontecem entre a
superficie dos vidros e o SBF circundante durante o periodo de imersao [70].

Tais reagdes sdo imprescindiveis para a formacdo da hidroxiapatita na superficie dos
vidros, uma vez que a formacdo desta camada ¢ essencial para a caracterizacdo do material
como bioativo. A perda de massa das amostras foi calculada a partir da equagdo 4, em que wo

¢ a massa da amostra antes da imersao em SBF e w ¢ a massa apos a imersao.

aw = &2 100 )
Wo

33



As amostras foram pesadas antes da imersdo em SBF e também apods o término dos
periodos de imersdo de 7, 14, 21 e 28 dias utilizando uma balanga analitica de modelo
AUW220D e marca SHIMADZU. Todo o processo de analise da perda de massa foi realizado
no laboratério LEOF II da UPCM- UFMA.

3.2.10 Atividade antibacteriana

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana dos vidros boratos adicionados de ZnO
foram usadas a bactéria Gram positiva Staphylococcus Aureus ATCC 6538 e a bactéria Gram
negativa Escherichia Coli ATCC 25922, utilizando a metodologia de difusdo em disco de agar
[107]. Os indculos bacterianos foram preparados na concentragdo de 10% UFC/mL utilizando o
meio de cultura Agar Mueller Hinton; este foi preparado seguindo as especificagdes do
fabricante. Placas de petri contendo agar foram preparadas um dia antes, com a finalidade de
serem utilizadas no teste.

A estas placas de petri foram adicionados 100 uL do indculo bacteriano de S.Aureus ou
100 nL do indculo bacteriano de E.Coli e entdo espalhados com swab. Nas placas contendo os
inoculos bacterianos foram adicionados discos das amostras CaNaB, 1% ZnO, 2,5% ZnO, 5%
Zn0, 7,5% ZnO e 10% ZnO. Os discos foram produzidos a partir das amostras vitreas
pulverizadas e prensadas, estes tinham massa de 300 mg e 13 mm de diametro. Nas placas
contendo os indculos bacterianos também foram adicionados discos dos antibidticos Penicilina
G/ Benzilpenicilina (Pen 10), Gentamicina (Gen 10), Tetraciclina (Tet 30) e Vancomicina (Van
05), estes com didmetro de 6,7 mm. A amostra CaNaB, que ndo contém zinco em sua
composi¢do, foi utilizada com controle negativo e os antibidticos anteriormente mencionados
foram utilizados como controle positivo.

As placas preparadas com as amostras vitreas e com os antibioticos foram incubadas em
estufa, com temperatura de 37+1°C, pelo periodo de 24 horas. Ao fim do tempo de incubacao
as placas foram retiradas e foi observado se houve a formagdo de zonas de inibi¢dao do
crescimento bacteriano, em forma de halos, ao redor dos discos. Se formados, o didmetro dos
halos foi medido e anotado. O teste foi realizado em duplicata e a média foi calculada, a fim de
comprovar se ha diferenca significativa entre as médias dos grupos foi utilizado a anélise de
variancia ANOVA- One way, ao nivel de significancia p< 0,05. Para comparagao pareada das

médias, a fim de identificar quais médias diferem entre si, foi utilizado o teste de Tukey.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados os resultados e discussdes referentes as andlises
realizadas nos materiais vitreos durante o desenvolvimento deste trabalho. Uma foto das
amostras vitreas CaNaB, 1% ZnO, 2,5% ZnO, 5% ZnO, 7,5% ZnO ¢ 10% ZnO, cortadas em
fatias com didmetro de 10 mm e espessura de 1,25 mm, ¢ apresentada na Figura 10. Todas as
amostras sdo transparentes e incolores, sem a presenca de cristalitos ou estrias visiveis (sob
inspecao visual). Com isso, a inser¢ao de ZnO nao provocou nenhuma alteragdo visual nos

vidros sintetizados.

@D D @D

CaNaB 1% ZnO" 2,5% ZnO. 5% ZnO  7.5% ZnO' 10% ZnO

Figura 10- Fotografia das amostras vitreas cortadas em fatias de 10 milimetros de didmetro e 1,25
milimetros de espessura.

4.1 Densidade volumétrica e volume molar

A Figura 11 apresenta os valores de densidade volumétrica e volume molar das amostras
vitreas em funcao da concentracdao de ZnO, (em % molar). Observando os dados apresentados,
¢ possivel perceber um aumento da densidade em funcao do aumento da concentragdo de 6xido
de zinco inserido na matriz vitrea. Os dados de volume molar apresentam comportamento
inverso aos de densidade; observou-se uma diminuicdo do volume molar das amostras em

fun¢ao do aumento da concentragdo de ZnO.

35



2,75 T T T T T T T T T T T

- 27 .4
B Densidade |

- 27,0
—~ 2,65 -2 S
g 6,8 mg
E | 266 5
Y 2,60 1 5
3 L 264 ©
‘7 g
g )
A 2,55 - 26,2 g
S
- 26,0 >

2,50 i 25,8

- 25,6

2,45 T T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10
Concentragdo de ZnO (mol%)

Figura 11- Densidade e volume molar das amostras em fun¢ido da concentragdo de ZnO.

A densidade apresentou aumento de 2,48 g/cm’® (amostra CaNaB) para 2,67 g/cm?
(amostra 10% ZnO), sendo essa porcentagem de aumento de 7,66%. Para a inser¢ao do ZnO na
matriz vitrea foi retirado o B2O3 na mesma porcentagem. O aumento da densidade ocorreu
devido a essa substitui¢do, pois a massa molar do 6xido de zinco (81,38 g/mol) ¢ maior que a
do trioxido de boro (69,62 g/mol). E ainda, esse aumento pode ser relacionado a possivel
compactac¢do da rede, comportamento indicado pela diminui¢do do volume molar em fungao
do aumento da concentragdo de zinco [108].

O volume molar apresentou uma diminui¢io de 27,23 g/cm’ (CaNaB) para 25,68 g/cm?
(10% ZnO), diminuicao essa de 5,69%. Ahmad e colaboradores (2014) obtiveram resultado
semelhante no estudo de vidros boratos com substituicdo de B2O3z por ZnO em concentragdes
de 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30% em mol. Eles relataram que com o aumento da concentracao de
Zn0O também se observou uma diminui¢ao do volume molar das amostras vitreas e que esse
comportamento indica que a inser¢do de ZnO deixou a rede vitrea mais compacta com
diminui¢do de tamanho de ligacdo entre os atomos. Segundo os autores, a diminui¢do do
volume molar dos vidros se deu devido a diferenga no volume molar entre o B203, que tem
maior volume molar (43,09 cm®/mol), e 0o ZnO, que apresenta menor volume molar (14,52
cm?®/mol) [109]. A compactacio da rede vitrea também pode ter ocorrido devido as mudangas

nas unidades estruturais dessa rede, mais especificamente, pode ter ocorrido conversdo de
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unidades BO3 em unidades BO4 e com isso uma diminui¢do na concentracao de oxigénios nao

ligados na rede vitrea[ 106]. Esta hipotese sera abordada e discutida na secdo 4.4.

4.2 Difracao de Raios X (DRX)

A Figura 12 apresenta os difratogramas das amostras vitreas, realizados antes da imersao

em SBF. Estes confirmam a natureza amorfa do material, pois nota-se a auséncia de picos

cristalinos e presenca apenas de duas bandas largas, com centros em ~29 e 47° 26, que sdo

caracteristicas de vidros boratos [19,110]. Observa-se também, que os difratogramas de todas

as amostras sao semelhantes entre si, ndo apresentando mudangas significativas pela adi¢do de

oxido de zinco.

