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Resumo

Uma das principais classes de biomateriais que tem vindo a ser estudada ao
longo do tempo, com promissoras capacidades bioativas e biodegradaveis, ¢ a dos
biovidros. Estes materiais possuem a capacidade de promover a osteocondugdo,
auxiliando assim o processo de regeneracdo Ossea. Essa regeneragdo ¢ mediada pela
libertacao de ides de célcio e fosforo presentes na composi¢cdo dos biovidros e pela
formacdo de uma camada de hidroxiapatite carbonatada (HCA) que promove a
formacdo de um forte vinculo ao tecido 6sseo, auxiliando o metabolismo celular.

O processo sol-gel, pela sua versatilidade e uso de baixas temperaturas, ¢ uma
das abordagens mais promissoras na obteng¢do de biovidros. Em particular, as
composigoes 58S, 77S e 45S5 exibiram taxas de degradacdo significativas, com uma
correspondente libertagdo de silica soluvel e de outros produtos de dissolugdo idnica,
capazes de induzir a proliferagdao de osteoblastos.

As espécies quimicas presentes nas aguas minerais da Furnas (S. Miguel)
conferem-lhes determinadas especificidades adequadas a aplicagdes na area da
saude. O presente estudo foi motivado pelas caracteristicas peculiares dessas aguas,
tendo como objetivo a obtengdo de biovidros por sol-gel, mas em cuja sintese,
nomeadamente na etapa de hidrolise dos precursores alcoxidos, se substituiu a
tradicional 4gua destilada e desionizada, por dguas de fontes hidrotermais vulcanicas,
nomeadamente a “4dgua azeda” e a agua azeda do rebentdo”, respetivamente com pH
de 5.09 e 4.95, ambas oriundas do vale das Furnas.

No presente trabalho foram desenvolvidos biovidros, baseados nos sistemas
ternarios 58S (58% Si0,, 33%Ca0, 9%P,0s) e 77S (77% Si0,, 14%Ca0, 9%P,0s) e
quaternario 45S5 (46.1% Si0O,, 26.9%Ca0, 24.4% Na,0O, 2.6%P,0s), preparadas e
otimizadas pelo método sol-gel. A analise comparativa dos biovidros, quanto a sua
estrutura, morfologia, porosidade, presenga de fases cristalinas, assim como o seu
carater bioativo, foi estudado usando as técnicas de FTIR, XRD e SEM-EDS. A
bioatividade foi avaliada in vitro através da capacidade de formagao de hidroxiapatite
a superficie, apds a imersao dos biovidros em SBF. As amostras obtidas apresentam
um elevado potencial do ponto de vista das propriedades e aplicagdes propostas,
demostrando-se o seu elevado grau de bioatividade apds imersos em solucgdo

bioldgica simulada.
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Abstract

One of the major classes of biomaterials that have been studied over time, with
promising biodegradable and bioactive capacity, is the bioactive glasses. These
materials have the ability to promote osteoconduction, thus helping the bone
regeneration process. This regeneration is mediated by the release of calcium and
phosphorus ions present in the composition of the bioactive glasses and the
formation of a layer of carbonated hydroxyapatite (HCA), which promotes the
formation of a strong bond to bone tissue, assisting cellular metabolism.

The sol-gel process, by its versatility and use of low temperatures, is one of the
most promising approaches in obtaining bioactive glasses. In particular, the
compositions 58S, 77S and 45S5 exhibited significant degradation rates with a
corresponding release of soluble silica and other ionic dissolution products capable
of inducing the proliferation of osteoblasts.

The chemical species present in the mineral waters of the Furnas (Sdo Miguel)
gives them certain specificities suitable for applications in health care. This study
was motivated by the peculiar characteristics of such water, with the objective of
obtaining bioactive glasses by sol-gel, but whose synthesis, particularly in the
hydrolysis step of the alkoxide precursor, substituting the traditional distilled and
deionised water, by waters of volcanic hot springs, namely "dgua azeda" and "agua
azeda do rebentdao", with pH respectively at 5.09 and 4.95, both coming from the
Furnas valley.

In the present work, bioglasses were developed based on ternary 58S systems
(58% Si0,, 33% CaO, 9% P,0s) and 77S (77% SiO,, 14% CaO, 9% P,0s) and
quaternary 45S5 (46.1% Si0,, 26.9% CaO, 24.4% Na,0, 2.6% P»0s), and optimized
prepared by sol-gel method. The comparative analysis of bioactive glasses, as their
structure, morphology, porosity, presence of crystalline phases, as well as its
bioactive character, was studied using FTIR, XRD and SEM-EDS techniques.
Bioactivity was assessed by in vitro formation of hydroxyapatite capacity to the
surface of bioactive glasses after immersion in SBF. The samples have a high
potential from the viewpoint of the properties and applications proposed, showing up

its high degree of bioactivity after immersed in simulated biological solution.







Introducao Geral

Os seres vivos podem vir a apresentar falhas e defeitos dsseos, com origem
em fraturas ou diversas patologias, sendo necessaria a estabilizagao dos fragmentos
Osseos e/ou o reestabelecimento dos ossos danificados para a recuperagdo da forma
e da fungao do tecido lesionado (Carvalho et al., 2010). Nos ultimos anos, a ciéncia
de materiais, combinada com as ciéncias biomédicas (medicina e biologia)
contribuiu muito para o desenvolvimento de técnicas de reconstrucdo e/ou
substitui¢do de tecidos danificados, destacando-se, por exemplo a utilizacdo de
biovidros como implantes dsseos.

O grupo dos vidros bioativos e biodegradaveis tem sido intensamente
estudado devido a suas propriedades de osteocondugdo, as quais auxiliam na
regeneragdo dos o0ssos, através de um processo que permuta ides presentes na
composicdo dos biovidros com o meio bioldgico envolvente. Os ides envolvidos
nessa troca participam no metabolismo dsseo, desempenhando papeis fundamentais
nas etapas de regeneracdo Ossea, desde a angiogénese ao crescimento e
mineralizacdo dos tecidos (Hench et al, 2004; Hench 2006; Hench et al., 2010;
Hope et al., 2011).

Os biovidros com propriedades osteocondutivas e osteoindutivas, promovem
uma rapida e duravel ligagdo quimica, através da formacdo de uma interface
apatitica (Jones 2013) que fixa o implante ao tecido Osseo por ser quimica e
estruturalmente semelhante ao constituinte mineral do osso humano, o fosfato de
calcio hidratado denominado de hidroxiapatite (Vasconcelos 2012). Esta capacidade
para estimular a regeneracdo e de “enganar” o tecido bioldgico de modo a que este
responda como se estivesse na presenca de um tecido natural, continua a
impulsionar o desenvolvimento de novas geracdes de biovidros, com caracteristicas
fisico-quimicas de superficie capazes, ndo apenas de fixar o implante ao osso, mas
também de recrutar células que controlem a dissolu¢do do biovidro mediante as
necessidades (Tilloca & Cormack 2011). Alias, ¢ a capacidade de dissolu¢do de um
vidro que determina a sua bioatividade (Hench 1991).

A técnica de fabricagdo destes biovidros deve permitir a producdo de
estruturas tridimensionais ¢ porosas para que haja possibilidade de transporte das
células no seu interior e posterior adesdo das mesmas, permitindo a formagao do

novo tecido. A técnica sol-gel ¢ uma das abordagens mais promissoras na obtengao



de biovidros, devido a sua versatilidade, o uso de baixas temperaturas ¢ a
possibilidade de incorporacao de diferentes ides com grande facilidade (Brinker &
Scherer 1990).

Os diferentes ides presentes em aguas de fontes hidrotermais do vale das
Furnas, S. Miguel - Acores, e.g. bicarbonatos (de Ca, Mg, Na ou de K), carbonatos,
hidroxidos, etc, (Cruz et al, 2010) conferem a estas &guas determinadas
especificidades para aplicagdes de sucesso na area da salide e bem-estar, € na
cosmética farmacéutica (Ghersetich & Lotti 1996; Gomes & Silva 2007), pelo que
biovidros produzidos com estas aguas poderdo apresentar um potencial elevado em
aplicagdes biomédicas.

No presente caso foi estudado o processamento de biovidros por sol-gel,
utilizando na etapa de hidrdlise, dguas de diferentes fontes hidrotermais do vale das
Furnas, S. Miguel - Agores, com o intuito de melhorar o potencial bioativo de vidros

4585, 58S e 77S.



Capitulo I - Nog¢oes basicas sobre biomateriais

1 - Necessidade de biomateriais ao longo da historia
A procura constante do Homem pela melhoria dos padrdes de vida e da

longevidade nas ultimas décadas, originou um grande desenvolvimento de areas
relacionadas com a biomedicina. Com o aumento da esperanca de vida da populagdo
ocidentalizada, o apelo constante para o desenvolvimento de materiais a serem
utilizados clinicamente na substituicdo e regeneragdo de tecidos ou O&rgaos
danificados tem permitido também o crescimento da area multidisciplinar dos
Biomateriais, a qual sendo multidisciplinar se baseia na combinacdo das ciéncias
exatas e da engenharia com a biologia e a medicina. O enorme desafio em
biomateriais ¢ a duplicacdo de estruturas, propriedades e funcionalidades de tecidos
ou 0rgaos do corpo humano que resultaram de milhares de anos de evolucao natural.

A utilizacdo de certos materiais como implantes ndo ¢ um conceito novo. A
ideia de se aproveitar materiais para substituir partes do corpo humano, atualmente
designados por biomateriais, ja ¢ muito antiga. Com efeito, a utilizagdo de olhos de
vidro e pernas de pau remonta as antigas civilizagdes, havendo registos da sua
utilizacao pelos, e.g. Egipcios, Astecas ¢ Romanos (Crubzy et al., 1998; Lyons
1987).

Antes da realizagdo das primeiras cirurgias assépticas, desenvolvidas apenas no
século XIX (Petrucelli 1987), a utilizacdo de biomateriais era baseada em ensaios de
tentativa e erro, levando a morte de muitos pacientes. Apos a 2* Grande Guerra,
programas experimentais mais ou menos extensivos de ensaios laboratoriais
permitiram que determinados materiais, inicialmente desenvolvidos para aplica¢des
bélicas (acos, polimeros, etc.), chegassem as aplicacdes clinicas, os quais ficaram
conhecidos como os biomateriais da 1* geracdo (Ratner et al., 2004).

Durante esses eventos, na tentativa de evitar a amputacdo de membros que
tinham perdido as suas funcdes, investigavam-se materiais que ndo fossem nocivos
e ndo sofressem rejeicdo pelo organismo. Devido aos resultados inicialmente
desastrosos, estabeleceu-se na época como objetivo a identificacdo de materiais que,
além das propriedades estruturais e de ndo provocarem sérios danos a saude do
paciente, fossem aceites biologicamente pelo organismo. Assim, em 1947, o Comité
Americano para o Tratamento de Fraturas do Colégio Americano de Cirurgides

recomendou o uso de acos inoxidaveis no fabrico de proteses. Desde entdo, um



consideravel nimero de outros materiais sintéticos foi desenvolvido, testado e
considerado adequado para a utilizacdo em implantes com as mais variadas fungdes
(Ratner et al., 2004).

Em 1980 Hench dizia que quando os materiais sintéticos foram utilizados pela
primeira vez em aplicagdes biomédicas, o unico requisito era conseguirem "alcancar
uma combina¢ao adequada de propriedades fisicas para coincidir com as do tecido
substituido, com uma resposta toxica minima do hospedeiro". Ou seja, os
biomateriais da primeira geracdo eram inertes, de modo a reduzir a resposta
imunitaria diminuindo a reacao de corpo estranho.

A segunda geragdo de biomateriais surgiu a partir de 1980 e manteve-se assim
designada até ao ano 2000, ficando caracterizada pelo desenvolvimento de materiais
biocompativeis com habilidade para interagir com o ambiente biologico por forma a
aumentar a resposta biologica e promover a ligacdo de tecido / superficie, € ao
mesmo tempo, sendo bioabsorviveis sofrerem uma degradagdo progressiva em meio
bioldgico, promovendo a regeneragdo do novo tecido e, finalmente, a cura do
paciente. Esta mudanca de paradigma nas funcdes do implante, passando da
“substituicdo de” a “regeneracdo de” esteve na base do conceito de bioatividade
(Hench & Polak 2002).

A bioatividade ¢ uma caracteristica de alguns materiais que se refere a
capacidade de executarem uma espécie de “didlogo” com as células, com o objetivo
de estimular a regeneragdo celular. A mineralizagdo e a liga¢ao entre o tecido dsseo
e o implante ¢ um dos processos mais correntemente conhecidos para aumentar a
bioatividade em aplicagdes de reparagdo e fixacdo do osso. Biomateriais bioativos
concebidos para fixagdo, reparagdo e regeneracao do osso levaram a deposicao in
vivo de uma camada de hidroxiapatite carbonatada na superficie do material. Em
meados da década de 1980, estes materiais bioativos alcangaram o uso clinico numa
variedade de aplicacdes ortopédicas e dentdrias, incluindo varios vidros bioativos,
ceramicas, vitroceramicas e compositos (Navarro et al., 2008).

A terceira geragdo, considerada atualmente, caracteriza-se pelo aperfeigoamento
dos biomateriais com vista ao desenvolvimento de sistemas adaptaveis e
inteligentes, nao apenas biocompativeis e bioativos, mas também biofuncionaveis,
abrangendo os materiais capazes de estimular respostas celulares especificas a nivel
molecular. Nesta geragdo surgiram novas areas de investigacdo como a Biomimética

e a Engenharia de Tecidos. Neste ambito, estdo a ser desenvolvidas estruturas
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porosas tridimensionais temporarias (scaffolds) que estimulam a invasao das
células, adesao e proliferacdo, bem como superficies funcionalizadas com
sequéncias de péptidos que mimetizam os componentes da matriz extracelular, de
forma a desencadear respostas de células especificas (Hench 2013; Navarro et al.,
2008).

Nas tultimas décadas, com o aumento da longevidade da populacao, tem sido
testemunhado uma crescente preocupagdo com a melhoria da qualidade de vida e a
necessidade de intervengdes clinicas cada vez mais frequentes para muitas doencas
cronicas que levam a perda Ossea, através de cirurgias de substituigdo, reparacao e
também, de regeneragdo, as quais t€ém contribuido decisivamente para o avango da
investigacdo no campo dos biomateriais e para o desenvolvimento e melhoria dos
materiais utilizados como implantes, com o intuito de promover mais eficazmente a
recuperacao dos tecidos afetados (Carvalho ef al., 2010).

O aperfeicoamento técnico-cientifico na area médica conquista-se dia a dia,
impulsionado pela procura incansdvel do ser humano pela longevidade e por
padrdes de vida superiores, o que gera a necessidade de alternativas biomédicas para
a recuperagao e a substituicdo de tecidos vivos vitimados por traumas, patologias ou
fraturas. Embora existam vantagens que estimulem o uso de enxertos autdogenos (o
doador ¢ o proprio recetor) e alogenos (doador da mesma espécie), tais como a
biocompatibilidade e o grande potencial osteogénico das células transplantadas, as
desvantagens relacionadas com a disponibilidade limitada, dificuldade de
armazenamento e de tempos de cirurgia mais longos, levam os cientistas a
investigar cada vez mais materiais sintéticos que facilitem a reparagao 6ssea visando

o restabelecimento rapido das fungdes fisiologicas (Maia et al., 2010).

2 - Definicao de Biomaterial
Atualmente, a definicdo mais aceite de biomateriais ¢ a utilizada pelo

Instituto Nacional de Satde norte-americano que descreve um biomaterial como
"qualquer substancia ou combina¢do de substancias sintéticas ou de origem natural,
que ndo sejam drogas, que podem ser usadas por qualquer periodo de tempo, que
recupere, substitua parcial ou totalmente qualquer tecido, 6rgdo ou fun¢do do corpo,

a fim de manter ou melhorar a qualidade de vida do individuo" (Williams 1999).



3 - Tipos e propriedades dos Biomateriais
Quando um biomaterial ¢ implantado, para além de um desempenho

adequado no que diz respeito as propriedades mecanicas e respetiva funcionalidade,
outros aspetos tém inevitavelmente de ser considerados ja que estes irdo ditar o tipo
de resposta induzida nos tecidos e células. Assim, um biomaterial deve apresentar
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas compativeis com os tecidos. As
caracteristicas fisico-quimicas a superficie do biomaterial irdo promover a ocorréncia
de uma série de reacdes bioldgicas diversas e complexas com o tecido bioldgico ao
nivel da interface mas que no seu todo fazem parte do processo de reparagdo do
componente biologico danificado (Mirtchi ef al., 1989).

Atualmente, impde-se que os biomateriais ndo se limitem apenas a substituir
tecidos ou Orgdos, mas que sejam também capazes de estabelecer com o organismo
um dialogo constante, reagindo, em tempo real, aos eventos biolodgicos que se vao
desenrolando nos tecidos. Por outro lado, o processo de implantagdo cirargica de um
biomaterial pressupde uma agressao ao tecido bioldgico que é, por si s0, suficiente
para originar um processo inflamatorio (Hench 1980; Morais et al., 2010). Quando o
organismo reconhece no implante um corpo estranho ird formar-se um tecido
granular (composto essencialmente por macréfagos, fibroblastos e vasos
neoformados) e células gigantes do tipo corpo estranho. Por outro lado, se o material
for pouco reativo e interagir adequadamente com os tecidos conjuntivos na interface
a resposta inflamatdria poderd ser minima, dando origem a uma céapsula de tecido
fibroso de espessura variavel. O processo inflamatorio decorrente da implantacao do
biomaterial vai dar origem a uma diminui¢do do pH do meio fisiologico na zona da
interface, o que ird constituir também uma agressao para o proprio material. Portanto,
a ideia da inexisténcia de um biomaterial totalmente inerte e de que a resposta
biologica produzida devera ser benéfica como forma de promover uma integragao
tecido-material adequada, serve de base ao principal critério que estd subjacente a
condi¢cdo de biomaterial, ou seja, este deve ser isento de produzir qualquer resposta
bioldgica adversa local ou sistémica. Assim, os biomateriais ndo podem ser toxicos,
carcinogénicos e mutagénicos (Hench 1980; Morais et al, 2007). Em aplicag¢des
sanguineas, nao devem ser trombogénicos. As complicagdes oriundas dos
dispositivos implantados irdo variar de acordo com a sua aplicagdo. Por exemplo,
poderdo ocorrer infegdes resultantes da libertacdo de diversos ides (biodegradagao)

que afetem o organismo como um todo, especialmente em dispositivos que tém



aplicagdes de longa duragdo como proteses permanentes e valvulas cardiacas (Lam &
Wu 2012).

Como caracteristica  imprescindivel, estes materiais devem ser
biocompativeis, ou seja, devem atender ao requisito de funcionalidade, para o qual
foram projetados, ndo estimulando ou provocando reagdes alérgicas ou inflamatorias
(Ratner et al., 2004). Assim, a biocompatibilidade significa que o material e os seus
possiveis produtos de degradacdo devem ser tolerados pelos tecidos envoltorios e ndo
devem causar prejuizos ao organismo a curto e a longo prazo (Ravaglioli &
Krajewski 1992).

Paralelamente a biocompatibilidade, ¢ importante que o implante permita o
desempenho imediato e com éxito da funcdo especifica (estatica e dindmica) da parte
do corpo que estd sendo substituida. Esta habilidade estd inserida no conceito de
biofuncionalidade. Neste conceito estdo incorporados também, os problemas
associados a degradagdo quimica dos materiais, visto que o meio fisioldgico pode ser
bastante agressivo, mesmo aos materiais considerados inertes quimicamente, levando
a reducdo da eficiéncia do implante (Hench 1991). E desejavel que apresentem
solucdes clinicas altamente satisfatorias, com elevado indice de sucesso ¢ minimo
desconforto para o paciente, sendo capazes de regenerar o tecido perdido e, assim,
devolver forma e fun¢do adequadas (Pinto et al., 2007).

Em geral, biomateriais utilizados na reposi¢do dos chamados tecidos moles
sdo muito diferentes daqueles usados na substituicdo de tecidos duros (ossos e
dentes). Para os tecidos duros, dependendo do esforco mecdnico a que sdo
submetidos, alguns materiais podem ser mais apropriados que outros, devido a sua
maior resisténcia.

Duma maneira geral, os diversos materiais podem ser classificados quanto a
sua natureza em metais, polimeros, cerdmicos e vidros. Entre os materiais mais
usados na producdo de implantes destacam-se os materiais metalicos, especialmente
utilizados devido a sua boa resisténcia mecanica e elevada tenacidade, facilidade de
conformag¢do e baixo custo. A maioria dos elementos metalicos usados como o Fe,
Cr, Co, Ni, Ti, Mo, pode ser tolerada pelo organismo em quantidades limitadas,
sendo até alguns, elementos fundamentais para determinadas fungdes celulares e
metabolicas. Contudo, dada a agressividade do meio fisiologico a possibilidade de
corrosdo constitui um fator de risco que podera comprometer o seu desempenho ¢ a

propria saude do paciente (Manivasagam et al., 2010).



Os materiais ceramicos constituem uma extensa classe de materiais, incluindo
também os vidros. S3o compostos inorganicos, nao-metalicos, com elevada dureza e
fragilidade. Tém elevadas temperaturas de fusdo e baixa condutividade térmica e
elétrica. Em biomedicina o uso de materiais cerdmicos ¢ abrangente, sendo
largamente utilizados como material de implante em aplicacdes Osseas € mais
recentemente como material de suporte para a engenharia de tecidos.

Os polimeros sao macromoléculas formadas pela sequéncia de unidades
basicas “monomeros” dando origem a formacao de cadeias mais ou menos longas. O
peso molecular destas cadeias ¢ uma caracteristica essencial do material. Os
materiais poliméricos sao materiais de exceléncia para aplicacdes biomédicas dada a
diversidade de propriedades que apresentam e versatilidade de processamento,
podendo apresentarem-se sob a forma de polimeros termoplasticos sintéticos
(biodegradaveis e nao-degradédveis), termoendureciveis, hidrogéis, polimeros de
origem natural e biopolimeros. Porém, apresentam a enorme desvantagem de se
degradarem facilmente em ambiente fisiologico, libertando ides considerados toxicos
para o organismo (Shtilman 2003)

Na natureza a combinacdo de diversos materiais ¢ uma constante pesquisa
pela otimizagdo de propriedades e fungdes. Ao examinar os diferentes tecidos e
orgdos que constituem o corpo humano ¢ possivel verificar que os mesmos resultam
particularmente da combinagdo de diferentes tipos de materiais bioldgicos, sendo o
osso um exemplo tipico. No desenvolvimento de biomateriais esta estratégia ¢
também bastante utilizada. Existe uma diversidade de biomateriais que resultam da
combinacdo de dois ou mais materiais com composicdo, estrutura e propriedades
diferentes e que exibem propriedades finais superiores as dos seus componentes
isolados, sdo os biomateriais compositos. Uma das caracteristicas mais importantes
dos compositos ¢ a possibilidade de alteracdo das propriedades com a modificagao de
apenas uma das diversas variaveis de processamento, como por exemplo o tamanho,
forma, distribuicdo e orientacdo dos constituintes, etc. A tabela 1 representa
vantagens e desvantagens de alguns biomateriais.

A diversidade das aplica¢des dos biomateriais evidenciada na Tabela 1, assim
como o amplo espectro de composi¢do quimica e a necessidade de formas e
morfologias apropriadas para a sua utilizacdo, fazem da pesquisa nesta area do
conhecimento um trabalho eminentemente interdisciplinar, envolvendo fatores que

contribuem para o sucesso das diversas aplicagdes, tais como: técnicas de sintese,
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processamento em formas variadas, fatores de qualidade e de esterilizagdo clinicos e

respostas do tecido hospedeiro (Kawachi et al., 2000).

Tabela 1: Vantagens, desvantagens e aplicagdes de alguns biomateriais (adaptado de Kawachi et al.,

Ceramicas e
vidros

Alumina
Zirconia

Carbono

Fosfatos de calcio
Porcelana

Vidros Bioativos
Hidroxiapatite

Compositos
Hidroxiapatite-
ligas de titanio /
ceramicas /
colagénio

Polimero/ceramica

i

Boa

biocompatibilidade,

Resisténcia a
corrosio, Inércia
quimica, Alta
resisténcia a
compressao

biocompatibilidade,

Inércia quimica,
Resisténcia a
corrosdo, elevada
resisténcia

mecanica e elevada

tenacidade, sdo
mais leves

densidade

Baixa resisténcia
mecanica, baixa
tenacidade, Baixa
elasticidade, Alta
densidade

Dificeis de
processar e de

conformar. Custos

elevados.

Substitutos de
0ss0s, juntas de
articulagoes,
Dentes,
Revestimento de

proteses metalicas

Substituigdo de
tecidos duros,
Scaffolds

2000)
Biomaterial Vantagens i Desvantagens Aplicagoes i Referéncias
! ! ' suturas, artérias
i . . .. i veias, dispositivos ! Nair &
Polimeros ; i Baixa resisténcia | ara cirureia | Laurencin
Polietileno . Elasticidade, Facil mecanica, ,  paraciurg :
. : . . : - © maxilofacial, 2007
Poliéster i fabricagdo, Baixa | Degradacao . ~ e .
. ; . ; ' tendoes artificiais, ! Rieu &
Poliuretano . densidade . dependente do | . o . .
- ; ; +dispositivos para : Goeuriot 1993
Silicone . . tempo . . .
; ; ¢+ oftalmologia,
: ! : scaffolds ;
! ! Baixa .
: . o Fixagdo Dearnley
! . .~ . ! blocompatibili i
.. . Elevada resisténcia : bioco [~)at b dade, ortopédica 1999
Metais e ligas ' n + Corrosao em meio . ,
R . mecanica, elevada s (parafusos, pinos, Lopez 1993
Ago inoxidavel ! . + fisiologico, Perda .
. o . resisténcia ao . . placas, fios, Rieu 1993
Liga de titanio ! + das propriedades , .
. . desgaste, elevada . hastes), Préotese de Rieu &
Liga de cobalto- . . ' mecanicas com . . .
o . tenacidade (energia : . . joelho e quadril, : Goeuriot 1993
Cromio ' - ' tecidos conetivos
. de deformagao) Implantes
: : moles, Alta L.
| | dentarios

Dearnley
1999
Heimke 1989
Rieu 1993
Rieu &
Goeuriot 1993

Rezwan et al.,
2006
Suchanek &
Yoshimura
1998

4 - Biomateriais como substitutos osseos
Apesar dos avancos verificados na éarea biomédica e da diversidade de

aplicagcdes atualmente existentes (Tabelal), a principal area de aplicagdo de

biomateriais continua a ser a ortopedia. Nesta area, tem havido grandes avancos

desde meados do século passado até a chamada terceira geragdo de biomateriais

(Navarro et al., 2008).




O aumento da expectativa de vida do homem, como consequéncia dos
avangos da medicina e da maior preocupag¢ao com a alimentagao, ndo esquecendo o
conforto gerado pela assim denominada “vida moderna”, tem resultado no aumento
da populacdo de idosos e, consequentemente, da prevaléncia de doencas relacionadas
com a velhice. Entre as diversas doengas que afetam a estrutura 6ssea, a osteoporose
e a perda de massa Ossea tém sido intensamente estudadas devido aos seus efeitos
devastadores na qualidade de vida humana. Porém, os problemas de estrutura ¢ssea
ndo afetam apenas idosos, atingem também individuos jovens na sua fase mais
produtiva, decorrentes de acidentes, nomeadamente rodovidrios e de trabalho. A
gravidade destes problemas de saude na populacdo tem levado os cientistas,
principalmente dos paises mais desenvolvidos, a procura de materiais que possam
substituir de forma apropriada os ossos danificados (Kawachi et al., 2000).

Inicialmente, para restituir as perdas Osseas os cirurgioes utilizavam enxertos
autdgenos, por serem considerados ideais devido ao material pertencer ao préprio
individuo. Entretanto, esse procedimento veio a revelar sérias desvantagens, como
por exemplo a morbidade do sitio doador. O proprio processo de recolha de osso
autégeno também podia implicar o aparecimento de hematomas, dano de nervos,
formag¢do de hérnias, dor crdnica, entre outras complicacdes. Perante essas
limitagdes, os alogenos e os xendlogos (materiais obtidos de outra espécie) surgiram
como possiveis substitutos. Entretanto, também eles apresentam limitagdes
importantes, como o risco de rejei¢do ou de transmissdo de doengas (Matassi ef al.,
2011; Oliveira et al., 2009).

Surgiram, entdo, os enxertos aloplasticos, que correspondem a biomateriais,
classificados ou subdivididos conforme a sua origem (natural ou sintética) ou a sua
composi¢do quimica (metalicos, ceramicas, polimeros ou compositos).

Esse tipo de material tem ganho cada vez mais aceitagdo no mercado devido a
facilidade de uso e manipulacdo, & diminuicdo do tempo cirtrgico, além da
possibilidade de obtencdo em diversos tamanhos e formatos (Fardin et al., 2010).
Como desvantagens, correm o risco de rejeicao seguida de infecdo, levando a
necessidade de uma nova interven¢do cirurgica. Nesses casos, materiais
reabsorviveis sdo preferiveis, pois alguns estudos mostram que alguns enxertos nao
reabsorviveis podem causar reagdes a longo prazo (Pinto et al., 2007).

O preenchimento de defeitos 6sseos por enxertos aloplasticos ¢ facilitado pela

osteocondugdo, uma vez que esse material fornece o suporte que apoiara a formagao
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Ossea sobre ele. Assim, ha algumas condigdes que devem ser cumpridas: o suporte
deve ser constituido por um material bioinerte ou bioativo, a sua forma e dimensao
devem favorecer o crescimento 0sseo pelo seu interior e a deposicdo Ossea deve
ocorrer por substituicdo. E importante salientar que os materiais ostecondutores ndo
tém capacidade de induzir a citodiferenciacdo de osteoblastos, mas preenchem as
fraturas Osseas, orientando as novas células, originadas por proliferacdo das
osteogénicas, provenientes das margens da fratura, a promoverem a neoformagao de
tecido 6sseo (Matassi et al., 2011; Navarro et al., 2008).

O biomaterial deve, portanto, ser biocompativel, osteoindutor, osteocondutor,
osteogénico, além de permanecer no organismo por tempo necessario até que haja
substituicdo de um novo tecido 6sseo. Além disso, ¢ desejavel que seja de facil
manipulagdo, esterilizavel, facilmente obtido, hidrofilico, econdémico, ndo seja um
substrato para a proliferacdo de coldnias bacterianas ou outros agentes patogénicos e
ndo seja cancerigeno. Contudo, nenhum biomaterial, atualmente conhecido, possui
todas estas caracteristicas (Fardin et al., 2010).

O biomaterial ideal para aplicagdes 0sseas deve poder proporcionar:

1. Uma matriz osteocondutora, que ¢ uma caracteristica passiva, atuando
como um andaime, no qual ocorre invasdo vascular, infiltragdo celular, e a formacao
de novos 0ssos;

2. Fatores osteoindutores, que induzem precursores de osteoblastos para se
diferenciarem em células formadoras de osso maduro, €

3. Osteossintese - células osteogénicas, que constituirdo futuramente uma

nova matriz 6ssea (Ludwig et al., 2000).

4.1 - Conceitos e propriedades do tecido dsseo

O osso ¢ um tecido conjuntivo especializado, vascularizado e dinamico que se
modifica ao longo da vida do organismo. Quando lesado, possui uma capacidade
unica de regeneracdo e reparagdo sem a presenca de cicatrizes, embora, em algumas
situagdes o tecido 6sseo ndo se regenere por completo, devido ao tamanho da fissura
ou defeito (Ludwig et al., 2000).

A formagdo do tecido Osseo inicia-se na sétima semana embrionaria e
continua se desenvolvendo, remodelando e desempenhando fungdes estruturais e
metabolicas ao longo da vida do individuo. As suas fung¢des incluem o suporte do

corpo ¢ a protecdo dos orgaos internos. Também funciona como alavancas rigidas
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para a realizacdo dos movimentos mediante uma a¢ao muscular, armazena minerais e
gordura e ¢ ainda um local de producao de células sanguineas (Seeley et al., 2003).

O osso ¢ constituido pela matriz dssea e pelas células 6sseas. A composicao
da matriz dssea ¢ responsavel pelas caracteristicas do osso. As células Osseas
produzem a matriz ossea, ficam ai enclausuradas e destroem-na para que uma matriz
nova possa substituir a mais antiga. Em relacdo ao seu peso, a matriz 0ssea ¢
constituida aproximadamente por cerca de 35% de material organico e 65% de
material inorganico. O material orginico consiste fundamentalmente em colagénio e
proteoglicanos, bem como células 6sseas (osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos). O
inorganico consiste principalmente em cristais de um fosfato de célcio de férmula
molecular Ca;o(PO4)s(OH),, denominado hidroxiapatite.

O colagénio e os componentes minerais sdo responsaveis pelas principais
caracteristicas funcionais do tecido 6sseo. O colagénio confere resisténcia e ao
mesmo tempo a flexibilidade necessaria a matriz, enquanto os componentes minerais
conferem a matriz resisténcia a compressao ¢ capacidade de suportar o peso. Se for
retirado a um osso longo todos os minerais que o compdem, o colagénio torna-se o
principal constituinte e essa circunstancia permite-lhe adquirir uma elevada
flexibilidade. Por outro lado, se o colagénio for removido do osso, o componente

mineral torna-se o principal constituinte, € o 0sso torna-se fragil e quebradigo (Figura

1.
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Sem i ) . Sem

componente
mineral

Figura 1: Efeitos das modifica¢des da matriz dssea
a) osso normal. b) Osso desmineralizado, em que o colagénio ¢ o principal componente que resta,
pode ser dobrado sem quebrar. ¢) Quando o colagénio ¢ removido, o principal componente que

permanece ¢ o componente mineral, tornando o osso fragil e quebradigo (Seeley ef al., 2003).

Os ossos sdo constituidos por duas camadas de tecido dsseo, uma interna e
outra externa, de caracteristicas diferenciadas (Figura 2). O osso cortical, compacto
ou lamelar, que constitui a camada externa e o osso trabecular, esponjoso ou
reticular, que constitui a camada interna. O osso cortical envolve o trabecular e
constitui aproximadamente 80% do esqueleto, sendo o responsavel pela resisténcia as
solicitacdes mecanicas a que o esqueleto esté sujeito.

Quer o 0sso esponjoso quer o 0sso compacto podem ser classificados de
acordo com a relacdo entre a quantidade de matriz 6ssea e a quantidade de espagos
vazios (poros) contidos no 0sso. O 0sso esponjoso contém menos matriz 6ssea € mais
poros do que o 0sso compacto, o qual contém mais matriz 6ssea € menos regiao
porosa que o 0sso esponjoso. O osso cortical ¢ formado por um conjunto de unidades
cilindricas denominadas Sistemas de Havers, estando estes muito concentrados € o
osso trabecular ¢ formado por dispersas Camadas de Havers rodeados por medula

Ossea e vasos sanguineos (Marcus ef al., 1997; Seeley et al.,, 2003).
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Figura 2: Constituicdo do osso (adaptado de Seeley et al.,, 2003).

4.2 - Células osseas

O tecido 6sseo possui uma dindmica metabdlica muito intensa e encontra-se
em constante processo de formagdo e remodelagdo. A remodelacdo 6ssea ¢ um
processo continuo, que resulta das atividades acopladas de reabsor¢do dssea pelos
osteoclastos e de formacao dssea pelos osteoblastos. O processo de formagao dssea
ou osteogénese decorre em trés etapas: a producao de matriz organica extracelular ou
ostedide; a mineralizacdo da matriz com formacdo de osso e a remodelagdo Ossea
com reabsor¢ao seguida da formagdo de um novo osso (Marcus et al., 1997).

A atividade celular dos osteoblastos, dos ostedcitos (ou osteoblastos maduros)
e dos osteoclastos ¢ fundamental neste processo. Os osteoblastos tém um reticulo
endoplasmatico desenvolvido e numerosas ribossomas. Produzem colagénio e
proteoglicanos, que sdo armazenados nas vesiculas do complexo de Golgi e
libertados da célula por exocitose. Os osteoblastos também formam vesiculas que
acumulam ides de calcio (Ca®"), ides de fosfato (PO, e varias enzimas. O conteudo
destas vesiculas ¢ libertado das células por exocitose e ¢ utilizado na formagao dos
cristais de hidroxiapatite. E em consequéncia destes processos que se forma a matriz

ossea mineralizada.
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A partir do momento em que o osteoblato fica rodeado por matriz Ossea,
torna-se uma célula madura que se designa por ostedcito. Estes tornam-se
relativamente inativos em comparagdo com a maioria dos osteoblastos, mas ¢-lhes
possivel produzir os componentes necessarios para manter a matriz dssea.