Graus (20)

Figura 12- Difratograma das amostras antes da imersdo em SBF.
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Wers e colaboradores (2014), a partir dos difratogramas de DRX, também observaram

que a adicao de ZnO em concentragdes de 0,1 a 10% (em peso) em vidros silicatos 46S6 (46

Si0; — 24 CaO — 24 NaxO — 6 P05 % peso) ndo afetou o carater amorfo das amostras vitreas

[91].

37



4.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absor¢do FTIR das amostras vitreas estdo apresentados na Figura 13.
Estes apresentam trés regides de absor¢ao tipicas de vidros boratos, a primeira regido em ~ 470-
780 cm™!, a segunda em ~780-1200 cm™! e a terceira em aproximadamente 1200 a 1650 cm™!

[111].

m— CaNaB
| 1% Z1O
| w2 5%, 710
| 5% ZNO
| m—7.5% 70O
10% ZnO

Absorbancia (u.a)

: i G . 1
3470_780Cm—13 780-1200 cm” | 1200 - 1650 cm

| ' 1 ' 1 ' 1 ' ‘I ' 1 ' 1 — 1 '
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
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Figura 13- Espectros FTIR de todas as amostras antes da imersdao em SBF.

Na primeira regido do espectro, a banda com centro em aproximadamente 560 cm™ é
atribuida as vibra¢des da ligagdo P-O-P nos grupos PO4>[54,112]. A banda compreendida na
regido de 600 a 780cm!, com centro em ~700 cm™!, est4 relacionada a vibragdes do tipo flexdo
das ligagdes B-O-B dos grupos BOs [16,113]. A banda localizada na regido central do espectro
de 780- 1200 cm™! ¢ originéria de vibragdes do tipo estiramento das ligagdes B-O-B dos grupos
BO4 [69,114]. E a tlltima banda, localizada na faixa de 1200-1650 cm’', é referente as vibragdes
do tipo estiramento das ligacdes B-O-B dos grupos BOs [54,112,113].

E possivel observar uma pequena banda em aproximadamente 430 cm™', essa banda
pode ser atribuida as vibragdes das ligagdes Zn-O dos grupos ZnOs, pois estudos indicam que

a faixa de nimero de onda de 400 a 550 cm™! apresenta bandas caracteristicas desse grupamento
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em vidros contendo zinco [109,115]. A presenca de bandas caracteristicas de ZnO4 s3o um
indicativo que o zinco esta atuando na matriz vitrea como formador de rede. Corroborando a
isso, trabalhos na literatura reportam que os ions de zinco atuam predominantemente, como
formadores de rede, na forma de ZnOs, quando adicionados aos vidros boratos alcalinos
[78,79,116]. Entretanto, ndo ¢ possivel concluir completamente se essa banda ¢ realmente
devido aos grupamentos ZnQOs, pois essa regido do espectro apresentou ruidos em quantidade

significativa.

4.4 Fracao de Boros Tetracoordenados (N4)

A Figura 14 apresenta o espectro FTIR da amostra 10% ZnO deconvoluido por meio de

funcdes gaussianas.

Absorbancia (u.a)

T
500 1000 1500 2000
Numero de onda (cm™)

Figura 14- Espectro FTIR da amostra 10% ZnO deconvoluido.

Observando a Figura 14, tem-se que a area A4 corresponde a area da banda 3, j& a area
A3 corresponde as areas das bandas 1,2,4,5 e 6. Esse procedimento foi realizado para todas as
amostras e se obteve o valor de N4 para cada uma delas. A Figura 15 apresenta os valores de N4

em funcdo da concentracdo de ZnO presente no material vitreo.
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Figura 15- Valores de N4 em fungdo da concentragdo de ZnO adicionado nas amostras vitreas.

De acordo com a Figura 15, € possivel indicar que houve um aumento na fragao de boros
tetracoordenados (N4) em fun¢do do aumento da concentracdo de ZnO adicionado as amostras
vitreas. Este resultado indica que a insercdo de ZnO na matriz vitrea proporcionou uma
conversao de unidades BO3 para unidades BO4. Comprovando o que foi indicado no resultado
obtido na andlise do volume molar. A diminui¢cao do volume molar das amostras com a adi¢gao
de ZnO j4 indicava a compactagdo da rede vitrea e essa foi comprovada pela anélise de Na.
Entdo, a maior conversdo de unidades BO3 para BO4, comprovada pela deconvolug¢do dos
espectros FTIR, acarretou na diminui¢do de oxigénios nao ligados presentes na matriz vitrea
[105,109] e na compactacao da rede vitrea, em funcdo da concentracdo crescente de ZnO
adicionada [106]. A maior compactacdo da rede, com o aumento crescente da concentragao de

ZnO ¢ um fator que influencia no aumento da estabilidade quimica do material.

4.5 Anélise térmica diferencial (DTA)

A Tabela 3 apresenta os valores de temperatura de transi¢do vitrea (Tg), temperatura de
inicio de cristalizacdo (Tx) e estabilidade térmica (Tx-Tg) obtidos a partir dos termogramas das
amostras sintetizadas. A Figura 16 apresenta o grafico de Tg, Tx e estabilidade térmica em

func¢do da concentragdo de ZnO presente nas amostras vitreas.
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Tabela 3- Valores de temperatura de transicao vitrea (Tg), temperatura de inicio de cristalizacdo (Tx) e
estabilidade térmica (Tx-Tg) das amostras vitreas sintetizadas.

Amostra Tg (°C) (£5°C) Tx (°C) (+5°C) Tx - Tg (°C)
*10°C)
CaNaB 508 638 130
1% ZnO 510 643 133
2,5% ZnO 514 639 125
5% ZnO 515 658 143
7,5% ZnO 508 672 164
10% ZnO 518 675 157
800
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Figura 16- Valores de Tx, Tg e Tx-Tg em fung¢do da concentragdo de ZnO.

Observando a Tabela 3 e a Figura 16, ¢ possivel indicar que a Tg das amostras vitreas
ndo varia significativamente, em fun¢do da concentracdo de ZnO, levando em consideraciao o
erro de 5°C atribuido a andlise. A Tx varia entre 634°C (CaNaB) e 675°C (10% ZnO), podendo
ser observado que os valores de Tx para as amostras CaNaB, 1% ZnO e 2,5 % ZnO nao variam

(dentro do erro), mas ¢ notado um aumento para as amostras 5% ZnO, 7,5% ZnO e 10 % ZnO.
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Por conseguinte, a estabilidade térmica apresenta comportamento semelhante, apresentando
valores proximos para as amostras CaNaB, 1% ZnO e 2,5 % ZnO e aumento para as amostras
5% ZnO0O, 7,5% ZnO e 10 % ZnO.

Kullberg e colaboradores (2016) obtiveram resultados semelhantes aos obtidos no
presente trabalho. Eles observaram que a Tx e a estabilidade térmica de vidros borossilicatos
contendo zinco apresentaram aumento com o aumento da razdo ZnO/B>0O3 nas amostras vitreas
[117]. Yang e colaboradores (2019) também observaram aumento nos valores de Tx e
estabilidade térmica com o aumento da concentragcdo de ZnO presente nos vidros ZnO-B>Os3-
Bi203-BaO[118].

Quanto maior a estabilidade térmica do vidro, menores sdo as chances de ocorrer
cristalizacdo em operagdes de trabalho que demandem aquecimento [117]. Entdo, com o
aumento da estabilidade térmica dos vidros em fun¢ao da maior concentragao de ZnO ha um
aumento na faixa de temperatura de trabalho destes, o que pode ser vantajoso para aplicagdes

destes vidros em dispositivos médicos que necessitem que o material vitreo seja modelado.

4.6 Radiopacidade

A Figura 17 apresenta as radiografias das amostras vitreas juntamente com o

penetrometro de aluminio.

1% ZnO

2,5% ZnO
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Figura 17- Radiografia das amostras vitreas e do penetrometro de aluminio.

A partir das imagens de radiografia foram obtidos os valores de nivel de cinza para cada

um dos degraus do penetrometro como também para as amostras vitreas. Os degraus do

penetrometro sao identificados na Figura 17 com as letras de A a E de acordo com a sua

espessura. O degrau A tem 1 mm de espessura, o degrau B tem 2 mm, o C tem 3 mm, o D tem

4 mm e o E tem 5 mm de espessura. A Figura 18 apresenta os graficos de niveis de cinza em

funcdo da espessura, em milimetros, dos degraus do penetrometro. Na Figura 18a) ¢ apresentada

a comparacao do nivel de cinza das amostras CaNaB, 1% ZnO e 2,5% ZnO e na Fig. 18b) das

amostras 5% Zn0O, 7,5% ZnO e 10% ZnO com o nivel de cinza dos degraus de aluminio. Essa

compara¢do foi realizada para se obter o nivel de radiopacidade das amostras vitreas em

milimetros de aluminio equivalentes (mm Al).
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Figura 18- Graficos do nivel de cinza em fung@o dos milimetros de aluminio para obten¢do do nivel de

radiopacidade em mmAl das amostras a) CaNaB, 1% ZnO ¢ 2,5% ZnO ¢ b) 5% ZnO, 7,5% ZnO e

10% ZnO.

A Figura 19 apresenta o grafico de nivel de radiopacidade em milimetros de aluminio

equivalentes em fun¢do da concentragdo de ZnO, em % molar, das amostras vitreas.
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Figura 19- Nivel de radiopacidade das amostras, em mmAl, em func¢ao da concentra¢do de ZnO.

E possivel observar que a amostra CaNaB, com 1 mm de espessura, apresentou nivel de
radiopacidade equivalente com 0,5 mm de aluminio. A amostra 1% ZnO teve equivaléncia a
0,8 mmAl, a amostra 2,5% ZnO a 1,04 mmAl, a 5% ZnO a 1,22 mmAl, a 7,5% ZnO a 1,42
mmAl e a 10% ZnO a 1,95 mmAl. Todas as amostras foram radiografadas com espessura de
Imm. Entdo, ¢ possivel indicar que hd um aumento da radiopacidade dos vidros em fung¢ao do
aumento da concentragdo de 6xido de zinco na matriz vitrea. Esse aumento pode ser explicado
devido a incorporagdo de uma concentragdo crescente de ZnO ao vidro, pois a radiopacidade
de um material aumenta com a adi¢do de elementos de maior niumero atomico em sua
composi¢do, o zinco tem niimero atdomico igual a 30 [119].

Em imagens de radiografia utilizadas a fim de acompanhar o processo de implantagao
de materiais em tecidos Osseos e dentarios, € necessario que seja possivel distinguir o material
do tecido circundante. A dentina tem radiopacidade equivalente a I mmAIl [120], com a inser¢ao
de maiores concentragdes de ZnO se observa valores maiores que 1mmaAl para a radiopacidade
das amostras 5% ZnO, 7,5% ZnO e 10% ZnO. Portanto, esse ¢ um indicio de que, em aplicagdes
odontologicas os vidros boratos bioativos contendo 5, 7,5 e 10% de ZnO conseguiriam ser

distinguidos da dentina quando monitorados por radiografia.
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4.7 Analise visual das amostras durante e apds imersao em SBF por 28 dias
As amostras CaNaB, 1% ZnO, 2,5% ZnO, 5% ZnO, 7,5% ZnO e 10% ZnO, apds a

imersdo por 28 dias em SBF, sdo exibidas na Figura 20.

2,5% ZnO

5% ZnO 8 7,5% ZnO 10% ZnO

Figura 20 - Amostras CaNaB, 1% ZnO, 2,5% ZnO, 5% ZnO, 7,5% ZnO e 10% ZnO apds imersao em
SBF por 28 dias.

E possivel observar que as amostras apresentaram mudangas morfologicas quando
comparadas as amostras antes da imersdo (Figura 10). Foram observadas diariamente as
mudangas visiveis nas amostras durante os 28 dias. As amostras CaNaB, 1% ZnO e 2,5% ZnO
comegaram a apresentar opacidade no 2° dia de imersdo, no 3° dia a amostra 5% ZnO apresentou
opacidade, a 7,5% ZnO apresentou no 5° dia e a 10% ZnO no 9° dia.

No 4° dia de imersao foi observado, nas amostras CaNaB e 1% ZnO, o surgimento de
uma camada branca na superficie do vidro comegando a partir das bordas e se desenvolvendo
na dire¢do do centro, cobrindo todo o exterior da amostra CaNaB, no 9° dia, ¢ da amostra 1%
ZnO, no 8° dia. Do mesmo modo, a amostra 2,5% ZnO comegou a apresentar a camada branca
no 5° dia e foi totalmente coberta no 12° dia. A amostra 5% ZnO apresentou o surgimento da
camada no 8° dia de imersao e ela cobriu totalmente a superficie dessa amostra no 17° dia. As

amostras 7,5% e 10% ZnO comecaram a apresentar a camada branca mais tarde, no 12° e 14°
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dia, respectivamente, e observou-se essa recobrir todo o exterior das amostras apenas no 21°
dia de imersao.

Na Figura 20, ¢ possivel notar que as amostras CaNaB e 1% ZnO apresentaram,
visualmente, a maior degradacao, mostrando descamacao ¢ maior perda da integridade fisica,
seguida da 2,5% Zn0O, 5% ZnO, 7,5% ZnO e da 10% ZnO. O indica que os vidros que possuem
uma maior concentracdo de ZnO apresentaram uma menor degradacdo em solucdo, o que ¢ um
indicio do papel do ZnO como estabilizador da rede vitrea devido a maior compactagao da rede,

comportamento este indicado nos resultados de densidade, volume molar e fator N4.

4.8 Analise de dados de pH

Os valores de pH da solu¢do SBF, contendo as amostras vitreas CaNaB, 1% ZnO, 2,5%
Zn0, 5% ZnO, 7,5% ZnO e 10% ZnO, estdo apresentados na Figura 21. Os valores do pH ao
longo do tempo de imersao indicam que houve interagao idnica entre os vidros e o SBF, em que

estes ficaram imersos durante 7, 14 ,21 e 28 dias.
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Figura 21- Valores de pH do SBF medidos durante os 28 dias de imersdo para as amostras CaNaB, 1%

Zn0, 2,5% ZnO, 5% ZnO, 7,5% ZnO e 10% ZnO.

Para todas as amostras, o pH no dia da imersao foi de 7,40, sendo este o valor de
referéncia. E possivel observar que, com o passar dos dias, os valores de pH do SBF

apresentaram comportamentos diferentes de acordo com a amostra imersa. O pH das solugdes
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contendo as amostras CaNaB e 1% ZnO apresentou aumento com o passar dos dias, e
estabilizou a partir do 20° dia, atingindo pH de 8,12 e 8,22 no 28° dia, respectivamente. Esse
aumento pode ser explicado pela troca de ions entre a solucao e o vidro, principalmente os ions
Cay" e Na" da amostra vitrea com os fons H" do SBF. Essa troca aumenta a concentragdo de ions
alcalinos e diminui a concentragdo de ions H' na solugdo SBF, aumentando a basicidade da
solucao [121-123].

O pH da solug@o SBF em que foi imersa a amostra 2,5% ZnO se manteve estavel (dentro
do erro) até¢ o 9° dia de imersdo e, posteriormente, foi observado um aumento gradual
semelhante ao observado nas duas amostras anteriores. Em contrapartida, no pH da amostra 5%
ZnO foi observada uma queda do 3° ao 8° dia, e ap6s isso, foi observada uma elevagdo. O pH
das solucdes contendo as amostras 7,5% ZnO e 10% ZnO apresentou comportamento similar
entre si. Esses apresentaram uma queda mais acentuada do 4° ao 12° dia, atingindo o menor
valor de pH de 6,84 para ambas as amostras. Posteriormente, a amostra 7,5% ZnO apresentou
um sutil aumento no pH, ja a 10% ZnO manteve o pH constante até o 28° dia.