Os osteoclastos, com a cooperacao dos osteoblastos, participam dos processos
de reabsorcao e remodelagdo, ou destruicao do tecido 6sseo. Sao células gigantes e
multinucleadas, extensamente ramificadas, derivadas da fusdo de monocitos que
atravessam os capilares sanguineos. A medida que o processo de formacio Ossea
progride, os osteoblastos preenchem as lacunas de reabsor¢do produzidas pelos
osteoclastos, produzem a matriz 6ssea e passam a denominar-se osteocitos (Seeley et

al., 2003).

4.3 - Hidroxiapatite - o constituinte mineral do osso

O mais importante constituinte mineral do osso ¢ a hidroxiapatite, um
composto que ¢ um fosfato de calcio hidratado e que constitui cerca de %4 do volume
e mais de metade da massa do osso adulto normal. A vitamina D e a paratormona
(PTH) sao importantes mediadores da regulacao de calcio e a deficiéncia da primeira
ou excesso da segunda podem conduzir a deplecdo mineral.

Idealmente o tecido 6sseo deve possuir a rigidez necessaria para suportar a
carga do corpo, a flexibilidade e tenacidade suficientes para absorver impactos sem
fraturar e a leveza adequada para permitir uma mobilidade adequada dos individuos.
Em grande parte, estas caracteristicas sao moduladas pela quantidade de cristais de
hidroxiapatite. Se o osso sofre uma desmineralizacdo, como em algumas situagdes
em que ocorre o aumento da reabsorcdo 0ssea, torna-se demasiado flexivel e durante
uma solicitagdo mecanica pode fraturar. Se ficar excessivamente mineralizado, torna-
se demasiado rigido e fragil, podendo também ocorrer fratura (Rebelo 2010).

Como referido anteriormente, a hidroxiapatite ¢ um fosfato de calcio
hidratado constituido por trés elementos quimicos principais, que sdo o calcio, o
fosforo e o oxigénio. A sua forma biologica € ndo estequiométrica, ou seja, admite a
substitui¢do de ides estruturais, por outros, o que lhe confere modificagdes
importantes ao nivel da estrutura e da morfologia. Essas variacdes podem ser os
parametros de rede, textura superficial, cristalinidade, solubilidade e dimensdes do
cristal. Exibe uma estrutura cristalina hexagonal, descrita pelo grupo espacial P63/m,

. . , . C. . P~ 2+ -
onde P indica que é um sistema hexagonal primitivo. Consiste em ides Ca*" e PO’
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dispostos em torno de colunas de ides OH™ (Figura 3). As dimensdes da célula
unitaria sdo a=b=9,432 A e ¢=6,881 A (Aoki 1991). A percentagem de espaco nio
ocupado desta estrutura cristalina permite-lhe acomodar facilmente diversos ides, tais
como, C032', Mg2+, SiO44, Na' e F, etc., nos locais dos ides Ca2+, POs* e OH ou
intersticialmente nos vazios disponiveis. A acomodagdo desses i0es pode influenciar
o seu desempenho quando em contacto com os tecidos bioldgicos. (Miyaji et al.,

2005).

Figura 3: Esboco da célula unitéaria da hidroxiapatite (Aoki 1991)

Capitulo II - Os Vidros como biomateriais
1 - O que é o vidro. Origem e principais aplicacdes atuais.

Um vidro ¢ um sélido ndo cristalino (amorfo) representado por uma auséncia
de ordem estrutural a longa distancia (apenas ordem estrutural a curta distancia).
Assim, pode dizer-se que a estrutura de um vidro ¢ caracterizada por uma célula
unitaria infinitamente grande, contendo um numero infinito de 4tomos. Devido a
falta de periodicidade, ndo existem dois 4tomos estruturalmente equivalentes. O
caracter isotropico do vidro serd uma consequéncia natural da inexisténcia de
simetria na rede, sendo o arranjo atomico estatisticamente igual em todas as direcoes
(Hynes & Jonson 1997).

O elemento basico da constitui¢do do vidro comum ¢ a silica (Si0O), podendo
conter também na sua composicdo outros Oxidos, nomeadamente fundentes,
estabilizantes e substancias corantes.

Os vidros podem ser obtidos por varios métodos, tais como sol-gel ou
deposicdo em fase gasosa, mas o processo tradicional consiste na fusdo-

arrefecimento dos diversos componentes. O processo tem inicio com a fusdo das
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substancias, seguido de arrefecimento rapido da massa fundida (mais ou menos
viscosa), conhecido como melt-quenching (Shelby 2005).

O vidro apresenta um comportamento de fusdo-solidificacdo distinto do
exibido por um solido cristalino, nomeadamente o processo de fusdo do vidro passa
por duas etapas distintas: a transi¢ao vitrea e a cristalizagao (Araujo 1997).

Ocorre uma diminui¢ao descontinua do volume se, no processo de
arrefecimento, a taxa for muito lenta, fazendo com que o material sofra contragao
sem ocorrer variacdo da temperatura. Isso acontece devido a perda de calor latente.
Esta perda de calor ¢ compensada pela diminuicdo do volume especifico devido ao
rearranjo atomico e, consequentemente, a diminuicdo da entropia, ocorrendo
cristalizagcdo do fundido (Shelby 2005).

Se a taxa de diminui¢do da temperatura for muito grande, tal que ndo permita
0 rearranjo atdmico, ou seja, o tempo sera inferior ao necessario para que os a&tomos
se distribuam pelas posi¢des espaciais que correspondem as configuragdes de menor
energia ¢ haverd uma diminui¢ao continua do volume do material, que passara do
estado liquido para um estado metaestavel, com grande viscosidade, conhecido como
liquido sobre-arrefecido. Haverd um ponto da etapa em que a viscosidade sera tao
grande que a mobilidade atémica sera muito pequena. Neste ponto, o material
adquire o comportamento de um solido. Esta temperatura na qual ocorre a transicao
vitrea ¢ conhecida como temperatura de transi¢do vitrea (Tg), ou seja, o material
deixa de ser um liquido e passa a ser um sélido, mantendo, porém, as caracteristicas
estruturais semelhantes as do liquido. Este s6lido produzido por arrefecimento rapido
¢ um liquido sobre-arrefecido, ou seja, um vidro. Desse modo, o vidro ¢ também
definido como sendo um solido ndo cristalino que exibe o fendmeno de transi¢ao
vitrea (Tg) (Shelby 2005).

Os vidros foram descobertos por volta de 4000 a.C. Foram encontrados
objetos de vidros em tumulos egipcios com aproximadamente 4000 anos de idade.
Porém, conta a lenda que navegadores fenicios, ao deixarem acesas fogueiras
construidas em "pedras" de carbonato de calcio sobre a areia de uma praia,
observaram que, apos sofrer a acdo do calor, durante toda a noite, se formava, no
local, um liquido transparente a que se chamou vidro.

Todavia, este material pode também ser encontrado no seu estado natural,

provavelmente desde os primordios da formacdo da terra, a partir do arrefecimento
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de magmas, ou seja, rochas vulcanicas fundidas que arrefeceram rapidamente e nao
tiveram tempo de cristalizar.

Atualmente o vidro é um material muito comum, presente no cotidiano, nas
artes e também um material promissor sob o ponto de vista tecnoldgico (Araujo,
1997). Nos dias de hoje, a producdo de vidros nao se esgota nos produtos tradicionais
de fabrico (objetos utilitarios, embalagens, garrafas, etc.), tdo conhecidos do grande
publico. O mundo dos vidros modernos inclui atualmente muitos outros produtos
essenciais ao desenvolvimento de tecnologias avancadas (substratos e componentes
para a industria eletronica, proteses para medicina, fibras oOticas para as
telecomunicagdes, etc.). Em particular, na medicina e na odontologia, os vidros sdo
utilizados tanto em dispositivos instrumentais como também em implantes dentérios,
como material de preenchimento para reparagdo de defeitos dsseos e até mesmo em

cirurgia reconstrutiva (Boccaccini & Li 2014).

1.1 - Constituintes do vidro

Os vidros podem ser obtidos de componentes quimicamente puros, ou a partir
de uma mistura de minerais (exemplo: areia). Independentemente da fonte dos
componentes utilizados para produzir um vidro especifico, os materiais de partida
podem ser divididos em trés categorias principais, tendo em conta o papel de cada
um no processo:

1) Formador de vidro;

2) Fundente;

3) Modificador de Propriedade.

O mesmo composto pode ser classificado em diferentes categorias, quando
utilizado para diferentes fins. A alumina (Al,O3), por exemplo, serve como um
formador de vidro nos vidros aluminato, mas ¢ considerado um modificador de
propriedades na maioria dos vidros silicatos. Porém, o componente principal de
qualquer vidro ¢ sempre o formador. Cada vidro contém um ou mais componentes
que contribuem como fonte primdria para a formagdo da estrutura. A identidade
destes componentes serve geralmente de base para o nome genérico utilizado para o
vidro. Se, por exemplo, o componente principal presente numa amostra especifica de
vidro ¢ a silica, entdo o vidro ¢ denominado um silicato. Mas se uma quantidade
significativa de 6xido de fosforo também esta presente, além de silica, a amostra ¢

denominada um vidro fosfosilicato.
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Os formadores de vidro em vidros 6xidos comerciais sdo a silica (tetraedros
de Si0,), 6xido borico (B,03) e pentdxido de fosforo (P,0Os), visto que todos formam
facilmente uma rede tridimensional de vidro. Um grande numero de outros
compostos pode atuar como formadores de vidro, em determinadas circunstancias,

incluindo GCO, Bi203, ASzO3, Sb203, TeOz, A1203, Ga203, (§ V205.

1.2 - Vidros silicatos

A maioria dos vidros comerciais € baseado em SiO,. A estrutura dos vidros
silicatos ¢ constituida por unidades tetraédricas [SiO4]". Além de silica, os vidros
também contém outros 6xidos, como CaO, Na,O, K,0 e Al,03, que influenciam as
suas propriedades. Entre os varios tipos de vidros silicatos, a silica vitrea ¢ o vidro
refratario de maior uso comercial. Possui elevada resisténcia quimica a corrosao,
baixa condutividade elétrica, coeficiente de expansdo térmica quase nulo e excelente
transparéncia no ultra-violeta-visivel (UV-vis). O vidro sodo-célcico ¢ a forma mais
comum de vidro de silicato comercial e o menos caro. Estes geralmente contém 60-
70% de SiO,, 12-18% de soda (Na,O) e 5-10% de cal (CaO). Vidros sodo-calcicos
sdo usados principalmente no fabrico de janelas porque transmitem facilmente a luz
visivel. Estes silicatos, embora com teores de soda e cal distintas das acima referidas,
tém recebido muita aten¢ao em utilizagdes médicas, como vidros bioativos.

Um solido cristalino feito de silica (por exemplo, quartzo), os tetraedros SiO4
sdo organizados numa rede bem definida. Na silica amorfa, tem-se tetraedros de
Si0y4, ainda que ligados entre si, mas com um angulo entre eles que nao ¢ constante, e

a estrutura resultante ¢ desordenada (Figura 4) (Zarzycki 1991).
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Figura 4: Comparacao entre a estrutura da silica cristalina e amorfa (Zarzycki 1991).
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Os 6xidos modificadores de rede, como os dos metais alcalinos (Na,O, KO,
Li,O) e alcalino-terrosos (CaO, BaO), quebram, gradualmente, a rede de silica
(figura 5), aumentando o nimero de NBO (oxigénio ndo-em-ponte), diminuindo a Tg
e a viscosidade do vidro. A estrutura resultante é chamada de rede modificada,
constatacdo que esteve na base da elaboragdo da principal teoria de formagao da rede

vitrea (Zachariasen 1932).
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Figura 5: Alteragdes estruturais na rede de silica pela introducio de catides Na" (adaptado de

Zarzycki 1991).

No vidro de silica da figura 4, todos os tetraedros SiO4 estdo ligados entre si.
Cada atomo de O ¢ ligado a um atomo de Si. Estes 4tomos de O sdo chamados de
oxigénios em ponte (BO). Quando, por exemplo, o modificador Na,O ¢ adicionado a
composicdo do vidro, os catides Na’" interrompem a rede de silica, impedindo que
alguns atomos de O se liguem a atomos de Si. Estes 4tomos de O sdo chamados de

oxigénios ndo-em-ponte (NBO):
Si—Oo)— Si+Na,O — 2Si—Onpo)— Na’
O numero diferente de unidades estruturais de silicio presente nos vidros de

silicato modificados foi designado como unidades Q", onde n representa o niimero de

atomos de oxigénio ligados em ponte ao silicio, como ilustrado na Figura 6.
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Figura 6: Unidades tetraédricas de silicato que podem existir nos vidros de silicato (Jones &

Clare 2012).

Estudos estruturais realizados em vidros do sistema Na,O-SiO, (Dupree et
al., 1986; Dupree et al., 1987), revelaram que os que continham cerca de 33,3%
molar de Na,O apresentavam apenas unidades estruturais Q°, mas com o aumento do
teor em Na,O, ocorria a conversdo progressiva de unidades Q® em unidades Q?, até
que com 50% de Na,O apenas predominam as unidades Q.

O numero médio de BO por tetraedro de SiO4 (n) pode ser obtido se for

conhecida a percentagem molar de SiO; no vidro (pn,,) (Varshneya 1994):

n=6 - 200/pn
O valor de n também se relaciona com o nimero médio de tetraedros de SiO4 que €

possivel definir por comprimento médio de ligagdes Si-O-Si presentes no vidro (/):

[=2/(2-n)
Estes pardmetros podem ser facilmente determinados conhecendo o valor de

pm (Tabela 2).

Tabela 2: Parametros estruturais de possiveis vidros silicatos.

P, n )
"""""""" 400 T o0 T e
"""""""" 4 5015645
"""""""" 4 7517995
"""""""" 500 T g
"""""""" 660 L300
1000 0400 —
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De acordo com o modelo de Zachariasen, o vidro s6 pode ser formado se n>3,
uma vez que nestas circunstancias um tetraedro SiO4 partilha pelo menos 3 oxigénios
com outros tetraedros vizinhos, garantindo, desta forma, a formac¢ao de uma rede 3-
D. Porém, na pratica, vidros com n<3 podem, ainda assim, ser formados, uma vez
que a coesao do vidro se estabelecera através de ligagdes i0nicas entre os catioes € 0s

NBO.

2 - Vidros bioativos
Como ja referido, os primeiros materiais implantaveis, substitutos do tecido

0sseo, eram bioinertes, tais como a maioria dos metais, os ceramicos de alumina e
zirconia, o polietileno, etc., os quais apresentavam uma duragdo média de vida no
paciente nao superior a 15 anos. Assim, com o passar do tempo vem a necessidade de
substitui¢dao do 0sso, ndo so devido a diminui¢do da resisténcia deste apos os 50 anos
de idade, mas também devido ao aumento da expectativa de vida humana, estimada
em cerca de 80 anos. Estes dois motivos tornaram o tempo de vida das tradicionais
préteses bioinertes demasiado curto, e, por isso, muitos pacientes necessitavam de
mais intervengdes cirargicas. Uma das razdes para a substituicdo dos materiais
bioinertes na confe¢ao de proteses ¢ que nao ha nenhuma ligagdo bioldgica entre a
prétese e o tecido hospedeiro, o que por sua vez leva ao desgaste e deterioragdo do
implante. A segunda razdo ¢ o enfraquecimento do osso saudavel devido a carga
mecanica do implante por causa da despropor¢do existente entre as propriedades
mecanicas do osso comparativamente as do implante (Cao & Hench 1996; Hench &
West 1996; Jones & Hench 2001; Notingher et al., 2003).

Tais fragilidades fizeram emergir um novo paradigma que assentou no
desenvolvimento de novos materiais bioativos para proteses, combinando melhores
propriedades mecanicas com a bioatividade, mas sem nunca perder de vista o
objetivo de estimular uma resposta bioquimica do tecido que pudesse levar a
formacdo de uma ligagdo forte, do tipo bioldgica, entre a protese e o tecido vivo.
Desta forma, o material bioativo facilitaria também a regeneracdo do tecido, em vez
da mera substituigao.

Dos materiais bioativos desenvolvidos até a data, os vidros do sistema SiO,-
Na,0-Ca0-P,0s tém as propriedades mecanicas mais proximas do osso cortical e

desencadeiam uma resposta bioquimica rapida quando colocados em fluidos
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fisiologicos. Esta resposta bioquimica resulta de uma série de reagdes quimico-
biologicas, mais ou menos complexas, que tém lugar a superficie do vidro,
consistindo essencialmente na permuta de ides entre o vidro e os fluidos biologicos
em torno do mesmo, o que leva a formag¢do de uma camada de hidroxiapatite
carbonatada (HCA) na qual as células osseas se vinculam e proliferam. O colagénio
produzido pelas células 6sseas, ligam-se a camada de HCA levando a regeneragao

Ossea (Hench & West 1996; Notingher et al., 2003).

2.1 - Historia do biovidro 45S5 (Bioglass®)

A maioria das invengdes ¢ descobertas da historia foi obtida com muito
esforco, investigagcdo e trabalho. H4 contudo casos de sucesso que surgiram como
obras do acaso. Muitos materiais foram promovidos de “agressores” a “implantes”
por obras do acaso. Um dos acasos mais famosos foi o das lentes intra-oculares de
polimetilmetacrilato (PMMA). Durante a 2* Guerra Mundial foram investigados
estilhacos desse polimero nos olhos dos pilotos ingleses “Spitfire”. Esses corpos
estranhos ndo provocavam reagdes de rejeicao, pelo que, apds a guerra surgiram o0s
primeiros implantes de lentes oculares de PMMA, que foram utilizadas em pessoas
que sofriam de cataratas. No entanto, tal ndo foi o caso do vidro bioativo mas,
mesmo assim, a sua descoberta foi alvo de um conjunto curioso de eventos. O
primeiro vidro bioativo foi criado em 1969 por Larry Hench, professor da
Universidade da Floérida. Hench comecou o seu trabalho com a motivagdo de
encontrar um material que se pudesse ligar biologicamente ao tecido 6sseo. Na
altura, o coronel Klinker do Exército dos EUA, que acabara de regressar da guerra do
Vietnam, questionou Hench acerca da possibilidade de se desenvolver materiais que
pudessem sobreviver ao ambiente agressivo do corpo humano, pois o problema era
recorrente e todos os materiais implantaveis disponiveis no momento, na sua grande
maioria os metais ¢ os polimeros, desencadeavam reagdes de corpo estranho
(encapsulamento fibroso) apds a implantagdo, em vez de formar uma interface
estavel e duradoura com os tecidos circundantes (Hench 2006; Hench 2013;
Krishnan & Lakshmi 2013).