O aumento do pH nos primeiros dias de imersao provavelmente se deu devido a rapida
reacdo inicial de troca de ions alcalinos da amostra com os ions H" da solugdo. A posterior
diminui¢do dos valores de pH, possivelmente ocorreu devido ao aumento da concentracio de
Zn0O na composi¢do, pois, nesses casos, € possivel ter ocorrido uma maior migracao de ions
zinco para o SBF e isso propicia a formacdo de Zn(OH)> na solugdo, aumentando a
concentragdo de H' livre no meio, ocasionando o decréscimo do pH do SBF [85,124,125]. A
possivel formagdo de Zn(OH)2 na solucdo [126] pode propiciar uma diminuig¢do da taxa de
formacio de hidroxiapatita. Isso pode ocorrer devido a competi¢do dos ions Zn>" com o fosfato
de célcio pelos ions OH", ions estes que sdo necessarios na fase final de cristalizacdo da HA
[9,51].

A partir das medidas de pH do SBF, contendo as amostras, € possivel apontar que devido
ao aumento da concentracao de ZnO adicionado a matriz vitrea, houve uma menor troca de ions
alcalinos Ca>" e Na" da amostra vitrea com os ions H' da solu¢do. Essas trocas idnicas sdo o que
propiciam a formacao da camada de hidroxiapatita no material [9]. Pode-se indicar isso ja que
foi observado uma diminui¢do nos valores de pH em fun¢do do aumento da concentragdo de
ZnO presente no material e, maiores valores de pH sdo um indicativo de uma maior taxa de

troca entre esses ions [122,123].

4.9 Perda/Ganho de massa
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A Figura 22 apresenta os percentuais de perda de massa de todas as amostras, calculados
a partir da equagdo 3. E possivel observar que a porcentagem de perda de massa tende a
aumentar com o decorrer do tempo de imersao, para as amostras CaNaB, 1% ZnO e 2,5% ZnO
até o 28° dia de imersao e para as amostras 5% ZnQO, 7,5% ZnO e 10% ZnO até o 21? dia. Nota-
se também que, a partir da amostra 2,5% ZnO, com o aumento da concentracdo de zinco
adicionado na amostra, hd uma diminui¢do da porcentagem desta perda. O erro da balanga
utilizada foi 0,0001 g, e a partir disso, o erro associado a perda de massa foi calculado por

propagacao de erro.
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Figura 22- Percentual de perda de massa das amostras em fungdo do tempo de imersao.

Este resultado ¢ um indicativo do efeito estabilizador do zinco na matriz vitrea, o que
corrobora os resultados anteriormente apresentados da andlise visual das amostras e medidas
de pH do SBF. A inser¢ao de maiores concentragdes de ZnO na matriz vitrea pode aumentar a
estabilidade quimica desta, diminuindo entdo, a taxa de dissolu¢cdo das amostras devido a
diminui¢do da lixiviagdo dos ions de sua superficie para o meio, o que, consequentemente,
retarda a degradacdo deste [62]. E apontado nos resultados de volume molar e fragdo de BO4
(N4) que ha a compactagdo da rede vitrea devido a inser¢ao de ZnO, e que isso tende a aumentar

a estabilidade quimica do material. Os resultados de perda de massa comprovam isso.

48



Haimi e colaboradores (2009) obtiveram resultados semelhantes para perda de massa.
As fibras de vidro borossilicato adicionadas de zinco em concentracdes de 0 a 5% molar
apresentaram uma perda de massa no decorrer de 14 dias de imersao, inversamente proporcional
ao teor de zinco presente na matriz vitrea [53].

E possivel observar que os resultados de percentual de perda de massa das amostras
(Figura 22) e as medidas de pH do SBF (Figura 21) estdo diretamente relacionados. O mesmo
comportamento observado nas medidas de pH do SBF ¢ observado no percentual de perda de
massa das amostras, em que hd uma diminui¢ao dos valores de pH medidos e também uma
diminui¢ao nos percentuais de perda de massa em fungdo do aumento da concentragdo de ZnO
presente na matriz vitrea. O que mostra que a degradagdo quimica e fisica das amostras ¢
diretamente relacionada as trocas idnicas entre o material e a solucao SBF.

Nota-se que as amostras CaNaB e 1% ZnO, que tiveram a maior perda de massa em
funcdo do tempo de imersdo, também apresentaram valores mais elevados de pH, como também
aumento nesses valores em funcdo do periodo de imersdo. Esse comportamento comprova que,
para essas amostras, houve uma maior troca idnica entre o material e o SBF durante o periodo
de imersdo, e por consequéncia, uma maior degradagdo quimica e fisica destas.

As amostras 7,5% ZnO e 10% ZnO apresentaram os menores percentuais de perda de
massa € menores valores de pH do SBF, como também diminui¢do desses valores em fungao
do aumento do tempo de imersdo. O que mostra que, com o aumento da concentragdo de ZnO,
a taxa de troca i6nica entre o material e a solucdo diminuiu, e devido a isto, a perda de massa
do material foi menor. Refor¢ando, o ja anteriormente mencionado, indicio da capacidade do

zinco de aumentar a estabilidade quimica da matriz vitrea estudada.

4.10 Citotoxicidade

Os resultados do teste de citotoxicidade para todas as amostras estdo exibidos na Figura
23. Esta traz o percentual de viabilidade celular dos macrofagos RAW 264.7, depois de tratados
por 24h com a solucdo obtida a partir da dissolu¢do de cada amostra vitrea em meio RPMI em
concentragdes de 500pug/mL e 1000pg/ mL. Para compreender os resultados obtidos, € preciso
levar em consideracdo os resultados da amostra controle. Esta contém apenas o meio celular,
sem a presen¢a de amostra vitrea, ou seja, a proliferacao celular ¢ 100%. Segundo a ISO 10993,
para um material ser considerado nao citotoxico se admite um limite minimo de viabilidade

celular de 70% [93].
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Figura 23- Viabilidade celular de macrofagos RAW 247 apos contato por 24 horas com extrato vitreo

em concentragdes de 500pg/mL e 1000pg/ mL de todas as amostras.

Os resultados mostraram que nenhum dos vidros bioativos apresentou citotoxicidade
nas duas concentragdes testadas, pois nenhum apresentou uma viabilidade celular menor que
70%. Analisando a Figura 23, € possivel observar que as porcentagens de viabilidade celular
obtidas apds o contato dos extratos vitreos de todas as amostras em concentracao 500 ug/mL
com os macrofagos foram semelhantes, ndo apresentando aumento ou diminui¢ao significativa
com o aumento da concentracao de ZnO adicionado ao material.

Em contrapartida, na analise realizada com extrato vitreo de concentragao 1000pg/mL,
houve um aumento da viabilidade celular com a adi¢cdo de ZnO até 5% em mol na matriz
vitrea CaNaB, seguida de uma diminuic¢ao na viabilidade para as amostras 7,5% ZnO e 10%
ZnO.