Foi entdo que Hench a partir do sistema Na,O-CaO-Si0O,-P,0s, sintetizou o
primeiro vidro bioativo, com elevado teor de calcio e com uma composi¢ao proxima
do eutéctico ternario Na,O-CaO-SiO,. A composicao 45% SiO,, 24.5% de CaO,
24.5%, Na,O e 6% P205 (% expressa em peso), ficou conhecida como 45S5, o
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Bioglass®. O nome "45S5" refere-se ao teor de SiO, (45% em peso) e a razdo molar
Ca/P =5.

A sintese, seguiu-se o teste in vivo, verificando-se que apos seis semanas da
implantacdo no fémur de um rato, se formou um vinculo com o osso tdo forte que
nao podia ser removido sem que este se quebrasse (Hench 2006; Hench 2013; Jones
2013). A descoberta deu origem ao artigo publicado em 1971, no Journal of
Biomedical Materials Research, o qual resumiu os resultados in vivo e os testes in
vitro que levaram a proposta da primeira teoria acerca do mecanismo de ligagdo
interfacial do implante ao osso. Os testes in vitro mostraram que a composi¢ao 45S5
desenvolveu uma camada de hidroxiapatite carbonatada (HCA) em solugdes
bioldgicas que ndo continham ides de calcio ou de fosfato. A camada HCA formada
in vitro teve uma correspondente equivalente observada in vivo, fato que foi
comprovado por microscopia eletronica de transmissdo. Por outro lado, também se
verificou que os cristais de HCA estavam ligados a camadas de fibras colagénicas
produzidas na interface pelos osteoblastos (Hench 2006).

ApoOs a descoberta do primeiro vidro bioativo, ha quase 50 anos, foram
surgindo, ao longo do tempo, novas oportunidades para as capacidades do 45S5. A

tabela 3 sumariza a cronologia do desenvolvimento de vidros bioativos.
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Tabela 3: Cronologia da ciéncia e desenvolvimento do produto clinico - biovidro 45S5 (adaptado de
Hench 2013)

1969  Descoberta da capacidade de ligagio ossea do Bioglass® na Universidade da Florida

1971 Primeiras publica¢des de ligagao dssea para vidros bioativos e de vitroceramica
1981 Descoberta de ligacdo do Bioglass 45S5 ao tecido conjuntivo mole

1981 Estudos de biocompatibilidade e de toxicologia in vitro € in vivo

1985 Primeiro produto médico (Bioglass Ossicular)

Desenvolvimento do método de processo sol-gel para biovidros estendendo a gama

1991 de bioatividade

1993  Uso de biovidro particulado para restaurar defeitos da doenga periodontal (Perioglas)
1999 Particulas 45S5 para enxerto 6sseo ortopédico (NovaBone)
2004  Particulas 45S5 para o uso no tratamento de hipersensibilidade dentaria (NovaMin)

2005  Desenvolvimento de uma variedade de produtos de manutengao dental (NovaMin)

Langamento mundial da pasta de dentes Sensodyne Reparacao e Protegdo, para a

2011 prevenc¢ao da hipersensibilidade dentéria e gengivite.

2.2 - Outras composicoes bioativas e o indice de bioatividade (Ib)

Desde 0 45S5, e mesmo atualmente, muitos investigadores t€ém-se dedicado a
procurar bioatividade noutras composi¢des do mesmo sistema do Bioglass® SiO»-
P,05-CaO-Na,O, ou noutros sistemas menos convencionais, mais ou menos
complexos, tais como fluoretos, calcogenetos, etc., de vidros ou vitro-ceramicos
bioativos, oferecendo numerosas possibilidades na Ciéncia dos Biomateriais
(Kokubo et al., 2003; Li et al., 1991; Vallet-Regi et al., 2006). Os vitro-ceramicos
consistem numa matriz de vidro, contendo uma fina dispersdo de microcristais, cuja
fungdo ¢ a de conferir melhores propriedades mecéanicas ao vidro. Habitualmente
recorre-se ao denominado indice de bioatividade (Ib) para quantificar a bioatividade
de materiais bioativos. Este indice ¢ definido como o inverso do tempo necessario
para obter mais de 50% da interface ligada. Uma comparacdo entre a composicao € o

indice de bioatividade de alguns biovidros, ¢ mostrada na Tabela 4 (Hench 1991).
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Todos eles sdo bioativos, na medida em que formam uma camada biologicamente

ativa de HCA a sua superficie, quando implantados.

Tabela 4: Composicdo (% peso), estrutura e indice de bioatividade de diversos vidros e

vitro-ceramicos (Hench 1991).

4585 45S5.4F 5254.6 KGC Ceravital® A/W-GC
SiO, 45 45 52 46.2 342
P,0;4 6 6 6 - 16.3
CaO 24.5 14.7 21 20.2 449
Ca(PO;), - - - 25.5 -
CaF, - 9.8 - - 0.5
MgO - - - 2.9 4.6
Na,O 24.5 25.5 21 4.8 -
K,O - - - 0.4 -
Estrutura Vidro Vidro Vidro Vitro-ceramico Vitro-ceramico
Ib 12.5 12.5 10.5 5.6 6.0

A rapidez de ligacdo dos vidros bioativos aos tecidos depende de varios
fatores, um deles ¢ a composi¢cdo. Assim, as taxas de ligagdo mais répidas que
ocorrem nos vidros bioativos de composi¢cdo SiO,, CaO, Na,O e P,0Os sdo obtidas
com teores de SiO; de 45 a 52% (em peso). Nesta gama de composic¢des, a ligagao
surge logo apds 5 a 10 dias, quer se trate de tecidos conjuntivos moles ou duros
(0ss0). Os vidros bioativos contendo 55 a 60% de SiO; necessitam de mais tempo
para formar um vinculo com ossos, mas ndo o fazem com tecidos moles. As
composi¢des com mais de 60% de SiO, ndo se ligam ao 0sso nem aos tecidos moles,
e induzem a formacdo de uma capsula fibrosa ndo aderente (sdo bioinertes). Estas
consideragdes encontram-se resumidas na Figura 7, a qual exibe o diagrama ternario
dos indices de biocompatibilidade, proposto por Hench, para vidros do sistema

Na,0-Ca0-Si0, com uma constante de 6% em peso de P,Os (Hench 2006).
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; A - Ligacio com o tecido 6sseo
SiO, i ighies " . R
B - Nio ocorre ligacio com os tecidos (baixa reatividade)
C - Nio ocorre ligacio com os tecidos (alta reatividade)
D - Nio ocorre ligacio com os tecidos (nio forma vidro)
S - Ligacio com o tecido 0sseo e com tecidos moles
E - Composicio do BioglassE 4585

Vitro-ceramico AW
(% P20s variavel)

6% P,O.

Figura 7: Diagrama de composi¢do de ligacdo ao osso. Regido S, ¢ uma regido de bioatividade de
classe A onde os vidros bioativos se ligam aos tecidos 6sseos ¢ aos tecidos moles, ativando genes. A

regido E, representa a composi¢do do Bioglass” (Adaptado de Hench 2006).

Os vidros cuja composi¢do se insere na regido A desenvolverem uma camada
interfacial de HCA, quer in vitro como in vivo. As composi¢des dentro da linha
tracejada também se ligam, especialmente aos tecidos moles. Os vidros na regido B
sdo inertes, e os da regido C sdo reabsorviveis. A Regido D corresponde a
composi¢des nao formadoras de vidro e ndo ligantes aos tecidos. As composi¢des de
vidro com 40-52% de Si0O, (regido A) exibem valores de Ib que variam entre 12,5 e
10, baixando significativamente, para valores de 3 ou 4, se os materiais pertencerem
a regido B. Por outro lado, se outros ides, para além dos de Ca e Na, forem
adicionados a composi¢do do vidro, podem ocorrer igualmente importantes
alteragdes no Ib. E o caso, por exemplo, de muitos elementos como o Sr, Cu, Zn ou
Co, também presentes no corpo humano, embora em baixas quantidades (tracos),
mas com efeitos benéficos no metabolismo 6sseo (Beattie & Avenell 1992; Saltman
& Strause 1993; Nielsen 1990).

Por outro lado, os ides de calcio (Ca), fosforo (P), silicio (Si), estroncio (Sr),
zinco (Zn), bem como o boro (B), vanadio (V), cobalto (Co) e magnésio (Mg) estao
também diretamente envolvidos no metabolismo do osso (Hoppe et al, 2011),
desempenhando fungdes fisioldgicas essenciais ao nivel da angiogénese, do

crescimento e da mineralizacao do tecido 6sseo.
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Uma nova linha de investigacdo prende-se com a possibilidade de introduzir
alguns destes i10es, como dopantes, na composi¢ao de diversos biovidros e
bioceramicos, no sentido de aumentar a bioatividade destes.

A utilizagdo da técnica de sintese sol-gel possibilitou a investigagdo de novos
tipos de biomateriais pela facilidade de introdugdo de possiveis dopantes num vidro
sintetizado por meio de sol-gel. Por exemplo, alguns investigadores adicionaram por
esse meio, ides de Ag™ a composi¢do do vidro bioativo (Bellantone et al., 2000)
conferindo assim propriedades antimicrobianas ao material.

Como indicado na Figura 8, a libertacdo subsequente destes i0es, apoOs
exposicdo a um ambiente fisiologico, pode influenciar favoravelmente o
comportamento de células humanas além de melhorar a bioatividade dos implantes.
Por exemplo, estudos realizados in vitro e in vivo mostraram que ocorreram
aumentos significativos da bioatividade em hidroxiapatite dopada com Si*" (Balas et
al., 2003; Vallet-Regi & Arcos 2005), vidros silicatos dopados com Sr*” (Gentleman
et al., 2010) e vidros fosfato dopados com Mg2+ (Ahmed et al., 2010).

Osteogénese
Atividade
antibacteriana

Angiogénese

propriedades de superficie T 1 ) material

area superficial densil.iade
rugosidade porosidade
carga superficial — Libertacao de ides G 1 cristalinidad
quimica quimica
dureza
Superficie do biovidro
. ides metalicos,
e.g 5r, Zn, Mg, Cu

Figura 8: Visdo geral das respostas bioldgicas aos produtos da dissolucdo ionica dos vidros bioativos

(Hoppe et al., 2011)
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A obtenc¢dao de uma boa correspondéncia entre as propriedades mecanicas ¢
uma condi¢do necessaria para o biomaterial estar em contato com os ossos. Outra
propriedade importante ligada a este objetivo ¢ a capacidade de formar uma interface
estavel entre o material e o tecido hospedeiro. Esta ¢ a razdo principal que faz com
que os materiais bioativos sejam tdo importantes para as aplicagdes ortopédicas.

Hench, como ja referido, propds uma classificacao da bioatividade especifica
para biomateriais destinada a ser usada em implantes ortopédicos. Materiais
pertencentes a “Classe A” exibem osteossintese, o que significa que a sua superficie
¢ colonizada por células osteogénicas quando colocado em contato com o tecido
vivo. Estes materiais tém geralmente Ib = 12. Por outro lado, materiais pertencentes a
“Classe B” exibem apenas osteocondug¢do, ou seja, o material s6 funciona como um
substrato, geralmente poroso, onde as células Osseas penetram e ficam ancoradas.
Estes materiais tém Ib = 3 a 6. (Hench 2006; Hench 2013; Hench & Greenspan 2013;
Wallace et al., 1999).

3 - Mecanismo da bioatividade: fatores que afetam a bioatividade e a nucleagio
da HCA
No inicio dos anos 90, Li e seus colegas mostraram que se forma uma camada

de HCA depositada sobre a superficie de um gel de silica quando embebido durante
alguns dias em fluido corporal simulado (SBF) (Li et al, 1992; Li et al., 1993).

Portanto, a partir desse estudo ficou estabelecido que o grau de bioatividade
de um material seria determinado pela taxa de formagao da camada de HCA na sua
superficie. O tempo necessdrio para a formacdo da camada de HCA dependia,
contudo, de fatores tais como a composicdo e a estrutura do biovidro. Relativamente
a estrutura, em particular, a presenga de poros, verificou-se que a HCA ndo
precipitava sobre silica ndo porosa, tal como o quartzo, assim como também ndo
precipitava sobre um gel de silica tratado termicamente a T> 900°C (ou seja, como
ocorreu sinterizagdo a essa temperaturas, a porosidade foi eliminada). Portanto, os
poros podem ser sitios de nucleacdo de HCA. Porém h4 que considerar o efeito
provocado pelo tamanho de poro. Por exemplo, se os poros exibem diametros
menores do que 6 A, a HCA nio pode precipitar, porque os ides PO,>” sdo grandes
demais para difundirem para os poros.

Estudos da cinética de reacdo dos vidros bioativos in vitro ¢ in vivo

mostraram que existe uma sequéncia de doze etapas de reagdes que ocorrem na
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superficie dos biovidros de Classe A. A Figura 10 indica, no eixo do tempo de
registo, que as primeiras cinco fases de reagdes de superficie ocorrem muito
rapidamente e se completam em cerca de 24 horas. E o caso dos vidros altamente
bioativos como o0 45S5 (Hench 2013; Hench & Greenspan 2013).

O mecanismo e a escala de tempo envolvido na formag¢ao da camada de
HCA, fases 1-5, e o crescimento de osso novo, fases 6-12, no implante biovidro estao
também ilustrados na Figura 10 (Filgueiras ef al, 1993; Hench 2013; Hench &
Greenspan 2013; Jones & Hench 2001; Notingher ef al., 2003).

Quando um vidro ¢ colocado em contacto com uma solu¢do aquosa, podem
ocorrer dois processos: por um lado a dissolucdo dos catides alcalinos e alcalino-
terrosos a partir do interior do vidro para a solugdo, e por outro a rotura da rede de
silica. Geralmente prevalece o primeiro processo sempre que o pH <9, enquanto que
a pH mais elevado ocorre a dissolugdo da rede de silica (Iler 1979). O contacto da
dgua com a superficie do vidro desencadeia a remocdo dos ides alcalino (M") e
alcalino terrosos (M>") existentes na matriz vitrea, envolvendo, por exemplo, as
reacoes (1) e (2):

Si—-O-M+H,02-Si-OH+M"+OH" (1)

Si—-O-M-0-Si+2H,0 22 (- Si— OH) + M*" + 20H" )

Ao longo do tempo, se a solugdo for a mesma, a tendéncia serd para que,
através de um aumento da concentragdo de ides alcalinos na agua, o respetivo pH
aumente, atingindo-se um ponto critico a pH ~ 9 a partir do qual ocorre a dissolucao

da rede de silica, envolvendo as reagdes (3) e/ou (4) ¢ a formagao de silanois.

Si—0-Si +H,0 22 (- Si— OH) 3)

Si—-O-Si +OH-2 Si—-OH+Si—-0" (4)

Hill tentou relacionar o parametro estrutural » com a bioatividade e calculou
o valor de n em varios vidros bioativos (Tabela 5). A analise da Tabela 5 permite
verificar que a maioria dos vidros bioativos analisados exibe n<<3, ou seja, a grande
maioria dos atomos de oxigénio presentes nestas estruturas sio tetraedros de NBO,

com alguns, tetraedros isolados de SiO4. Assim, pode dizer-se que um dos fatores
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que influi na dissolucao de um vidro, na presenga de agua, ¢ a quantidade relativa de
- . ,
tetraedros formadores (e.g. SiO4 ): quanto menor for esta, maior sera a
2

suscetibilidade do vidro a degradagao.

Vidro | SiO, CaO Na,O P,0Os B;0O; ALO; nr  Bioatividade
4585 46 27 24 3 0 0 1.90 Sim
S53P4 54 22 23 2 0 0 2.39 Sim
S63.5P6 | 66 16 15 3 1 1 3.08 Nao
CS 50 50 0 0 0 0 2 Sim
CS-Na 48 49 3 0 0 0 1.87 Sim
CS-p 49 50 0 1 0 0 2.03 Sim
S53P4 54 22 23 2 0 0 2.39 Sim
S52P8 55 14 26 4 1 2 2.69 Nao
S38P8 40 26 28 4 1 2 1.81 Nao

Tabela 5: Relagdo entre a composi¢do, o indice estrutural e a bioatividade dos diferentes

vidros (Hill 1996)

As reagdes que ocorrem a superficie do biovidro sdo, portanto, muito
rapidas, libertando espécies iOnicas soluveis a partir do vidro para o interior da
solucao (SBF). Em 1976 foi proposto pela primeira vez uma sequéncia detalhada de
reagcoes que ocorrem na superficie de vidros bioativos com composi¢ao em silica
(Clark et al., 1976). Estas envolvem as seguintes etapas (etapas 1-5) (figura 9):

1) troca i6nica entre a solugdo e a superficie do vidro, resultando na libertagao
de ides de Na", Ca*" ¢ PO,* ¢ a formacio de grupos silanoéis (Si-OH);

2) perda de silica soltvel, na forma Si(OH)4, devido a quebra de ligagdes Si-
O-Si;

3) condensagdo de silandis e repolimerizacdo, ¢ formacdo de uma camada
porosa rica em SiO; a superficie;

4) aumento da concentracdo de Ca*" e PO4> na solugdo, devido a liberacio
com o tempo de ides do vidro, seguida de formagdo de um filme rico em
CaO-P,0s a superficie do vidro quando o ponto de saturagao ¢ alcangado.;

5) cristalizacdo de uma camada de HCA pela incorporacdo de anides OH" e

COs* da solucdo.
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Figura 9: Representacdo esquematica do mecanismo de formacdo da HCA na superficie de um

biovidro do sistema SiO,—CaO—Na,0—P,05 (adaptado de Siqueira & Zanotto 2011).

A elevada area superficial da camada rica em silica age como locais
preferenciais para a nucleacdo heterogénea do filme de fosfato de calcio amorfo e os
grupos silanol podem ser locais de nucleacao para a HCA (Cho ef al. 1995), portanto,
¢ atualmente vulgarmente aceite que apos imersao em SBF, a superficie adquire a
configuragdo de uma dupla camada, designadamente um deposito de fosfato de
calcio no topo de uma camada rica de silica.