Kermani e colaboradores (2023) avaliaram a citotoxicidade de vidros boratos
adicionados de ZnO em concentragdes de 1; 2,5; 5 e 7,5 % mol. Eles concluiram que os
extratos vitreos com concentragao 0,5 mg/mL ndo apresentaram citotoxicidade as células de
fibroblasto de camundongo (L929), mas ao aumentar a concentracdo de ZnO observou-se

uma diminui¢ao da viabilidade celular [75].
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Os resultados de viabilidade celular com extrato vitreo das amostras em concentra¢ao
de 1000pg/mL podem estar relacionados a liberacdo ionica do material no fluido de imersdo,
essa indicada pelas medidas de pH apresentadas na Figura 21. E possivel notar que as amostras
CaNaB e 1% ZnO apresentam valores de pH com comportamento semelhante ao longo do
tempo de imersdo, de mesmo modo as amostras 7,5% ZnO e 10% ZnO também apresentam
valores de pH com comportamento semelhante entre si. A solu¢do contendo as amostras 2,5%
Zn0O e 5% ZnO apresentam valores de pH intermediarios a esses dois grupos anteriormente
mencionados; ¢ possivel observar que o comportamento de evolugdo dos valores de pH,
principalmente da amostra 5% ZnO, ¢ mais constante e apresenta menor aumento ou diminuigao
quando comparadas as outras amostras.

Isso € um indicativo que os maiores valores de viabilidade celular observados para a
amostra 2,5% ZnO e, principalmente, para a amostra 5% ZnO podem estar relacionados a uma

taxa de liberagdo i0nica sem grandes variagdes, do material para o meio.

4.11 Difragao de Raios-X (DRX)

A analise de difracao de raios-X foi realizada para as amostras para as amostras apos os
tempos de 7, 14, 21 e 28 dias de imersdo destas em SBF. A fim de identificar os picos
apresentados nos difratogramas, e comprovar que estes sdo referentes a formagdao de HA no
material, foi utilizado o difratograma padrdo da hidroxiapatita como referéncia (JCPDS 09-

0432) (Figura 24).

Hidroxiapatita ]
- JCPDS 009-0432

(211)

(304)
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Figura 24- Picos do difratograma padrao da hidroxiapatita (JCPDS 09-0432). Fonte: Adaptado de
[127].

A Figura 25 exibe os difratogramas obtidos para a amostra CaNaB apos imersao por 7,

14, 21 e 28 dias em SBF.
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Figura 25-Difratogramas obtidos para a amostra CaNaB apos 7, 14, 21 e 28 dias de imersdo em SBF.

Nos difratogramas obtidos para a amostra CaNaB (Figura 25) foi possivel observar o
surgimento de picos em 26 e 32° 20 apos todos os periodos de imersdao, como também de um
pico em 53° 20 no difratogramas obtidos apos 7 e 28 dias de imersao em SBF. Os picos em 26,
32 e 53° 20 correspondem respectivamente aos planos 002, 211 e 004 do difratograma padrao
da hidroxiapatita (JCPDS 09-0432) [1,13,127-129]. A Figura 26 contém os difratogramas
obtidos para a amostra 1% ZnO ap6s 7, 14, 21 e 28 dias de imersdo. Apds esses periodos
especificos de imersao em SBF, ndo foi possivel observar picos cristalinos nos difratogramas

dessa amostra.
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Figura 26- Difratogramas da amostra 1% ZnO ap6s 7, 14, 21 e 28 dias de imersdo em SBF.

Os difratogramas da amostra 2,5% ZnO, ap6s os quatro periodos de imersao em SBF,
sdo apresentados na Figura 27. Para essa amostra se observa o aparecimento de picos cristalinos
em 32 e 46° 20 apenas no difratograma do material imerso por 21 dias em SBF, onde o pico em
46° corresponde ao plano 222 do difratograma padrdo da hidroxiapatita [127], ndo sendo

possivel observar picos nos difratogramas apds os outros periodos de imersao.
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Figura 27- Difratogramas da amostra 2,5% ZnO ap6s 7, 14, 21 e 28 dias de imersdo em SBF.
A Figura 28 mostra os difratogramas da amostra 5% ZnO ap0s os periodos de imersao.

Essa amostra apresenta comportamento semelhante a 2,5% ZnO, apenas o difratograma obtido

para o material imerso por 21 dias apresentou picos em 32 e 46° 260.
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Figura 28- Difratogramas obtidos para a amostra 5% ZnO apos 7, 14, 21 ¢ 28 dias de imersdo em SBF.
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As Figuras 29 e 30 apresentam os difratogramas para as amostras 7,5% ZnO e 10%
ZnO, respectivamente, apos 7, 14, 21 e 28 dias de imersdo. Nos difratogramas das duas amostras

nao foi observado picos cristalinos ap6s nenhum dos periodos de imersdao em solugdo SBF.
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Figura 29- Difratogramas obtidos para a amostra 7,5% ZnO apds 7, 14, 21 e 28 dias de imersdo SBF.
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Figura 30- Difratogramas obtidos para a amostra 10% ZnO apos 7, 14, 21 e 28 dias de imersdo em

SBF.
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A formacao de hidroxiapatita na superficie dos vidros, durante imersdo, ocorre devido
a um conjunto de varias reagdes de dissolugdo e precipitagio. Nesse processo os ions Ca>" que
estao localizados na superficie da amostra, devido ao processo de dissolugdo desta, reagem com
os ions POs* do SBF levando a formacio de uma camada superficial de fosfato de calcio que
posteriormente pode cristalizar em HA pela incorporagao de ions OH™ [9,51].

Se apds a formagdo da camada de HA, a solucdo conter ainda uma grande quantidade
de ions H30" e OH", ocorrerdo novas reagdes de precipitacdo que formardo nova camada de
fosfato de calcio amorfo, podendo haver cristalizacao [18]. Este processo comumente ocorre, €
pode ter sido a causa da auséncia de picos caracteristicos da hidroxiapatita nos difratogramas
das amostras 2,5% ZnO e 5% ZnO apds o tempo de imersdo de 28 dias, mesmo estes sendo
observados apos 21 dias de imersao.

Observou-se também que as amostras contendo maior concentra¢do de zinco (7,5% ZnO
e 10% ZnO) ndo apresentaram picos cristalinos apds imersdo em qualquer periodo, o que
provavelmente ocorreu devido a maior estabilidade da rede vitrea e consequentemente menor
taxa de troca i0nica e formagao de HA pela maior incorporacao de zinco na rede.

Outra possivel explicagao para esse comportamento, € o retardo da nucleagao e inibi¢ao
do crescimento de cristais de hidroxiapatita devido a adsor¢ao de ions de zinco nos sitios de
crescimento da HA, desacelerando entdo a formagdo da camada, principalmente no inicio do
processo de mineralizagdo, devido a possivel maior quantidade de ions de zinco no processo.
[130].

Portanto, os picos em 26, 32, 46 e 53° 26 correspondem, respectivamente, aos planos
002, 211, 222 e 004 do difratograma padrao da hidroxiapatita (JCPDS 09-0432) [1,13,127—
129]. Indicando que houve a formagdo de uma camada de hidroxiapatita cristalina sobre a
superficie das amostras CaNaB, 2,5% ZnO e 5% ZnO, comprovando a bioatividade dessas
amostras. Esse comportamento ¢ melhor destacado na Figura 31 que mostra os difratogramas

de todas as amostras apos 21 dias de imersao.

56



CaNaB
21 dias e
—2,5% ZnO
5% ZnO
— 7,5% ZnO
10% ZnO

(002)

11)

@11)

(222)

Intensidade (u.a)

(222)

— 7T 1 - 1 1 1 " T 1T "~ T "~ T
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Graus (20)

Figura 31- Difratogramas obtidos para todas as amostras apos 21 dias de imersdo em SBF.

Aina e colaboradores (2008) estudaram o efeito da adicdo de ZnO nas concentragdes de
S5(HZS) e 20,2 (HZ20) % em peso no Bioglass 45S5. Eles concluiram que a alta concentragdo
de zinco no vidro HZ20 foi responsavel por uma excessiva redu¢do da dissolugdo e pela
incapacidade de formagdo de hidroxiapatita no material apos 14 dias de imersdo, enquanto o

vidro HZ5 apresentou formagao de HA em até uma semana [62].

4.12 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros FTIR das amostras vitreas foram obtidos apos a imersdo destas em SBF

por 7, 14, 21 e 28 dias. A Figura 32 apresenta os espectros obtidos para a amostra base CaNaB.
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Figura 32- Espectros FTIR da amostra CaNaB apos imersdao em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias.

A banda localizada na regido de 500-650 cm™!, que em alguns dos espectros se divide
em duas bandas em 560 e 605 cm™!, é atribuida a modos triplamente degenerados de vibracdes
do modo de flexdo das ligacdes O-P-O em grupos fosfatos tetraédricos (POs). Essa banda
corresponde ao fosfato de céalcio amorfo, a divisdo desta em duas bandas menores com centros
¢ um indicativo da cristalizagdo do fosfato de célcio, o que ¢ dado como um indicativo da
formacdo de hidroxiapatita [130-133]. A banda mais intensa com centro em 1041 cm™ é
atribuida a modos triplamente degenerados de vibragdes do modo estiramento assimétrico das
ligagdes O-P-O em grupos fosfatos (POs) [54,114,133].

As bandas em 870 e 956cm! também sdo referentes ao grupamento PO4. As bandas em
aproximadamente 1430 e 1480 cm™!, compreendidos dentro da faixa de 1400 a 1500 cm™!, sdo
atribuidos a ressonancia da ligacdo C-O no COs* [70,132,134]. A banda com centro em
aproximadamente 1650 cm™' ¢ referente aos grupos OH™ [13,85]. A Tabela 4 apresenta os
numeros de onda das bandas anteriormente citadas e as ligacdes e grupos a que essas sao

atribuidas.

Tabela 4- Numeros de onda das bandas apresentadas nos espectros FTIR e suas atribuigdes.

Numero de onda (cm™) Atribuigao
500 — 650 Modo de flexdo das ligagdes O-P-O em
grupos POs.
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1041 Modo de estiramento das ligagdes O-P-O

em grupos POq.

870 ¢ 956 Grupos POa.
1400 — 1500 Ressonancia da ligagio C-O do grupo CO3%.
1650 Grupos OH".

A presenca da banda em 500-650 cm e da banda com centro em 1041 cm’l é um
indicativo da formacdo da camada de hidroxiapatita na superficie das amostras, sendo assim
um indicio da bioatividade do material. E possivel observar uma varia¢do na defini¢do das
bandas de acordo com tempo de imersdo destas em SBF. A divisdo da banda localizada em 500-
650 cm™! em duas pequenas bandas ¢ observada no espectro obtido apos 7 dias de imersdo da
amostra, mas ndo ¢ observado no espectro da amostra obtido apos 14 dias de imersao. Voltando
essa divisdo a ser visivel nos espectros obtidos ap6s 21 e 28 dias, mas a partir do resultado
obtido nos difratogramas DRX, apresentados na secdo 4.11, ¢ possivel afirmar que ha a

formagdo de HA na amostra CaNaB apo6s todos os periodos de imersao.

A figura 33 apresenta os espectros para a amostra 1% ZnO, ap6s imersao em SBF.
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Figura 33- Espectros FTIR da amostra 1% ZnO ap6s imersdao em SBF por 7, 14, 21 e 28.

Os espectros da amostra 1% ZnO sdo semelhantes aos espectros anteriormente

apresentados para a amostra CaNaB, apresentando bandas nas mesmas regides e com as
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mesmas atribui¢des. Entretanto, € possivel notar que, nos espectros apresentados na Figura 32,
a banda na regidio de 500-650 cm™! ndo apresenta divisdo em duas bandas menores que indicam
a presenca da forma cristalina do fosfato, o que sugere que, nesta amostra, o fosfato de calcio
amorfo ¢ predominante. Também se nota um aumento na intensidade das duas bandas
localizadas em 1400-1500 cm™, com o aumento do tempo de imersdo. Esse resultado corrobora
o obtido nos difratogramas DRX apresentados anteriormente, que mostrou que para essa
amostra nao foram observados picos cristalinos referentes a HA.

As Figuras 34 e 35 apresentam os espectros para as amostras 2,5% ZnO e 5% ZnO,

respectivamente, apos os mesmos periodos de imersdo em SBF.
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Figura 34- Espectros FTIR da amostra 2,5% ZnO apds imersdo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias.
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Figura 35- Espectros FTIR da amostra 5% ZnO ap6s imersdo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias.

Os espectros das amostras 2,5% ZnO e 5% ZnO também sdo semelhantes aos espectros
j& apresentados anteriormente, porém, se observa que nos espectros obtidos apos tempos

menores de imersdo (7 e 14 dias) que ha uma menor definicdo e intensidade de bandas

caracteristicas dos grupos PO4 e COs?".
Os espectros FTIR das amostras 7,5% ZnO e 10% ZnO sao apresentados nas Figuras 36

e 37, respectivamente.
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Figura 36- Espectros FTIR da amostra 7,5% ZnO apds imersdo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias.
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Figura 37- Espectros FTIR da amostra 10% ZnO ap6s imersdo em SBF por 7, 14, 21 e 28 dias.

Os espectros FTIR da amostra 7,5% ZnO (Figura 36), apresentam formas diferentes em
funcdo do tempo de imersdo. E possivel observar um estreitamento das bandas com o aumento

do periodo de imersdo em SBF, em que os espectros da amostra apos 7 e 14 dias imergidas
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apresentam bandas mais largas e localizadas na mesma regido de numero de onda das bandas
observadas nos espectros das amostras antes de imergir. Para os espectros obtidos para as
amostras imersas por 21 e 28 dias se observa bandas semelhantes as apresentadas nos espectros
das amostras CaNaB, 1% ZnO, 2,5% ZnO e 5% ZnO, pos imersao.

Na Figura 37, sdo apresentados os espectros FTIR da amostra 10% ZnO apds os 4
periodos de imersdo. Estes apresentam bandas largas e em mesma regido de nimero de onda
das bandas caracteristicas de grupos boratos atribuidas nos espectros antes da imersao em SBF.
Também ¢ possivel observar que as bandas caracteristicas do grupo POs se apresentam mais
alargadas e sem definicao.

A Figura 38 apresenta os espectros FTIR das amostras CaNaB, 1% ZnO, 2,5% ZnO, 5%
Zn0, 7,5% ZnO e 10% ZnO apos 28 dias de imersdo em SBF.
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Figura 38- Espectros FTIR das amostras CaNaB, 1% ZnO, 2,5% ZnO, 5% ZnO, 7,5% ZnO e 10%
ZnO apo6s imersdo em SBF por 28 dias.

Comparando os espectros FTIR de todas as amostras vitreas apds o periodo de 28 dias
de imersdo € possivel observar mais claramente o comportamento anteriormente mencionado,
em que, com o aumento da concentracdo de ZnO adicionado a matriz vitrea se observa uma

menor definicdo e intensidade das bandas caracteristicas do PO4 ¢ bandas referentes aos
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grupamentos boratos mais largas principalmente as amostras 7,5% ZnO e 10% ZnO apresentam
essas caracteristicas.

Estes resultados sao um indicio que maiores concentracdes de ZnO adicionadas na
matriz vitrea podem diminuir a taxa de formagao de HA, sendo necessario um maior tempo de
imersao destas para se observar bandas caracteristicas da formag¢ao de fosfato de calcio amorfo
e HA. Esta diminuicao da taxa de formacao de HA, com o aumento da concentragdo de zinco,
em vidros boratos, pode estar relacionada com a diminui¢cdo da dissolugao destes devido ao
aumento da estabilidade quimica, como consequéncia da maior conectividade da rede pela
inser¢ao de zinco na matriz vitrea [14].