Apos a ocorréncia destas reagdes fisico-quimicas, as moléculas bioldgicas
come¢am a interagir com a superficie do vidro. Moléculas de colagénio sdo
incorporadas na camada de HCA e, em seguida, as células comecam a responder.
Nomeadamente, as reagdes de adsor¢do dos fatores de crescimento aumentam (fase
6, Figura 10) diminui consideravelmente a duracdo do tempo de macrofagos
necessarios no local de implantagdo para a reparacao de tecidos (fase 7). A ligagao de
células estaminais (fase 8) e a proliferacdo e diferenciacdo das células (fase 9),
ocorre rapidamente sobre a superficie de materiais bioativos da classe A. Em
materiais de classe B, s3o necessarias varias semanas para eventos celulares
semelhantes ocorrerem na sua superficie. A diferenciacdo de células osteogénicas
num fenotipo osteoblasto maduro ndo ocorre em materiais bioinertes e € raro em
materiais bioativos de classe B, devido a falta de estimulos i6nicos. Em contraste, as
células osteogénicas colonizam a superficie de materiais bioativos de classe A dentro
de 24 - 48 horas e iniciam a produgdo de varios fatores de crescimento que

estimulam a divisdo celular, a mitose, ¢ a producdo de proteinas da matriz
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extracelular (fase 10). A mineralizacdo da matriz da-se logo depois e os ostedcitos

maduros, incorporados na matriz de colagénio-HCA, sdo o produto final de 6 - 12

dias in vitro e in vivo (fases 11 e 12) (Hench 2013; Hench & Greenspan 2013).

CRESCIMENTO DE 0SSO (OSTEOCITOS)

11

CRISTALIZACAO DA MATRIZ

10

FORMACAO DA MATRIZ

100 —*

PROLIFERACAO SINCRONIZADA E DIFERENCIACAO DE
OSTEOBLASTOS

LIGACAO DE CELULAS ESTAMINAIS DE OSTEOBLASTOS

ATUACAO DOS MACROFAGOS

10 20

ADSORCAO DE FRACCOES BIOLOGICAS NA CAMADA HCA

2

CRISTALIZACAO DA CAMADA DE HIDROXIAPATITE
CARBONATADA (HCA)

Tempo Log (horas)

ADSORCAO DE Ca+P04+C03 AMORFA

POLICONDENSACAOQ DE SiOH + SiOH > Si-0-Si CAMADA DE GEL

1&2

FORMACAO DE LIGACOES SiOH E LIBERTACAO DE Si(OH)s e Ca

VIDRO BIOATIVO

Figura 10: Sequéncia de reacdes envolvidas (12 fases) na formagdo de novo osso (osteogénese)

ligado a uma superficie de vidro bioativo 45S5 (adaptado de Hench & Greenspan 2013).

4 - Mecanismos de reacao bioativos: Controlo genético do ciclo celular de

osteoblastos

Para se formar um osso novo, ¢ essencial que as células osteogénicas sofram

mitose. A maior parte dos tecidos estruturais passa por um periodo de vida, morte e

substituicdo por novas células. O tecido 6sseo apresenta reabsor¢cao e remodelacao,

com perda

osteoblastos.

de ostedcitos e novos ostedides produzidos diariamente pelos

Para se diferenciarem, as células osteogénicas devem receber os

estimulos quimicos corretos do seu ambiente local que as instruem a entrar no ciclo

celular. Para entender melhor este mecanismo, o ciclo de vida dos osteoblastos

(células que produzem a matriz inorganica de hidroxiapatite) é esquematicamente

apresentado na Figura 11. (Hench 2006; Viliméki et al., 2005; Xynos et al., 2001).
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O ciclo celular compreende os processos que ocorrem desde a formagao de uma
célula até a sua propria divisdo. As quatro fases sucessivas do ciclo de divisao de
uma célula sdo chamadas de G1, S, G2 e M. Considera-se ainda que uma célula em
repouso estd no estado GO. Na fase Gl as células crescem e desenvolvem com
normalidade todo o seu processo metabolico. Posteriormente entram na fase S, onde
iniciam a sintese de ADN. Logo que todos os cromossomas estejam duplicados,
ocorre uma fase de crescimento secundario (G2), e, finalmente, de divisdo (fase M,
ou mitose). Este ciclo ndo ¢ absolutamente sequencial, existem alguns mecanismos
de resposta nas cé¢lulas que controlam o estado da mesma antes de mudar de uma fase
para a proxima. Se o controlo falhar, a célula entra na fase de morte programada,
denominada apoptose.

Materiais bioinertes ou materiais bioativos de classe B ndo produzem o
ambiente quimico local para permitir que as células osteogénicas presentes passem
através destes pontos de verificacdo do ciclo celular. Somente materiais bioativos de
classe A produzem uma rapida formagao oOssea in vivo, um processo denominado
osteossintese (Hench 2006).

A arquitectura 3-D de osso mineralizado ¢ criada pelos osteoblastos, quando
as células sdo expostas a concentracdes criticas dos constituintes i6nicos soluveis
libertados pelos biovidros implantados. A capacidade do biovidro em libertar as
concentragdes criticas de ides biologicamente ativos, sobretudo a taxa adequada,
permite a proliferag@o e a diferenciacao celular (Hench 2006).

Estudos de biologia molecular realizados por Xynos et al., mostraram que o
ciclo celular dos osteoblastos estd também sob controle genético. A exposi¢ao de
algumas horas de osteoblastos humanos a fragmentos de 45S5 Bioglass® levou a
ativacdo de varias familias de genes, incluindo fatores de crescimento, especialmente
IGF-II juntamente com as proteinas de ligacdo IGF e proteases que clivam a ligagao
IGF-II a partir das suas proteinas de ligacdo. Xynos et al., verificaram um aumento
de expressao de 200 a 500% destes genes em relacdo as culturas de controlo. A
ativacdo de varios genes de resposta imediata e a sintese de fatores de crescimento
provavelmente modulam a resposta do ciclo celular dos osteoblastos aos biovidros.
Estes resultados indicam que os biovidros da classe A aumentam a formacgao de novo
0sso (osteogénese) através de um controlo direto sobre os genes que regulam a
inducdo e a progressao do ciclo celular (Hench et al., 2004; Hench 2006; Hench et
al., 2010; Xynos et al., 2001).
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O ciclo celular ndo se limita apenas a proporcionar a estrutura para a
proliferagao celular, mas também determina, em certa medida, o comprometimento e
a diferenciag¢@o celular. O osteoblasto ¢ uma célula capaz de proliferar e sintetizar
produtos especificos das células dsseas, tais como ostedcitos e colagénio de tipo I. Os
osteocitos sao pos-mitodticos € nao sofrem divisao celular. No entanto, sdo capazes de
sintetizar e manter a matriz de osso mineralizado. Assim, os ostedcitos representam a
populacdo de células responsaveis pela producdo da matriz extracelular e pela
mineralizagdo, considerado o passo final no desenvolvimento dsseo e provavelmente
0 mais importante, tendo em conta a importancia da ligagdo de colagénio-HCA na
determinac¢do da fungao mecanica do osso (Hench 2006).

Portanto, ¢ importante observar que o resultado final do ciclo celular ativado
pelos produtos i6nicos de dissolugdo do biovidro ¢ a supra-regulagdo de numerosos
genes que expressam citoquinas, fatores de crescimento € componentes da matriz
extracelular. Além disso, hda um aumento de 700% na expressdo de CD44, um
marcador especifico da diferenciacao fenotipica dos osteocitos (Hench 2006; Xynos
etal., 2001).

Xynos et al. também mostraram, através da analise cDNA microarray, que
houve um aumento de 320% na expressao de um fator de crescimento mitogénico de
osteoblastos, fator de crescimento semelhante ao IGF-II, quando os osteoblastos
foram expostos a estimulos de biovidros. IGF-II ¢ o fator de crescimento mais
abundante no osso e ¢ também um indutor de proliferacdo de osteoblastos in vitro.
Os resultados indicam que os produtos da dissolugdo ionica do Bioglass® podem
aumentar a disponibilidade de IGF-II em osteoblastos por inducao da transcricao do
fator de crescimento e a sua proteina transportadora e também regulando a

dissociagdo deste fator a partir da sua ligacao as proteinas. (Hench 2006).
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Figura 11: Esquema do ciclo celular de células osteogénicas de osteoblastos conduzindo a (1) morte
celular programada (apoptose), (2) a mitose ¢ proliferagao celular ou (3) a diferenciagdo celular
terminal em diregdo a um ostedcito, quando expostos a produtos bioativos de dissolu¢do idnica

libertados pelo Bioglass® (adaptado de Hench et al., 2010).

5 - A composicao e a funcio dos varios componentes 6xidos do biovidro
Como referido anteriormente, no final da década de 60, Larry Hench

introduziu os primeiros vidros com fins biomédicos, que apresentavam uma estrutura
a base de silica (vidros silicatados), contendo também P,0s, e outros 6xidos do tipo
alcalino (frequentemente Na,O) e alcalino-terrosos, obrigatoriamente CaO. As
quantidades de CaO e P,Os eram, em muitas das situacdes, escolhidas para que a
razdo atomica Ca/P fosse proxima de 1,67 (valor correspondente a hidroxiapatite
estequiométrica). Os i0es alcalinos eram introduzidos com o objetivo de facilitar o
processamento vitreo e de controlar a estabilidade quimica dos biovidros. O papel do
Si0; era exclusivamente o de formador de vidro (Hench 1991; Pernot et al., 1979;
Pernot et al., 1983). Contudo, gracas as técnicas experimentais cada vez mais
sofisticadas, foi possivel avangcar com a investigacdo e, verificar, por exemplo, que
quando o biovidro entra em contacto com os tecidos, sofre um processo de

degradagdo progressiva, por hidrélise, cedendo gradualmente ao meio bioldgico
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envolvente os seus proprios constituintes, formando-se um revestimento na
superficie do biovidro, cuja composicdo ¢ reconhecida pelas células da linha
osteobldstica como um substrato fisico para a deposi¢do de matriz Ossea. Isso
permitiu aos investigadores definir outras fungdes aos varios 6xidos constituintes dos
biovidros, identificando um conjunto de principios considerados, hoje em dia,

fundamentais para explicar o fenomeno da bioatividade dos materiais.

5.1 - A SiO,

A incorporagdo de silica em biomateriais poderia parecer algo
despropositada, uma vez que a presenca de silicio em mamiferos ndo ¢ abundante.
Contudo, o silicio parece ser bem tolerado no organismo humano desde que, quando
em excesso, possa ser facilmente eliminado pelo organismo. Em relagdo a sua funcao
nos tecidos Osseos, experiéncias realizadas em roedores permitiram concluir que,
embora em pequenas quantidades, o silicio estd presente em tecidos conjuntivos e
Osseos jovens em pleno processo de calcificacdo. A sua auséncia ¢ associada a
deficientes formagdes 0sseas. Nestes casos, € suposto que o papel do silicio seja o de
agente de nucleacdo na deposi¢do de calcio, sob a forma de silicato de calcio
(Jugdaohsingh 2009).

Do ponto de vista da composi¢cdo dos biovidros, e independentemente das
diferentes interpretagdes bioldgicas, incluindo a hipotese de Hench, verifica-se que a
presenca de silicio na composi¢do dos biovidros ¢ de extrema importancia para a
formacao da camada de HCA. Por exemplo, vidros do sistema SiO,-Ca0O-Na,O-P,0s
com elevada concentragdao de silica (50 - 60%) formam primeiro uma camada de
silica gel (camada porosa rica em SiO;) e s6 depois a camada de hidroxiapatite sobre
a primeira. Em vidros com baixa concentracdo de silica (mas ndo inferior a 40%) as
duas camadas formam-se em simultaneo. Esta diferenga de comportamento resulta da
diferenca nas durabilidades quimicas dos vidros, a qual influencia a respetiva
cinética de dissolucao.

Tilocca 2009, demonstrou que vidros sol-gel do sistema binario SiO,-CaO
exibiam bioatividade mesmo contendo altas concentra¢des de SiO, (90%).

Numa experiéncia realizada por Porter et al, 2004, que consistiu na
implantacao in vivo (num modelo ovino), de granulos sintetizados de hidroxiapatite e
ceramicas Si-HCA, durante 6 e 12 semanas, verificou que a morfologia dos depdsitos

de hidroxiapatite e a sequéncia de eventos nas interfaces do osso com a
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hidroxiapatite pura e com os implantes Si-HCA, eram diferentes. Logo apds as
primeiras 6 semanas foram encontradas fibrilhas de colagénio organizadas na
interface osso / Si-HCA, enquanto junto ao implante de HCA puro s6 surgiram apos
12 semanas. Ainda verificou que era em torno de Si-HCA que se formava a maior
quantidade de cristais nodulares de hidroxiapatite. Estes resultados sugerem que a

incorporagdo de ides de silicio em HCA promove processos de remodelagdo 6ssea.

5.2 - 0 P,0s

O fosforo era inicialmente utilizado com o objetivo de aproximar a
composi¢ao dos vidros a da composi¢cdo dssea. Assim, foram desenvolvidos vidros
ceramicos para aplicagdes clinicas a base de fosforo (livres de silica). Rapidamente
se percebeu que a sua importancia era discutivel. Kokubo 1990 e Andersson &
Karlsson 1990 concluiram que os ides fosfato necessarios a formagdo da apatite
superficial provinham essencialmente da solugdo envolvente. Tilocca 2009
desenvolveu vidros, sem fosforo, no sistema binario CaO-SiO, que se confirmou
serem efetivamente bioativos. Mais tarde concluiu-se que vidros do sistema Na,O-
Ca0-SiO; podem também apresentar uma bioatividade tdo elevada quanto a do
Bioglass® (Kim et al., 1995).

A realizagdo de testes in vitro e in vivo mostrou que a adicao de P,Os a vidros
do sistema CaO-SiO; tinha um efeito ndo s6 no aumento da reatividade superficial do
vidro mas também fortalecia a ligagdo aos tecidos 6sseos (Ebisawa et al.,, 1990; Kim
et al., 1995). Assim, embora dispensavel quanto aos efeitos na bioatividade, a
inclusdo de fosforo na composi¢ao vitrea promove o aumento da nucleagdo de
fosfatos de calcio a superficie, tornando esses vidros muito promissores para

aplicagdes de odontologia e ortopedia (Ali et al., 2014).

6 - Teste de bioatividade in vitro - Simulated body fluid (SBF)
Devido as dificuldades experimentais e éticas inerentes aos procedimentos in

vivo, varios procedimentos in vitro foram propostos para se testar a bioatividade de
materiais sintéticos. Estudos pioneiros deste tipo foram realizados por Hench et al.,
0s quais mostraram o crescimento da camada de HCA, in vitro, em biovidros que
libertavam ides de célcio e fosforo para o meio, testando-os numa solugdo de agua
destilada tamponada com tris-hidroximetil-amino-metano ¢ HCI (tampao tris) a um

pH de 7,25 a 37 °C. Entretanto, quando outros tipos de biovidros, que ndo continham
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calcio e fosforo na sua composicao original, mas que apresentavam bioatividade in
vivo, eram imersos no tampao tris, ndo ocorria o crescimento da camada de HCA
(Andrade & Domingues 2006, Ogino et al., 1980; Salinas et al., 2000).

Em 1990, Kokubo et al., propds uma nova solugdo aquosa para testes de
bioatividade contendo concentragdes de ides semelhantes aquelas presentes no
plasma humano e tamponada com tris-hidroximetil-amino-metano. Tal solugdo foi
capaz de induzir mudangas estruturais na superficie de materiais bioativos
semelhantes as apresentadas in vivo, ou seja, formava-se uma camada de HCA. Esta
solucdo, chamada de “Simulated Body Fluid” (SBF), ¢ acelular, livre de proteinas e
apresenta um pH de 7,40. (Kokubo ef al., 1990) A sua composicao ¢ comparada a
composi¢do idénica do plasma sanguineo na Tabela 6.

De acordo com a tabela 6, deve notar-se que o SBF original usado por
Kokubo et al. ¢ Hench et al. carece de ides SO4”, os quais estdo presentes no plasma
sanguineo. Em 1991, o lapso foi corrigido por Kokubo. Desde entao, o SBF corrigido
(c-SBF) tem sido utilizado por varios investigadores (Filgueiras ef al., 1993; Kokubo
et al., 1990; Kokubo 1991; Kokubo & Takadama 2006).

Mais tarde, em 1995, Cho et al., propuseram uma receita aprofundada para a
preparacdo do SBF sem que esta precipite, visto a solu¢ao de SBF ser supersaturada
e de dificil preparagdo sem precipitagdo (Cho et al, 1995; Kokubo & Takadama
2006).

No entanto, através da tabela 6, pode ser visto que o c-SBF ¢ ainda mais rico
em i0es Cl e mais pobre em id0es HCOj3', quando comparado com os ides do plasma
sanguineo humano. Em 2003, Oyane et al. tentou corrigir esta diferenca, através da
preparagdao de uma solu¢do SBF revista (r-SBF) diminuindo a concentracao de Cl" e
aumentando a de HCOs™ para niveis mais proximos dos do plasma sanguineo. No
entanto, o carbonato de calcio tem uma forte tendéncia para precipitar. Deste modo,
em 2004, Takadama et al. propds um novo SBF (n-SBF) em que diminuiu apenas a
concentracdo de 1des de Cl™ para o nivel do plasma sanguineo humano, deixando a
concentracdo de ides do HCOj3 igual ao do c-SBF. Esta melhoria do SBF foi
comparada com o corrigido, e como resultado, confirmou-se que o c-SBF nao diferia
do n-SBF em estabilidade e reprodutibilidade. Deste modo, o método para a
preparacdo de c-SBF foi cuidadosamente verificado e aperfeicoado para que o SBF
fosse facilmente preparado. Em 2003, o c-SBF com a receita aperfeicoada foi

proposto ao Comité Técnico ISO / TC150 da International Organization for
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Standardization como uma solugdo para a medicdo in vitro da capacidade de
formacao de apatite em materiais de implante (Kokubo & Takadama 2006; Machado,
2007; Oyane et al., 2003).

Outros autores defendem que a solucdo c-SBF ainda deve ser melhorada, uma
vez que, para a preparagao da solugdo, o processo ¢ longo e complicado, as solucdes
nao sao filtradas, e o teor de carbonato nao ¢ controlado. Além disso, a utilizagdo de
c-SBF, para testes de bioatividade, leva a falsos positivos, como também a falsos
negativos. Apesar destas criticas, o uso do protocolo in vitro, proposto por Kokubo &
Takadama, para testar o potencial de ligacdo de um material ao osso mantém-se um

conceituado método (Bohner & Lemaitre 2009).

Tabela 6: Concentracdo idnica do plasma sanguineo humano e das solu¢des que simulam o fluido

corporal (SBF) (Kokubo & Takadama 2006)

Concentracio de ides
Na" K" Mg Ca® CI' HCO; HPO,/ SO/

Plasma sanguineo
1420 50 15 25 103.0 27.0 1.0 0.5

humano

SBF original 1420 50 15 25 14388 42 1.0 0.0
SBF corrigido (c-

SBE) 1420 50 15 25 1478 42 1.0 0.5
SBF revista (r-SBF) 1420 50 1.5 25 103.0 27.0 1.0 0.5
SBF novo (n-SBF) 1420 50 15 25 103.0 42 1.0 0.5

O procedimento atualmente mais usado para o teste de bioatividade in vitro
consiste em imergir o material a ser testado em solu¢do SBF por periodos de tempo
entre 3 horas e 15 dias e verificar se houve formagao de HCA na superficie do
material. Materiais com diferentes graus de bioatividade sdo classificados de acordo
com o tempo necessario para o aparecimento da camada de HCA, de acordo com o

Ib proposto por Hench (Andrade & Domingues 2006).
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Capitulo III — Obtencao de vidros pelo processo sol-gel
1 - Introducio

Além do processo de fusdo, os vidros também podem ser obtidos através do
processo sol-gel, a técnica de sintese que foi utilizada neste trabalho. Uma das
vantagens deste método deve-se a homogeneidade quimica a escala molecular que
pode ser obtida na preparacdo dos vidros. O uso de agentes complexos de ides
metalicos permite aumentar a homogeneidade de distribuicdo destes ides na rede
formada pela silica. Este processo, além de apresentar um custo reduzido em relacao
aos processos convencionais, abriu inimeras possibilidades de se produzir materiais
com caracteristicas especificas que ndo seriam possiveis utilizando os métodos
convencionais. Uma das principais diferengas entre os vidros obtidos por sol-gel e os
obtidos pela fusdo dos seus componentes, encontra-se nas respetivas areas
superficiais: para os vidros de sol-gel, a area superficial varia de aproximadamente
entre 250 a 700 mz/g, enquanto os vidros de fusdo exibem, tipicamente, areas
superficiais inferiores a 1,2 m?/g. Esta grande diferenca ¢ devido as distintas
condi¢des de processamento dos dois tipos de materiais, especialmente no que se
refere a temperatura de sintese: os vidros de sol-gel sao sintetizados em meio aquoso,
efetuando-se uma secagem simples a T<100°C e, finalmente, a sinterizacdo a
temperaturas que, normalmente ndo ultrapassem os 700°C. As propriedades
estruturais (como por exemplo, a area superficial e a porosidade) podem ser definidas
controlando a composi¢ao e as condi¢oes da sintese. Desta forma, também ¢ possivel
obterem-se materiais nanoestruturados (Brinker & Scherer 1990).

Os vidros bioativos obtidos por fusdo sdo aquecidos previamente acima do
maior ponto de fusdo dos componentes da mistura, normalmente a temperaturas
superiores a 1000°C, usando um procedimento analogo ao utilizado para fundir
vidros de janela comuns. O material resultante ndo tem qualquer porosidade, e a area
de superficie depende somente do tamanho das particulas obtidas apds a moagem de
pos (Shelby 2005).

A camada de HCA ¢ mais facilmente precipitada e de forma muito mais
rapida em vidros bioativos sol-gel do que no de fusdo tradicional. Com efeito, ¢é
atribuida a estrutura porosa dos vidros bioativos sol-gel, a maior facilidade na
forma¢do da camada interfacial de HCA, na qual, como ja foi referido, moléculas

biologicas podem entrar, manter a sua configuracdo estrutural e a sua atividade
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bioldgica. Desta forma, proteses de vidros de sol-gel podem ndo ser reconhecidas
com intrusos no hospedeiro.

A bioatividade foi demostrada em diversos vidros sintetizados pela técnica
sol-gel e imersos em fluidos corporais simulados (SBF). Algumas das composigdes
selecionadas ocorreram nos sistemas CaO-SiO, (Izquierdo-Barba et al., 1999;
Martinez et al., 2000; Saravanapavan et al., 2003), SiO,-CaO-P,0Os (Peitl et al.,
2001; Peltola et al., 1999; Vallet-Regi et al., 1999) e SiO,-Ca0O-P,05s-MgO (Perez-
Pariente et al., 1999; Perez-Pariente ef al., 2000). Em geral, a uma maior quantidade
de SiO, na composi¢do do vidro corresponde a uma maior area superficial mas
menor fragdo porosa. Por outro lado, as temperaturas mais elevadas utilizadas no
processo de sintese diminuem a area superficial do vidro.

O processo sol-gel tem sido amplamente investigado para a sintese de
materiais inorganicos (Chen et al, 1986; Pope & Mackenzie 1986) e representa
atualmente uma alternativa eficaz na produ¢ao de vidros com propriedades especiais.

O processo sol-gel pode ser definido como um método de sintese quimica a
baixa temperatura que permite a obtencdo de materiais ceramicos € vitreos sob a
forma de so6lidos (monolitos), pos, filmes (revestimentos), ou fibras. O processo ¢
iniciado pela obten¢do de uma solugdo de alcoxidos (sol), que evolui para um estado
de gel (pré-vitreo) através de reagdes de hidrolise e policondensacao, condicionadas
por um numero consideravel de parametros (catélise, temperatura, grau de hidrolise,
etc.) (Brinker & Scherer 1990; Pierre 1998).

A primeira preparagdo de materiais vitreos através do meétodo sol-gel foi
obtida por Ebelman e Graham no século XIX, que nos seus estudos sobre géis de
silica puderam observar que a hidrolise do alcoxido ortosilicato de tetraetilo (TEOS),
CsH»004S1, em condigdes de catalise acida resultava na produgdo de SiO,. Porém as
limitacdes impostas pela incapacidade de evitar a fratura dos vidros durante o
processo de secagem que, por esse facto, tinha que ser muito longo (cerca de um ano)
fizeram com que a comunidade industrial e cientifica perdesse o interesse nestes
materiais e se afastasse durante quase um século (Diaz et al., 2012; Ebelman 1846;
Graham 1864).

O interesse por este processo foi retomado devido aos trabalhos de Roy que
resultaram essencialmente da demonstragdo de que era possivel obter um produto
com caracteristicas vitreas por uma via totalmente diferente da tradicional fusdo de

oxidos. Além disso, as baixas temperaturas usadas, o grau de pureza muito superior
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ao obtido pelas técnicas tradicionais (s6 dependente da pureza dos reagentes iniciais)
e as qualidades oOpticas finais apresentadas eram importantes vantagens. Uma
vantagem adicional resultava da possibilidade de preparacdo de ceramicas
inovadoras a base de 6xidos de Al, Ti, Si, Zr, etc., que seriam impossiveis de obter
pelos métodos tradicionais (Pierre 1998; Roy 1956).

A preparacao do sol-gel, desde a escolha dos reagentes até ao produto final
pretendido, envolve um complexo conjunto de etapas em que estdo presentes
diversos processos quimicos (e.g. hidrolise e condensacdo) e fisicos (e.g. secagem).

A denominacao de sol-gel para esta técnica de preparagdao de materiais advém
de uma das suas etapas mais importantes que consiste no momento de transicdo de
uma fase so/ para uma fase gel. Um sol consiste numa dispersdo coloidal de
particulas, com dimensdes compreendidas entre 1 e 200 nm, num liquido
denominado solvente. No entanto, o termo solu¢do ¢ mais utilizado para um so/
quando as particulas em suspensao tém pequenas dimensodes. Devido a sua reduzida
massa, as for¢as gravitacionais a que estas particulas estdo sujeitas podem ser
negligenciaveis o que se traduz numa fase estavel no fluido ao mesmo tempo que a
sua inércia ¢ suficientemente pequena para as mesmas particulas apresentarem
movimentos brownianos (Brinker & Scherer 1990).

Um gel ¢, geralmente, um sistema formado pela estrutura rigida de particulas
coloidais (gel coloidal) ou de cadeias poliméricas (gel polimérico) que imobiliza a
fase liquida nos seus intersticios. E composto por uma rede tridimensional, solida e
porosa, preenchida por um meio liquido. Desse modo, os géis coloidais resultam da
agregacao linear de particulas primarias, que s6 pode ocorrer pela alteracao
apropriada das condi¢des fisico-quimicas da suspensdo. Por outro lado, os géis
poliméricos sdo, geralmente, preparados a partir de solugdes onde se promovem
reacoes de polimerizagdo. Neste caso a gelificagdo ocorre pela interacdo entre as
longas cadeias poliméricas lineares (Alfaya & Kubota 2002; Brinker & Scherer
1990; Iler 1979; Pierre 1998). A figura 12 ilustra, simplificadamente, as etapas que

ocorrem na sintese sol-gel.
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Figura 12: Esquema simplificado do processo sol-gel (Moreira 2005).

2 - Etapas do processo quimico
O processo de sol-gel pode ser dividido em duas classes, dependendo da

natureza do precursor inorganico utilizado: a dos sais (cloretos, nitratos, sulfetos,
etc.) e a dos alcoxidos. A rota que envolve o uso de precursores do tipo alcoxido
aparece atualmente como a mais versatil (Alfaya & Kubota 2002).

As principais etapas envolvidas na transformacdo de um precursor molecular
num Oxido inorganico através deste método podem ser sumarizadas nas etapas de
hidrolise e policondensagao que sdo descritas abaixo, considerando-se a utilizagao de
um unico alcoxido de férmula geral M (OR),:

e Hidrolise

M,(OR), + H,0 —  M,(OR),,(OH) + ROH

44



e Condensagao alcodlica
M(OR)y + My(OR)y.; (OH) — (OR)y.; My OM; (OR)y.; + ROH
e Condensagdo aquosa

My (OR)y.; (OH) + M(OR),.; (OH) —> (OR),.; My OM, (OR),.; + H,0O

em que M representa o ido metalico, R representa um grupo alquila, logo OR ¢ um
grupo alcéxido e ROH o seu respetivo alcool.

A hidrélise € o primeiro passo do processo, iniciado com a mistura do
precursor com agua, na presenga de um solvente alcoolico e de um catalisador (acido
ou basico), sem o qual a reagio ndo progride. A medida que a reagdo decorre
formam-se ligagdes entre o metal, M, e os grupos hidroxila (M-OH). A etapa de
condensagao das espécies M-OH leva a formagao de ligacoes M-O-M, e ocorrem por
via de dois mecanismos em competi¢do: a condensag¢do de dois grupos hidroxidos,
com forma¢do de agua; e a condensacdo de um grupo hidréxido com um grupo
alcoxido, com formagdo de alcool. Desta forma, a policondensagdo destas espécies
M-OH gera uma rede polimérica, permanecendo a agua e o alcool, obtidos como
produtos de reagdo, aprisionados na rede. Neste passo, o centro nucleofilico das
moléculas de dgua “ataca” o metal central do alcoxido deficiente de eletrdes devido a
presenca do oxigénio fortemente eletronegativo, formando uma espécie intermediaria
pentavalente, ap6s a qual a transferéncia de um protao ¢ seguida da quebra da ligagcao
dos grupos ROH. Este processo geral pode dividir-se em dois processos ligeiramente
diferentes conforme a reagdo ocorra com catalise basica ou acida (Alfaya & Kubota
2002; Brinker & Scherer 1990).

Se o elemento M for o Si, as reacdes de hidrdlise e policondensagao formam
as ligacdes caracteristicas da matriz vitrea da silica. Estas reagdes (quer de hidrdlise,
quer de policondensacdo) sdo reversiveis e ocorrem simultaneamente em solucao. As
primeiras reacgdes de hidrolise e policondensagdo sobre as moléculas dos precursores
dao origem a mondémeros e dimeros e, a medida que prosseguem, ddo origem a
macromoléculas cada vez mais complexas, cuja estrutura e morfologia dependem da
cinética das reagdes envolvidas, influenciada por parametros quimicos (Alfaya &
Kubota 2002; Brinker & Scherer 1990; Siqueira 2010; Zhong & Greenspan 2000).

Do mecanismo de sol-gel apenas a primeira etapa, a hidrdlise, ¢ bem

conhecida, pois as reagdes de condensagdo comecam antes das reagdes de hidrolise
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terminarem, tornando o mecanismo muito complexo e envolvendo muitas reagdes de

hidrdlise e condensagao simultaneas (Alfaya & Kubota 2002).

3 - Gelificacao
A medida que as reagdes de hidrélise e policondensagdo prosseguem, a

viscosidade da solu¢do aumenta até atingir um ponto de transi¢do, denominado ponto
de gelificacdo. Esta passagem ¢ normalmente acompanhada por um aumento abrupto
da viscosidade, resultado da formag¢ao de uma rede tridimensional embebida num
meio liquido (Pierre 1998).

O tempo necessdrio para se atingir o ponto de gelificagdo ¢ denominado
tempo de envelhecimento. Este parametro, assim como a evolucdo da viscosidade ao
longo do tempo, depende dos fatores mencionados na secgdo anterior. A viscosidade
de uma solugdo € um parametro importante para o processo de deposi¢do de filmes, e
deve ser monitorizada. A preparagdo de materiais com a mesma composi¢do mas
com diferentes configuragdes (sélidos, filmes, fibras, etc.) € possibilitada para
diferentes condi¢des da viscosidade. A figura 13 mostra a evolu¢dao temporal da
viscosidade e da constante elastica de corte no periodo pds-gelificagao, destacando a

transi¢ao sol-gel (ponto de gelificagdo).

A E Mbédulo de corte G

Viscosidade n  |; +

N
|
. R T
-

Ponto de gelificagdo

/

tg Tempo de reacgéo

Log (n,G)

Figura 13: Evolucao da viscosidade na fase sol e da constante elastica de corte na fase gel (Pierre

1998)
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4 - Secagem

Apos suceder a gelificagdo, a fase liquida ¢ removida do interior dos poros

por evaporagdo, etapa denominada de secagem, ocorrendo simultaneamente um

aumento da interligacdo entre as cadeias por meio das rea¢des de condensagdo que,

progressivamente, vao fortalecendo ainda mais a rede. Essa secagem pode ser

acelerada através de temperatura controlada, no interior de muflas. Durante

a

secagem, quando os poros sdo pequenos, ocorrem grandes tensdes capilares na

estrutura (Hench & West 1990; Moreira 2005). O aquecimento durante a secagem

também remove os subprodutos dos precursores, tais como restos de solvente ou

outros componentes como os nitratos, precursores, por exemplo, de calcio ou sddio.

Este processo a baixa temperatura também permite fabricar scaffolds porosos, com a

vantagem adicional de incorporagdo de polimeros e moléculas organicas com
objetivo de se obter materiais hibridos, menos frageis (Jones 2013).

A figura 14 apresenta um fluxograma do processo sol-gel de catélise acida.

Fase 1 - Mistura do precursor alcéxido + catalisador &
Hidrolise e condensacio para produzir sol (nanoparticulas primirias em soluciao) O

Fase 2 Transferéncia para um molde 'l j'

Fase 3 - Gelificacio - Formacio de rede
Aglomeracio e ligacio de nanoparticulas até formar um gel

5

3 : | ro—
Fase 4 - Envelhecimento - Reforco e encolhimento H

Lt
T

o P ([::):)D O

0

Fase 5 - Secagem - Remocio por condensacio de subprodutos
deixando nanoporos intersticiais |—I

Fase 6 - Estabilizacio - Remocio de nitratos/silandis
do interior de poros

Figura 14: Fluxograma do processo sol-gel de catalise acida, da sintese de um biovidro com

esquemas da evolucdo do gel e a sua nanoporosidade (adaptado de Jones 2013).
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5 - Influéncia de alguns parametros quimicos na cinética das reacgoes
Véarios parametros de natureza quimica influenciam as velocidades de

hidrdlise e policondensagao envolvendo as diversas espécies moleculares existentes
na solucdo. Quando estas estruturas atingem dimensdes macroscopicas, podem gerar
um gel com caracteristicas proprias, ou entdo solugdes coloidais ou precipitados.
Estas refletem processos diferentes de crescimento das particulas. O estudo e,
consequentemente, o conhecimento dos efeitos destes parametros ¢ essencial para
produzir o material final com as propriedades desejadas (Milea et al., 2011; Moreira
2005).

As diferentes reatividades dos precursores, relacionadas com a natureza do
elemento M e do radical R, originam taxas de hidrolise variadas, portanto, ¢
necessario ter em conta este facto quando os precursores sao misturados em solugao.

Os alcoxidos de silicio ndo sdo muito reativos e, portanto, levam algum
tempo (podendo alcangar varias semanas ou meses) a gelificar quando é adicionada
agua com pH neutro. No entanto, a hidrélise pode ser acelerada, usando catalisadores
para este efeito. Além disso, a reatividade do precursor ¢ ainda dependente do grupo
alcoxido envolvido. Assim, quanto maior for o radical alcoxido, mais forte se torna a
ligagdo Si—OR, mais dificil se torna a substituicao do radical alcéxido OR pelo grupo
hidréxido OH, e por isso o alcoxido torna-se menos reativo (Moreira 2005; Pierre
1998).

A razdo molar H,O/alcoxidos € um dos parametros mais importantes da
quimica do processo sol-gel, na medida em que define a quantidade de éagua
necessaria para a hidrolise e condensagdo dos precursores. Ainda mais importante ¢ o
efeito do pH da solugdo, estabelecido através da introdugdo de um catalisador (acido
ou basico), com efeito no crescimento das particulas, o que se refletird nas
propriedades dos géis. E geralmente aceite que, para solugdes catalisadas por acidos,
obtém-se uma estrutura constituida por cadeias poliméricas lineares, e que para
solucdes catalisadas por bases obtém-se aglomerados de particulas coloidais densas
(Milea et al., 2011).

Para além destes parametros, ha a considerar o efeito do solvente, o tempo de
envelhecimento e a temperatura, sabendo-se que a reagdo de hidrolise se intensifica
com o aumento da temperatura assim como a evaporacao do solvente, fazendo com
que as particulas se aproximem mais rapidamente, favorecendo as reagdes de

condensagdo. A viscosidade da solucdo aumenta até se atingir o estado de gel.
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Finalmente, h4 um conjunto de fatores relacionados com as condi¢des experimentais,
tais como a ordem de adi¢ao de todos os reagentes, a agitacao da solugdo e os fatores
ambientais no local: temperatura e pressdo atmosférica (Moreira 2005; Pope &

Mackenzie 1986).

6 - Propriedades fisicas
As etapas de gelificagdo e de secagem influenciam a estrutura final do gel

(Brinker & Scherer 1990; Hench & West 1990). Apds estas etapas, o gel seco passa
por uma série de processos distintos dependendo das caracteristicas e aplicagdes do
material final pretendido. No esquema da Figura 15 tem-se varios possiveis produtos
finais, de acordo com os tratamentos introduzidos apds ou durante o processo de
reacao.