E apontado na literatura, a influéncia do zinco na cinética de formacio da HA.
Nescakova e colaboradores (2019) estudaram a influéncia da adi¢do de 5% de ZnO em vidros
mesoporosos de composi¢cdo 70Si02 — 30Ca0 em % mol (MBGNSs). Eles observaram que o
vidro contendo zinco (Zn-MBGNs) ndo apresentou bandas caracteristicas da formagdo de
hidroxiapatita (560 e 603 cm™') apds imersio em SBF por 14 dias, diferente do que foi

observado para os vidros MBGNSs, que ndo continham zinco [130].

4.13 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana das amostras vitreas estudadas nesse trabalho foi testada
contra a bactéria gram-positiva Staphylococcus Aureus e contra a bactéria gram-negativa
Escherichia Coli. Foi utilizada a metodologia de analise nomeada difusdo em disco de agar e
para indicar a capacidade antibacteriana dos vidros, bem como também dos antibidticos Pen
10, Gen 10, Tet 30 e Van 05, foi observado o surgimento de zonas de inibicdo em formato de
halo em volta dos discos de amostra. A Figura 39 apresenta as fotografias das placas de teste
ap6s decorrido 24 horas de contato dos discos dos antibidticos com a bactéria S. Aureus. A
Figura 40 apresenta as placas de teste contendo os discos das amostras vitreas testadas por 24

horas também contra a bactéria S. Aureus.
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Figura 39- Fotografias das placas contendo 4 diferentes antibioticos testados por 24 horas contra a

bactéria S. Aureus

Figura 40- Fotografias das placas contendo as amostras vitreas testadas por 24 horas contra a bactéria

S. Aureus.

Observando as fotografias apresentadas nas Figuras 39 e 40, ¢ possivel indicar que as
amostras vitreas CaNaB, 1% ZnO, 2,5% ZnO, 5% ZnO, 7,5% ZnO e 10% ZnO, bem como os
quatro antibidticos utilizados apresentaram efeito antibacteriano contra a bactéria S. Aureus.

Isso pode ser afirmado devido a todos os discos das amostras vitreas e dos antibidticos terem
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apresentado uma area de inibi¢ao do crescimento dessa bactéria ao seu redor. A presenga dessa
zona de inibi¢do ¢ considerada como uma comprovagdo da atividade antibacteriana do material
[135].

A Figura 41 apresenta a fotografia dos antibidticos testados contra a bactéria E. Coli.

Na Figura 42, sdo apresentadas as placas contendo os discos de todas as amostras vitreas apds

a analise contra a bactéria E. Coli.

Figura 41 - Fotografias das placas contendo 4 diferentes antibidticos testados por 24 horas contra a

bactéria E. coli.

Figura 42- Fotografias das placas contendo as amostras vitreas testadas por 24 horas contra a bactéria

E. Coli.

Observando a Figura 42 pode-se indicar que as amostras vitreas CaNaB, 1% ZnO, 2,5%
Zn0, 5% Zn0O, 7,5% ZnO e 10% ZnO também apresentaram atividade antibacteriana contra a
bactéria E.Coli, pois € notavel a presenca de uma zona de inibicao de crescimento bacteriano
ao redor dos discos dessas amostras. J4, observando a Figura 41, ¢ possivel afirmar que apenas

os antibidticos Gen 10 e Tet 30 apresentaram atividade antibacteriana frente a E. Coli. Isso pode
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ser afirmado devido a apenas esses dois antibioticos terem apresentado uma zona de inibi¢do
do crescimento dessa bactéria ao redor deles; os antibidticos Pen 10 e Van 05 ndo apresentaram
o surgimento da zona de inibigao.

A Tabela 05 apresenta os didmetros das zonas de inibi¢ao do crescimento bacteriano
que cada amostra vitrea e antibidtico provocou quando testado contra as bactérias S. Aureus e
E. Coli por 24 horas.

Tabela 5 - Antibioticos e amostras vitreas testadas e seus respectivos diametros da zona de inibig¢ao do

crescimento bacteriano, em milimetros, contra as bactérias S. Aureus ¢ E. Coli.

Antibiéticos e amostras Diametro da zona de inibi¢cao (mm)
vitreas S. Aureus E. Coli
Pen 10 13,3 0
Gen 10 17,2 12
Tet 30 17,95 12,8
Van 05 9,8 0
CaNaB 17,8 15,17
1% ZnO 10,86 11,57
2,5% ZnO 15,07 8,95
5% ZnO 13,55 9
7,5% ZnO 13,25 9,25
10% ZnO 13,35 9,7

A partir dos resultados obtidos, que estdo apresentados na Tabela 05, e considerando as
comparagoes pareadas pelo teste de Tukey com nivel de significAncia de 5%, que estdo
disponiveis na Tabela A-1 do Apéndice A, € possivel afirmar que os valores dos didmetros das
zonas de inibi¢ao de crescimento bacteriano das amostras vitreas CaNaB, 1% Zn0O, 2,5% ZnO,
5% ZnO, 7,5% ZnO e 10 % ZnO, do teste contra a bactéria S. Aureus, ndo apresentaram
diferenca significativa entre si. Indicando assim, que a incorpora¢do de ZnO na rede vitrea ndo
influenciou significativamente no efeito antibacteriano do material.

Babu e colaboradores (2023) afirmaram que a atividade antibacteriana esta relacionada
a composicao do material, a sua taxa de dissolucdo e liberagdo de ions antibacterianos e a

mudangas nos valores de pH [136]. Possivelmente, a pouca variagao nos valores dos didmetros
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das zonas de inibicdo com a inser¢do do zinco, que ¢ conhecido na literatura por ter efeito
antibacteriano [14,17,27,28], ocorreu devido ao aumento da estabilidade quimica do material e
diminui¢ao da taxa de dissolucao deste com o aumento da concentragdo de ZnO adicionado a
rede vitrea, comportamento indicado nos resultados de perda de massa medidas de pH
apresentados anteriormente. A menor taxa de dissolu¢do do vidro acarreta em uma menor taxa
de liberagdo de ions para o meio, e por conseguinte, uma menor taxa de ions antibacterianos,
como ions de zinco e boro, sdo liberados.

Observando os valores dos didmetros das zonas de inibi¢ao do crescimento bacteriano
das amostras vitreas perante a bactéria E.Coli, também presentes na Tabela 05, ¢ possivel
indicar que a amostras CaNaB e 1% ZnO obtiveram os maiores valores, ndo diferindo
significativamente entre si, como mostrado na Tabela A-1 do apéndice A. Ja as amostras 2,5%
7Zn0, 5% ZnO, 7,5% ZnO e 10% ZnO apresentaram valores menores que o da amostra CaNaB.
Esse comportamento também pode ser explicado devido a menor liberagdo de ions
antibacterianos, como zinco € boro, devido a maior estabilidade da rede vitrea e menor
dissolugdo do material pela maior incorporagao de zinco a este.

Hameed e colaboradores (2015), ao estudarem a atividade antibacteriana de vidros
bioativos contendo zinco, também observaram que a inser¢do de zinco na matriz vitrea teve
pouco ou nenhum efeito sobre a agdo antibacteriana. Eles relacionaram este comportamento a
baixa concentracdo de zinco liberado no meio devido a capacidade deste de aumentar a
estabilidade da rede quando adicionado ao material vitreo [137]

No que diz respeito a comparagdo da zona de inibicdo das amostras vitreas com a dos
antibioticos testados, na analise com a bactéria S.Aureus, € possivel observar que nao houve
diferenca significativa entre as zonas de inibi¢do dos vidros e dos antibioticos Pen 10, Gen 10
e Tet 30. Porém, a amostra CaNaB apresentou zona de inibi¢do maior do que a apresentada
pelo antibidtico Van 05. J4 na andlise com a bactéria E.Coli é observado que todas as amostras
vitreas ndo apresentam diferenca significativa com os antibidticos Gen 10 e Tet 30, porém todas
as amostras vitreas apresentaram melhores resultados de zona de inibi¢ao quando comparado
aos antibidticos Pen 10 e Van 05. Sendo essa uma comprovagao de que todos as amostras vitreas
apresentaram atividade antibacteriana melhor ou equiparavel a dos antibidticos testados.