E importante referir que, as propriedades fisicas finais (isto é, area superficial
especifica, tamanho médio dos poros e sua distribuicdo) de um gel seco, dependem
fortemente dos pardmetros utilizados no processo de sol-gel. A razdo molar
agua/alcoxido, a natureza e a concentragdo do catalisador e o tipo do precursor
alcoxido sdao parametros especificos que afetam fortemente as velocidades relativas
das reagoes de hidrolise e condensagao, as quais, por sua vez, ditam as propriedades
do material final. Em geral, um pH &4cido e um baixo teor de 4gua produzem
materiais mais densos com tamanho médio de poros pequenos, enquanto valores de
pH alcalino e elevados teores de dgua produzem materiais mais porosos (Alfaya &

Kubota 2002; Brinker & Scherer 1990).
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Figura 15: Esquema das diferentes etapas da producao de derivados de sol-gel (Pereira 2004)
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Apos a gelificagdo e durante as fases de “envelhecimento” e secagem ocorre
uma reducao do volume do gel, devido a expulsdo de agua e/ou solvente que estavam
retidos nos poros. Estabelecem-se consequentemente gradientes de pressdo entre o
interior dos poros e a restante matriz que podem provocar o aparecimento de fissuras
e a fratura do gel. Contudo, ¢ possivel evitar ou prevenir a fissuragdo adotando
procedimentos complementares, como por exemplo, a utilizacdo de temperaturas e
pressdes superiores aos valores criticos de evaporacao dos solventes; usar a secagem
“gelada” que corresponde a congelar o liquido nos poros e a proceder de seguida a
sublimacao do restante solido, sob vacuo; e a utiliza¢do de surfactantes que reduzam
a tensdo de secagem (Ibrahem & Ibrahem 2013). A adi¢do de surfactantes reduz a
ocorréncia de fraturas, diminuindo as energias de interface e, portanto, reduzindo as
pressdes capilares. No entanto, a inclusdo destes compostos quimicos tem a
desvantagem de introduzirem moléculas de dimensdes consideraveis na estrutura do
gel, ndo removiveis, e que podem influenciar as propriedades pretendidas. (Anderson
& Binions 2014; Pereira 2004).

A densificagdo corresponde a ultima etapa na obtengdo de um vidro sol-gel.
Portanto, apos uma sinterizacdo (eliminagdo de porosidade) a uma temperatura
apropriada, normalmente superior a 500°C, os grupos organicos (solventes) e
moléculas de agua (grupos OH") sdo eliminados, havendo a formagao de uma rede 3-

D de 6xido M-O-M, que cria a estrutura final do vidro.
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Capitulo IV - Materiais e Métodos

Neste capitulo sdo explicadas, com algum detalhe, as técnicas e protocolos
experimentais utilizados no trabalho realizado.

A figura 16 ilustra, resumidamente, as etapas utilizadas ao longo deste estudo.

( A\
4 A

Preparagido das solugées
sol-gel (nos sistemas
ternario e quaternario)

\
. J
( A
4 )
Bioatividade (SBF)
.
. J
( A\
. _ )
Caraterizagao
XRD
FTIR
\ SEM
\ J

Figura 16: Etapas realizadas ao longo do estudo

1 - Preparacao dos biovidros do sistema ternario S10,-CaO-P,05 e quaternario
SIOz-CaO-Nazo-ons
Pos bioativos vitreos do sistema ternario, SIO,-CaO-P,0s, ¢ do sistema

quaterndrio, SIO,-Ca0O-Na,0-P,0s, foram sintetizados utilizando o processo sol-gel.

Na tabela 7 constam todos os reagentes utilizados neste processo.
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Tabela 7: Reagentes utilizados para a sintese dos po6s bioativos vitreos do sistema SIO,-CaO-P,0s5 e

SI0,-Ca0-Na,0-P,0s e a sua fungdo no processo sol-gel.

Formula
Reagente Origem Pureza Funcio
quimica
Nitrato de ) .
) Ca(NO;),.4H,0 | Sigma-Aldrich 99% Precursor
calcio
Ortosilicato de
tetraetilo CsH»004S1 Aldrich 98% Precursor
(TEOS)
Fosfato
Triethyl CgH;504P Aldrich 99.8% Precursor
(TEP)
Nitrato de ) .
_ NaNO; Sigma-Aldrich 99.5% Precursor
sodio
Etanol Flisher Dilui¢ao dos
CH;CH,OH ' 100%
absoluto Chemical precursores
Acido Riedel _
. HCI1 (0.1M) 37% Catalisador
cloridrico de Haén
Agua Hidrolise dos
o H,0 - -
desionizada precursores
Aguas Hidrolise dos
o Cruz et al., 2010
minerais precursores

A composi¢ao nominal das diversas amostras, estabelecida para a realizacao

da sintese dos vidros dos sistemas SIO,-CaO-P,Os5 e SI0,-CaO-Na,O-P,Os é

mostrada na tabela 8.

Tabela 8: Composi¢do nominal estabelecida para a sintese dos vidros pertencentes ao sistema SIO,-

CaO-P205 (5] SIOz-CaO-Nazo-P205

SiO; CaO P,0s Na,O
4585 46.1% 26.9% 2.6% 24.4%
58S 58% 33% 9% -
778 77% 14% 9% -

% - valor expresso em mol
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2 - Processo Sol-gel (sintese com agua destilada e desionizada)

A preparacao dos biovidros pela técnica sol-gel foi otimizada de modo a

proporcionar a obtencao de vidros sem heterogeneidades quimicas de composicao.

2.1 - Sistema quaternario SIO,-Ca0-Na;0-P,05

Os biovidros do sistema quaternario 45S5, foram sintetizados por sol-gel,

usando 4gua destilada e desionizada, e um catalisador 4cido, de acordo com o

descrito a seguir:

1.

Na hote, foi colocado um gobelé sobre um agitador magnético, a temperatura
ambiente;

TEOS, o precursor da silica, foi adicionado ao gobelé, seguido de agua
destilada e desionizada, e de etanol;

Quando a mistura ficou homogénea, juntou-se o catalisador HCI;

Apds 60 minutos com agitacdo de 8rpm, o tempo necessario para que se
iniciassem as reacoes, foi adicionado lentamente TEP, o percursor do fésforo.
A mistura ficou em agita¢ao durante mais 30 minutos;

O precursor do sédio, NaNOs, (diluido em agua) foi depois adicionado, gota-
a-gota, a solucdo anterior, ficando a mesma a homogeneizar, sob agitacao,
por mais 60 minutos.

Finalmente, o precursor de célcio, Ca(NOs),.4H,O foi adicionado, gota-a-
gota, a solucdo, ficando a mesma mais 60 minutos em agitacdo para garantir a
homogeneidade quimica da mistura final;

Nota: O nitrato de calcio tetrahidratado foi diluido em etanol, antes de juntar
a solugao.

A solug@o final foi transferida para uma caixa de petri e deixada a gelificar a
temperatura ambiente;

Apos gelificagdo, a amostra foi transferida para uma estufa de secagem, a
temperatura de 35°C, onde permaneceu cerca de 4 a 5 dias, até¢ a completa

gelificacdo (envelhecimento).

2.2 - Sistema ternario

A sintese dos biovidros do sistema ternario 58S e 77S decorreu de forma

andloga aos do sistema quaternario 45S5 exceto no passo 5, o qual foi obviamente

suprimido.
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3- Processo Sol-gel (sintese com aguas altamente ionizadas - aguas hidrotermais)
Foram preparadas amostras dos sistemas terndrios, 58S e 77S, e quaternario

4585, utilizando-se aguas provenientes de fontes hidrotermais das Furnas (S. Miguel-
Acores). O vale das Furnas ¢ conhecido pelas suas caldeiras em ebulicdo, um
testemunho a céu aberto da génese vulcanica do local. E 14 que se encontra também a
maior diversidade/m” de 4guas minerais e termais do arquipélago, havendo multiplas
nascentes de caracteristicas fisico-quimicas distintas: dguas alcalinas-hipertermais;
aguas acidulas hipertermais; aguas acidulas frias fluoretadas e ndo fluoretadas; dguas
neutras frias, dguas acidas hipertermais, sulfurosas e férreas, com especificidades
distintas ao nivel do pH, temperatura, condutividade -eletrolitica e elevada
concentracdo de 1des, como por exemplo, HCO;, Ca2+, Mg2+, Cl e SO42', entre
muitos outros (Cruz et al., 2010). A tabela 9 exibe a designacdo e a composicao das
aguas minerais utilizadas para este estudo.

Neste processo, ndo foi adicionado o catalisador a solucdo, uma vez que as
aguas escolhidas ja apresentavam carater acido (valores baixos de pH), pretendendo-
se observar a sua eficicia como precursores na formacgao de vidros sol-gel.

A otimizacao dos procedimentos de homogeneizacao foi realizada através de

pequenos ajustes de agua e de solvente.

Tabela 9: Composic¢do quimica das aguas minerais das Furnas (Cruz et al., 2010)

Agua Agua Azeda
Caldeirao Azeda de Rebentio

Miguel Agua de
Henriques Prata

Temp. 21.1 34.4 75.1 15.9 15.6

(\9)

pH 5.27 5.33 6.16 5.09 4.95

CO; 545.2 364.2 81.0 617.4 469.0
(mg/L)

SiO; 105.70 114.90 165.40 109.10 103.60
(mg/L)

Na 56.00 45.00 85.00 33.00 34.00
(mg/L)
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K 25.00 20.00 14.00 20.00 18.00
(mg/L)
Ca 9.60 11.00 8.90 8.20 11.00
(mg/L)
Mg 2.56 3.06 3.18 3.72 3.29
(mg/L)
SO 46.00 41.00 7.50 18.00 33.00
(mg/L)
Cl 22.70 19.90 36.90 20.90 19.50
(mg/L)
HCO; 120.80 159.20 256.80 92.10 74.40
(mg/L)
Al 567 593 129 705 739
(mg/L)
As 1.86 0.91 52.8 0.8 1.45
(mg/L)
B 23 22 1110 22 18
(mg/L)
Br 77 71 111 65 61
(mg/L)
Cd 0.03 0.02 0.01 0.08 0.03
(mg/L)
Cr <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5
(mg/L)
Cu <0.2 0.2 1.8 1.1 0.8
(mg/L)
Fe 4210 2200 1090 4350 4160
(mg/L)
Hg <0.2
(mg/L) <0.2 <0.2 <0.2 <0.2
Li 14 12 40 5 6
(mg/L)
Mn 720 867 790 565 511
(mg/L)
Ni 5.1 7.3 0.9 1.3 2.2
(mg/L)
Pb 0.12 0.19 1.05 0.83 0.2
(mg/L)
Sr 252 253 23.9 23.9 21.9
(mg/L)
Zn 20.1 10 11 26.9 22.9
(mg/L)

A tabela 10 resume os procedimentos de preparagdo, quantidades de reagentes e a

designagdo das amostras para este estudo.
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Tabela 10: Quantidade de reagentes utilizados na preparacao das diferentes amostras pela técnica sol-

gel.
CsH204Si | H;Oqy | EfOH;) | HCL | C¢HisO4P | NaNO; | H,Og) | Ca(NOs),.4H,O | ErOH,
Amostra
(ml) (ml) (ml) (ml) (ml) (€9) (ml) (€] (ml)
H,O0 4585 10 4 12 0.21 0.86 2 9 6.23 9.5
Miguel H. x
10 4 12 - 0.86 2 9 6.23 9.5
4585
Prata N
10 4 12 - 0.86 2 9 6.23 9.5
4585
Caldeirao *
10 4 12 - 0.86 2 9 6.23 9.5
4585
Azeda 4585 10 4 12 - 0.86 2 9 6.23 9.5
A.Rebentao ¥
10 4 12 - 0.86 2 9 6.23 9.5
4585
H,0 58S 10 4 12 0.21 2.36 - - 6 9
Azeda 58S 10 4 12 - 2.36 - - 6 9
A.Rebentao
10 4 12 - 2.36 - - 6 9
58S
H,0 77S 10 4 12 0.21 1.80 - - 1.93 3
Azeda 77S 10 4 12 - 1.80 - - 1.93 3

"~ Adigdo de mais 16ml etanol, para a solug@o se manter transparente.

- Quantidade de 4gua adicionada no inicio do processo sol-gel, consoante a amostra.

- Quantidade de etanol adicionada no inicio do processo sol-gel.

- Quantidade de dgua desionizada utilizada para dissolver o nitrato de sodio.

- Quantidade de etanol utilizada para dissolver o nitrato de célcio.

56




4- Tratamento térmico
As amostras envelhecidas foram seguidamente submetidas a um tratamento

térmico a 60°C por forma a obter-se um gel seco. No final, os géis apresentavam-se
translicidos ou opacos, de cor branco. Os géis secos foram ainda calcinados a 550°C
e a 700°C num forno tipo mufla Thermolyne 48000, com taxa de aquecimento de 1
°C/min., seguido de arrefecimento lento no interior do forno. A tabela 11 apresenta
os tempos utilizados para os tratamentos térmicos.

Apds a realizagdo dos diferentes tratamentos térmicos foram tomadas
amostras para analises de caracterizag¢do, a cada uma das temperaturas de calcinagdo.

Quando finalizadas, todas as amostras foram conservadas num exsicador de

silica-gel.

Tabela 11: Tratamento térmico efetuado no estudo

Tratamento térmico

60°C 550°C 700°C

Amostra

H,0 45S5
Azeda 4585 3dias 2horas 2horas

Azeda Rebentio 45S5
Miguel Henriques 45S5
Caldeirao 45S5 -
Prata 4585

H,O0 58S
Azeda 58S
Azeda Rebentio 58S 3dias 2horas 2horas

H,0 77S
Azeda 77S

A figura 17 mostra um fluxograma que descreve os procedimentos
estabelecidos para a preparacdo das amostras por sol-gel e posteriores tratamentos

térmicos.
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TEOS + H20 + Etanol
HC1(0.1IM)

TEP m agitagio - j gelificacdo | | envelhecimento z

. = Sol I_I- gel ——— | gel envelhecido
NaNOa mistura de reacio - Temperatura 35°C / 4.5 dias

{diluido em sagua} amhbiente

Ca(NO3)» .4H:0
A {diluido em stanol)

60°C

Tratamento térmico

"
Caracterizacio — 550°C/T00°C = | particulas de gel| <:|

TEOS + H:0 + Etanol TEOS + H2Omineral TEOS
+ Etanol + H2Omineral
HCI (0.1M) + Etanol
TEP
TEP TEP
NaNO3 diluido em sgua)
Ca(NO3)2.4H:0 + Etanol Ca(NO3)1.4H20
L 4 (diluido em etanol) L & L (diluido em etanol)
B Ca(NO3)2.4H20 C D
(diluido em etanol)

Figura 17: Resumo do fluxograma dos passos utilizados para obten¢ao dos géis e a sua subsequente
conversdo em poOs vitreos, apos tratamento térmico. A-Esquema geral (sistema quaternario), B-
Reagentes utilizados para preparacdo do sistema ternario, C-Modo de preparacdo do sistema

quaternario com aguas minerais, D-Modo de preparacdo do sistema ternario com aguas minerais.

5 - Teste da bioatividade in vitro
Sendo uma das finalidades deste trabalho a obtencdo de biovidros ¢

imprescindivel a realizacdo de um ensaio especifico para a avaliagdo do nivel de
bioatividade do biovidro. Assim, a bioatividade das diferentes amostras obtidas, foi
avaliada in vitro através da técnica da solucao acelular que simula o meio fisiologico,
conhecida como SBF, para testar a capacidade de formacao da camada de HCA na
superficie dos biovidros obtidos com &4guas altamente ionizadas. A solugdo SBF
usada neste estudo foi preparada com a mesma concentracdo idnica mostrada na
tabela 6 (c-SBF) e com pH igual a 7.4, tal como descrito por Kokubo & Takadama

2006. Na tabela 12 constam todos os reagentes utilizados para esta finalidade.
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Tabela 12: Reagentes utilizados na preparacdo da solugdo SBF

Ordem Reagente Quantidade Pureza (%) Peso molecular
1 NaCl 8.035¢g 99.5 58.4430
2 NaHCO; 0.355¢g 995 84.0068
3 KCl 0.225¢g 995 74.5515
4 K,HPO, 0.1763g 99.0 174.18
5 MgCl,.6H,0 0311g 98.0 203.3034
6 1.0y-HCl 39ml - -

7 CaCl, 0.3868¢g 98.0 147.02
8 Na,SO, 0.072¢g 99.0 142.0428
9 Tris 6.118¢g 99.0 121.1356
10 1.0y-HCl 0-5ml - -

A preparacao da solugdo SBF para os testes de bioatividade ¢ um processo
delicado e a sua metodologia deve seguir uma sequéncia inflexivel, caso contrario
pode levar a precipitacao de sais na solugao, resultando na sua inutilizagao.

A solugao SBF foi preparada (1litro) tomando sempre a atengdo que a solugao
se mantivesse incolor e transparente e que ndo houvesse depositos na superficie do
recipiente. Dessa forma, colocou-se 700ml de agua destilada e desionizada num
balao volumétrico de um litro coberto com um vidro de relogio, mantido em
constante agitacdo com um agitador magnético ¢ em banho-maria até atingir uma
temperatura de 36.5+1.5°C. A essa temperatura foram adicionados os reagentes de 1
a 8, um a um na mesma ordem em que aparecem na tabela 12, tendo o cuidado de s6
adicionar o reagente seguinte quando o anterior j& estivesse completamente
dissolvido. A temperatura da solugcdo foi mantida sob constante monitorizacao
durante todo o tempo de preparagdo da solugdo, tendo sido, portanto, necessario a
fixagdo de um termometro ao banho-maria (figura 18).

ApoOs os reagentes estarem todos dissolvidos, perfez-se a solugdo com agua
destilada até um total de 900ml, mantendo o valor de pH a 2.0+1.00.

Posteriormente, mantendo-se a mesma temperatura, dissolveu-se pouco a
pouco o reagente Tris na solu¢do verificando-se com isso um aumento gradual do
pH. A quantidade total de Tris adicionada atingiu o valor méximo quando o pH
atingiu um valor de 7.45+0.01. Com a ajuda de uma seringa colocou-se 1M-HCI até

atingir um pH de 7.42+0.01, tendo o cuidado para que ndo descesse abaixo de 7.40.
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Dissolveu-se o restante Tris intercalando alternadamente com uma solucdo de 1M-
HCI, mantendo o valor de pH no intervalo de 7.42-7.45.

Apb6s a adicdo de todos os reagentes e a estabilizagdo da solucdo, a
temperatura foi ajustada para 36.5°C e o valor de pH para 7.40 através da adigdo de
IM-HCI. De seguida, a solugdo foi transferida para um frasco de plastico, deixou-se
descer a temperatura para 20°C e ajustou-se o volume total com agua destilada e
desionizada até aos 1000ml. O frasco com a solugdo finalizada, bem selado com
parafilm, foi mantido num refrigerador entre 5-10°C até a sua utilizagdo, ndo

ultrapassando os 30 dias.