Ainda ¢ observado na Tabela 05 que os valores dos didmetros da zona de inibigdo
obtidos, apos o teste com a bactéria S.Aureus, sdo maiores que os obtidos apos o teste com a
bactéria E.Coli. E possivel indicar que as amostras tiveram um maior efeito de inibi¢do nas
bactérias gram-positivas S.Aureus do que nas bactérias gram-negativas E.Coli. Isso

provavelmente ocorreu devido ao grupo que cada uma dessas duas bactérias ¢ classificada.
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Yazdi e colaboradores (2017) indicaram que os ions de zinco s3o mais efetivos na inibicao do
crescimento de bactérias gram-positivas do que no crescimento de gram-negativas. Eles
associaram esta diferenca de suscetibilidade a desproporcionalidade da camada de
peptidoglicano entre esses dois tipos de bactérias e ao contetido de constituintes de proteina

integradas a parede celular das bactérias Gram-positivas [27]

5 CONCLUSAO

Neste trabalho foram produzidos vidros célcio-sodio-boratos adicionados de ZnO,
substituindo o B2O3, em concentracdes de 0; 1; 2,5; 5; 7,5 e 10% molar, a fim de investigar a
influéncia do ZnO na bioatividade e demais propriedades do material. Os resultados obtidos
para densidade, volume molar e N4 indicaram que o aumento da adi¢cdo de zinco causou
modifica¢des na matriz vitrea, tornando-a mais compacta, indicando uma maior conectividade
de rede. Os dados de DTA mostraram aumento da Tx ¢ da estabilidade térmica com a adigdo
de ZnO, o que representa um aumento da faixa de trabalho desse material vitreo, benéfica para
aplicagdes desse como pegas termicamente moldadas. A radiopacidade das amostras aumentou
com a adi¢do de zinco, em que as amostras 5% ZnO, 7,5% ZnO e 10% ZnO apresentaram
radiopacidade maiores que a dentina. Os testes de viabilidade celular de macréfagos mostraram
que nenhuma das amostras apresenta citotoxicidade.

Os espectros FTIR e os difratogramas DRX das amostras, obtidos ap6s a imersdao em
SBF, indicaram a bioatividade do material pela formacdo de hidroxiapatita nas amostras
CaNaB, 2,5% ZnO e 5% ZnO; na amostra 1% ZnO nao foi possivel confirmar a formagao de
hidroxiapatita apos os tempos de imersao adotados no presente trabalho. As amostras 7,5% ZnO
e 10% ZnO ndo apresentaram indicagdes de formacdo de HA nesses tempos de imersao,
indicando a menor taxa de dissolugdo e degradacdo dessas amostras devido a maior
concentracdo de ZnO adicionado. As medidas de pH indicaram que as amostras com menor
teor de zinco apresentaram trocas idnicas mais rapidas em até 28 dias de imersdo, o que indica
que estas tiveram uma maior degradacdo em solucao, o que foi confirmada pela andlise de perda
de massa.

A partir dos resultados de perda de massa, medidas de pH, FTIR e DRX ¢ possivel
concluir que maiores concentragdes de 6xido de zinco adicionadas aos vidros aumentou a
estabilidade quimica destes, diminuindo a degrada¢ao e taxa de formagao de HA destes quando
imersos em SBF. Todas as amostras vitreas apresentaram carater antibacteriano contra a

bactéria Gram positiva S.Aureus e contra a bactéria Gram negativa E.Coli.
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De modo geral, as amostras apresentaram relevante potencial para aplicagdes em
tratamentos de tecidos 0Osseos. Apresentaram ainda bons indicios, como boa atividade
antibacteriana e citocompatibilidade, para aplicagdes também na regeneracao de tecidos moles,
mas sendo necessario testes adicionais para comprovar essa capacidade.

Devido a maior concentracdo de ZnO as amostras 7,5% ZnO ¢ 10% ZnO nao
apresentaram formagdo de HA nos periodos de imersdo em SBF adotados, mas ndo sendo
descartada a possibilidade de ser observado a bioatividade destas, e da amostra 1% ZnO, a partir
de periodos maiores de imersdo. A amostra 5% ZnO apresentou um melhor desempenho dentre
as amostras vitreas estudadas, ela apresentou boa bioatividade, a melhor porcentagem de

viabilidade celular, boa atividade antibacteriana e bom nivel de radiopacidade.

PERSPECTIVAS

e Realizar testes de cicatrizacdo in vitro utilizando queratindcitos a fim de observar a
capacidade dos materiais vitreos contendo zinco serem usados em recuperagdo de
tecidos moles, mas especificamente em cicatrizagdo de feridas de grande tamanho.

e Preparagdo de scaffolds a partir das amostras vitreas CaNaB, 1% ZnO, 2,5% ZnO, 5%
Zn0, 7,5% ZnO e 10% ZnO, que foram estudadas nesse trabalho.

e Cristalizagdo controlada das amostras vitreas a fim de produzir vitroceramicas bioativas.
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APENDICE A — Tabela das comparagdes pareadas, pelo método de Tukey com nivel de

significancia de 5%, entre os resultados obtidos na andlise de atividade antibacteriana.

A Tabela A-1 apresenta as comparagdes parecadas dos didmetros médios de zona de
inibi¢do entre todas as amostras vitreas ¢ os antibioticos contra as bactérias S. Aureus e E. Coli.
Essas comparagdes foram obtidas pelo teste de Tukey e indicam se ha diferenca significativa
ou ndo entre os dados com nivel de significancia de 5%. Na Tabela A-1, se a diferenga entre
duas amostras ¢ significativa, essa ¢ indicada pelo nimero 1, ja se essa diferenca nao ¢
significativa essa ¢ indicada pelo niimero 0.

Tabela A- 1 - Comparagdes pareadas entre o didmetro da zona de inibigdo bacteriana de todas as
amostras, e indicacdo se ha diferenca significativa entre estes pelo teste de Tukey com nivel de

significancia de 5%.

Amostras comparadas Diferenca significativa
S. Aureus E.Coli

Pen 10 e CaNaB 0 1
Pen 10 e 1% ZnO 0 1
Pen 10 e 2,5% ZnO 0 1
Pen 10 e 5% ZnO 0 1
Pen 10 e 7,5% ZnO 0 1
Pen 10 ¢ 10% ZnO 0 1
Gen 10 e CaNaB 0 0
Gen 10 e 1% ZnO 0 0
Gen 10 € 2,5% ZnO 0 0
Gen 10 ¢ 5% ZnO 0 0
Gen 10 e 7,5% ZnO 0 0
Gen 10 e 10% ZnO 0 0
Tet 30 e CaNaB 0 0
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Tet 30 e 1% ZnO

Tet 30 e 2,5% ZnO

Tet 30 e 5% ZnO

Tet 30 e 7,5% ZnO

Tet 30 ¢ 10% ZnO

Van 05 e CaNaB

Van 05 e 1% ZnO

Van 05 e 2,5% ZnO

Van 05 e 5% ZnO

Van 05 e 7,5% ZnO

Van 05 ¢ 10% ZnO

CaNaB e 1% ZnO

CaNaB e 2,5% ZnO

CaNaB e 5% ZnO

CaNaB e 7,5% ZnO

CaNaB e 10% ZnO

1% ZnO e 2,5% ZnO

1% ZnO e 5% ZnO

1% ZnO e 7,5% ZnO

1% ZnO e 10% ZnO

2,5% Zn0O e 5% ZnO

2,5% ZnO e 7,5% ZnO

2,5% ZnO e 10% ZnO
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5% ZnO e 7,5% ZnO

5% ZnO e 10% ZnO

7,5% ZnO ¢ 10% ZnO

88