Figura 18: Modo de preparagdo da solugdo SBF

Para a realizacdo do teste de bioatividade in vitro, 100mg de amostra foram
imersas em SBF em tubos de Falcon em banho-maria equipado com termdmetro
analogico (Nahita) a temperatura do corpo controlada (36,5°C) durante varios
periodos de tempo até aos 14 dias (3, 48, 120, 216 e 336 horas). As amostras foram
testadas na forma de pd, tendo sido selecionados os vidros sol-gel designados por
Azeda45S5, A.Rebentao45S5, H,045S5 (padrdao), Azeda58S, A.Rebentao5S8S,
H,058S (padrao), Azeda77S e H,O77S (padrdo).

O volume de SBF utilizado em testes de bioatividade esta relacionado com a
area da superficie da amostra. De acordo com os procedimentos descritos por
Kokubo & Takadama 2006, para um material denso, o volume apropriado da solucao

deve obedecer a seguinte relagao:
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Vy=S,/10

onde V; representa o volume de SBF (mL) e S, representa o total da drea geométrica
da amostra (mm?). Para materiais porosos, ou na forma de p6 (caso deste estudo), os
autores sugerem a utilizagcao de um volume maior do que o calculado pela Equacao.
Assim, no presente trabalho foi utilizado o procedimento seguinte: massa de amostra
(m) dividida pelo volume de SBF (V) é igual a 0,01 gml”, porque m era constante
em todas as amostras.

O pH das solugdes a 36.5°C foi monitorizado ao longo do tempo do ensaio.
Apobs os testes de bioatividade, as amostras foram retiradas dos frascos, deixadas

escorrer e conservadas num exsicador de silica-gel para andlises posteriores.

6 - Caracterizacio fisica e morfolégica dos biovidros

Os estudos in vitro tém sido usados como uma importante ferramenta na
avaliagdo precoce do comportamento e das propriedades dos implantes de biovidro in
VIvo.

Tendo em conta que nas amostras em causa interessa analisar ndo sé o
biovidro, em volume (com um todo), mas também os recobrimentos ou filmes que se
formam a sua superficie, o processo de caracterizagdo pode tornar-se extenso e
complexo. Contudo, no caso particular da investigacao em biovidros, o procedimento
de caracterizagdao engloba normalmente a avaliacdo dos seguintes aspetos:

e Composicao quimica;

e Tamanho, forma e distribui¢ao de fases e estruturas (cristalino, amorfo, etc);
e Microestrutura;

e Superficies, interfaces e recobrimentos.

Neste estudo, as técnicas utilizadas para caracterizar as reacoes de superficie
de amostras bioativas imersas em fluidos corporais simulados em fun¢do do tempo
foram a difra¢do de raios-X (XRD-X-ray diffraction), a microscopia eletronica de
varrimento (SEM-scanning electron microscopy) € a espectroscopia vibracional,
nomeadamente a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

(FTIR-Fourier Transform Infrared) (Hench & Wilson 1993).
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A caracterizagdo microestrutural passa pela determinacdo da estrutura
cristalina, composicao quimica, quantidade, tamanho, forma e distribui¢ao das fases.
A determinacdo da estrutura cristalina normalmente envolve a utilizagdo de técnicas
de difragdo, tais como difracdo de raios X (XRD). Para determinacdo da composi¢ao
quimica das fases sdo utilizadas as analises de raios X dispersao de energia (EDS). A
quantidade, tamanho, morfologia e distribuicdo das fases e defeitos cristalinos sao
caracteristicas estudadas com auxilio da microscopia eletronica de varrimento
(SEM), sendo possivel a aquisi¢do de fotografias de alta resolu¢do espacial
(Notingher et al., 2003).

A espectroscopia vibracional ¢ uma das técnicas mais comuns utilizadas para
estudar a composicao e propriedades quimicas da superficie de amostras solidas. Os
espectros de infravermelho sdo gerados como resultado simultdneo da multiplicidade
de diferentes modos de vibracao, rotacao e flexdo de d&tomos ou grupos de atomos da
estrutura ao interagir com a radiagdo As principais vantagens da técnica de FTIR sao:
resultados rapidos e quantitativos, nao sendo necessario grandes quantidades de
amostra.

Neste estudo, a difracdo de raios-X (XRD) foi utilizada na identificacdo das
fases cristalizadas (antes e apds os testes de bioatividade in vitro). As camadas de
apatite depositadas sobre as amostras de vidro, bem como as suas caracteristicas
morfologicas, foram observadas através de microscopia eletrénica de varrimento
(SEM) acoplada a espectroscopia de raios X por dispersdo em energia (EDS). A
evolucdo estrutural dos biovidros foi analisada por espectroscopia na regido do

infravermelho (FTIR).

6.1 - Difracao de Raio-X (XRD)

Os raios-X, descobertos em 1895 por W. Rontgen, sdo radiagdes
eletromagnéticas com comprimentos de onda da ordem de tamanho dos diametros
atomicos (0,1-10 A). Esta radiacio é gerada a partir de um feixe de eletrdes
acelerados, com uma diferenca de potencial da ordem de 35KV, entre um catodo e
um alvo metalico (geralmente de cobre) que funciona como anodo, € em que todo o
processo ¢ realizado em vacuo. A difracdo de raios-X ¢ uma técnica experimental,
ndo destrutiva, essencial na caracterizagdo cristalografica de materiais. Um
difratograma de difragdo de raios-X tipico consiste numa sequéncia de picos

caracterizados pelas suas posi¢oes, intensidades, larguras, etc. (Guinebretiére 2007).
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Um material cristalino ¢ constituido por diferentes graos. Cada grao ¢ um
monocristal, que num modelo simples pode ser considerado como sendo dividido em
pequenos dominios coerentes de difracdo, em que cada um destes dominios ¢
constituido por um empilhamento regular de atomos. Este arranjo de atomos pode ser
descrito por um conjunto de planos de atomos, denominados planos cristalinos e
caracterizados por uma distancia d. Quando se irradia um material cristalino com
radiacdo X podem produzir-se picos de radiagdo com diversas intensidades. Isto
ocorre devido a interagcdo dos raios-X e o arranjo periddico do material que provoca
um feixe difratado apenas para alguns valores do angulo entre o feixe incidente e a
normal ao material. Este fendmeno designa-se por difragao. A condi¢do necessaria
para existir difragdo foi definida por Bragg e pode ser traduzida pela seguinte
equagao:

n\ = 2dsent

Nesta equagdo n indica a ordem da difragdo (tomando valores inteiros
maiores que 0), d representa a distancia entre os planos dos atomos na rede cristalina,
A e 0 correspondem respetivamente ao comprimento de onda e ao angulo de
incidéncia da radiagdo utilizada.

Materiais amorfos irdo refletir o feixe de raios X em todas as direcoes
evitando a possibilidade de interferéncia entre eles (Pereira 2004). O difratograma de
um material amorfo apresenta duas ou trés bandas largas, indicando que a estrutura
tem ordem de curto alcance, mas ndo de longo alcance.

Existem fatores que promovem o alargamento dos picos de difragdo,
nomeadamente o tamanho de grao e a cristalinidade. Quanto menor ¢ o tamanho do

grao maior ¢ o alargamento do pico de difracao.

A difracdo de raios X ¢ o principal método usado para identificar fases de
materiais cristalinos e, em alguns casos, fazer a identificacdo qualitativa dos
constituintes. Este método pode ser aplicado em materiais na forma de pd ou em
materiais densificados.

A difragdo de raios X (PW 1830 generator Philips) realizada no Instituto
Superior Técnico de Lisboa, utilizando uma radiacao Cu-Ka (Ko= 1,54056 A°), foi
utilizada para analisar a presenga de fases cristalinas nas amostras em po, antes e

depois da imersao em SBF.
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O difractometro foi operado a 40 kV e 30mA numa faixa de varrimento
angular 20 de 10-80° com passo de 0.02° e tempo de 1.25s, usando um anodo de

cobre (Cu w2200 kv60) como alvo.

6.2 - Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

A técnica FTIR tem sido intensamente utilizada no estudo da reacdao de
superficies de materiais bioativos apds a sua imersao em solugdes SBF. A FTIR pode
rapidamente ser utilizada para identificar a formagao de HCA.

A espectroscopia de infravermelhos ¢ uma técnica ndo destrutiva de andlise
quimica que mede a intensidade da radiacdo infravermelha (IV) para os diversos
comprimentos de onda. Quando a radiacdo IV interage com o material, as ligagdes
quimicas entre os atomos distendem-se, e contraem-se e fletem-se relativamente
umas as outras. Assim, determinados grupos funcionais presentes no vidro tendem a
absorver a radiacao de infravermelhos num dado comprimento de onda. Como o
comprimento de onda para o qual os grupos funcionais absorvem a radiagdo IV esta
bem definido, é possivel identificar os grupos funcionais presentes no vidro, por
comparacao das bandas de absor¢ao padrao com as dos picos do espectro obtido. Por
exemplo, a camada de HCA ¢ caracterizada pelas bandas de vibra¢ao em flexao P-O
a 560 ¢ 604 cm™ e a bandas assimétricas de vibracdo em distensdo P-O entre 1000 e
1150 cm™ (Ohtsuki et al., 1991). Os picos correspondentes as vibragdes em flexdo
sdo as mais utilizadas para diferenciar a HCA e o material bioativo, uma vez que a
banda em distensdo P-O ¢ sobreposta a banda em distensao Si-O correspondente aos
biovidros, enquanto a banda de absorcao de flexdo correspondente a Si-O esta entre
400 ¢ 500 cm™, a frequéncias mais baixas que a correspondente a flexdo P-O na

HCA (Notingher et al., 2003; Pereira et al., 1994).

A espectroscopia na regido do infravermelho ¢ uma ferramenta analitica
importante para a caracterizagdo de estruturas vitreas. Permite a determinagdo da
unidade estrutural presente no vidro, através de seus grupos funcionais.

As andlises de FTIR foram realizadas com pastilhas de brometo de potassio
(KBr > 99%, FT-IR grade, de Sigma-Aldrich). Amostras de biovidros obtidas foram

moidas finamente, usando um almofariz e um pildo de 4gata e misturadas com
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brometo de potassio, e, em seguida, prensadas num disco (2 mg de amostra / 200 mg
de KBr) formando pastilhas.

Os espectros de transmissdo foram obtidos no Instituto Superior Técnico de
Lisboa através do espectrometro Thermo NICOLET 5700. Como branco foi usada
uma pastilha de KBr e a aquisicao dos espectros de transmissao foi feita através de
um separador de feixe de KBr.

Cada espectro foi obtido com uma média de 128 scans, percorrendo a regido

de 4000-400cm™".

6.3 - Microscopia eletronica de varrimento e microanalise (SEM/EDS)

O principio de funcionamento da SEM consiste no varrimento da superficie
de uma amostra por um feixe de eletrdes altamente focado, orientando o brilho em
cada ponto da imagem, obtida num monitor de visualizagdo, pelo sinal emitido pela
amostra. Este sinal pode ser proveniente da emissao de eletrdes secundarios, como
resultado da interacdo entre os eletroes incidentes ¢ as orbitais dos atomos
constituintes da amostra, ou de eletroes retrodifundidos. Obtém-se, deste modo, uma
correspondéncia entre a imagem e a regido observada da amostra. A microscopia
eletronica de varrimento ¢ um dos instrumentos mais versateis disponiveis para a
caracterizacdo e analise da morfologia, microestrutura e composigdes quimicas de
uma vasta gama de materiais (Zhou & Wang 2006). Desde o seu aparecimento (final
de 1930/inicio de 1940) que o SEM ¢ uma técnica muito apreciada por muitos
cientistas e técnicos, pois tem a capacidade de obter informacao tridimensional de
superficies, numa gama consideravel de escalas de comprimento (Stokes 2003).

Os sinais que derivam de interacdes eletrdo-amostra revelam informacdes
sobre a amostra, incluindo a morfologia externa (textura), a composi¢do quimica, a
estrutura cristalina e a orientacdo dos materiais que compodem a amostra. Na maioria
das aplicagdes, os dados sdo recolhidos ao longo de uma area selecionada da
superficie da amostra, gerando uma imagem 2-D que exibe variagdes espaciais nestas
propriedades. A microscopia eletronica de varrimento permite obter imagens
semelhantes as que se podem obter por microscopia 6tica de reflexdo, mas numa
faixa de ampliagdo muitissimo superior (desde 10x até 18000x), com uma
profundidade de campo de 30um. A esta técnica esta geralmente associada a técnica

de espectroscopia dispersiva de Raios-X (EDS), que permite uma analise semi-
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quantitativa dos elementos quimicos na superficie dos materiais (Zhou & Wang

2006).

O estudo da microestrutura ¢ importante para se averiguar a morfologia da
superficie, nomeadamente as varias fases presentes numa amostra, o tamanho ¢ a
distribuicao espacial da porosidade e o grau de uniformidade estrutural.

A microscopia eletronica de varrimento (SEM) e a espectroscopia de raios X
por dispersdo em energia (EDS), usadas para compreender as alteragdes quimicas e
as transformacdes de composi¢cdo durante a imersdao em SBF, foram realizadas no
Instituto Superior Técnico de Lisboa.

A caracterizagdo morfoldgica das amostras em relagdo as modificagcdes de
superficie que ocorreram durante os testes de bioatividade in vitro foi realizada por
SEM. Um conjunto de amostras foi selecionado e analisado antes e depois da
imersdo em solucdo SBF em diferentes momentos de teste (216 e 336horas). As
amostras foram previamente revestidas com uma camada fina de ouro, tornando a
superficie electro condutora, e, em seguida, analisadas num microscopio modelo
JEOL JSM-7001F, operado com uma tensao de aceleracdo de 15,0 kV, acoplado a
um EDS, o que ajudou a caracterizagdo da superficie através da andlise quimica

qualitativa.
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Capitulo V - Resultados e Discussao

1 - Processo Sol-gel
Os géis dos sistemas terndrio e quaternario revelaram tempos de gelificagao

diferentes (Tabelal3) em funcdo do tipo de dgua utilizada durante a hidrolise. O
tempo de gelificacdo foi considerado como o tempo necessario para a solugdo se
tornar num so6lido, relativamente rigido, incapaz de fluir. O objetivo desta etapa
experimental foi selecionar, do grupo de aguas termais que exibiam baixos pH,
aquelas que através do processo sol-gel originassem amostras de vidro (transparentes
e/ou translucidas), a temperatura ambiente ( ou a 35°C ) e que gelificassem
uniformemente num maximo de cinco dias.

Deste modo, todas as aguas que nao apresentaram capacidade de formacao de
amostras de vidro nestas condi¢des foram descartadas, permanecendo apenas as
amostras produzidas com as aguas Azeda e Azeda do Rebentdo: Azeda45SS5,
AzedaRebentao45S5, Azeda58S, AzedaRebentao58S, Azeda77S e todas aquelas
processadas com agua desionizada, que serviram de padrdo H,045S5, H,O58S e
H,O778S.

Todos os géis com capacidade formadora de vidro foram obtidos
transparentes, incolores e homogéneos opticamente, exceto as amostras 45S5
utilizadas no sistema quaternario, como mostrado na figura 18. O facto dos géis do
sistema quaternario apresentarem-se opacos deve-se a adi¢do do so6dio no processo

sol-gel.
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Tabela 13: Tempo de gelificacao das diferentes amostras

Gelificacao
Amostra

T. ambiente
H,0 4585 3 dias
Azeda 4585 2 dias
Azeda Rebentdo 45S5 5 dias
Miguel Henriques 45S5 6 dias

Caldeirao 45S5 Nao gelifica
Prata 45S5 6 dias
H,0 58S 3 dias
Azeda 58S 2 dias
Azeda Rebentao 58S 3 dias
H,0 77S 3 dias
Azeda 77S 2 dias
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Figura 18: Amostras obtidas na etapa sol-gel apds gelificagdo a temperatura ambiente

2 - Tratamento térmico

A temperatura do tratamento térmico final foi ajustada para 700°C e mantida
durante 2 horas. Os trabalhos realizados por Bretcanu et al., 2009 e Lefebvre et al.,
2007 mostraram que vidros 45S5 tratados a 700°C exibiam perda de massa atribuida
a evaporacdo da agua livre e solventes organicos, até cerca de 100°C, e a perda de
nitratos residuais e de grupos OH” geralmente até temperaturas proximas de 400°C.
Possiveis fendmenos de cristalizacdo em vidros com estas composi¢des ocorrem
geralmente abaixo dos 850°C. Portanto, a temperatura de 700°C, selecionada para
promover a densificagdo do vidro, foi escolhida por se encontrar sensivelmente a

meio do intervalo entre estas duas temperaturas de referéncia.

69



3 - Bioatividade
A bioatividade das amostras foi avaliada considerando a formagdo de uma

camada de hidroxiapatite (HCA) na sua superficie. A taxa de dissolucao das amostras
foi medida imergindo as amostras obtidas (na forma de pos) em solugdo SBF,
durante 216 e 336 horas e, consequentemente, estudada a taxa de formacdo da
camada de hidroxiapatite sobre estes. Analises de XRD, FTIR e SEM-EDS foram
realizadas nas amostras imersas, sem ¢ com tratamento térmico a 700°C. Estas
amostras ainda foram comparadas com amostras preparadas pelo mesmo processo,

mas contendo na etapa de hidrdlise 4gua destilada e desionizada.

3.1 - Variacao do pH da solucio ao longo do tempo

Durante o ensaio de bioatividade in vitro, foram feitas leituras de pH em
fun¢do do tempo para a avaliacdo da dissolu¢do das amostras na presenca de SBF.
Durante este ensaio foi observado o aumento do pH (tabela 15), o que indica o

aumento da saturacdo da solucao.

Tabela 15: Medigdo do pH no ensaio de bioatividade

Ensaio Oh 3h 24h 72h 144h 192h 312h 336h

pH 7.45 8.15 8.25 8.42 8.51 8.73 8.80 8.89

4 - Resultados in vitro - Difracio raio-X

A figura 19 mostra o padrdo de raio-X da hidroxiapatite.

-
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Figura 19: Padrao de raio-X da hidroxiapatite (Leng 2013)
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4.1 - Azedad45S5
Os resultados de XRD das amostras da série Azeda45S5 imersas em SBF

durante 216 e 336 horas sao mostrados na figura 20.

A amostra tratada termicamente a 700°C exibe uma baixa cristalinidade, pela
existéncia no seu difratograma de uma banda larga predominante que ndo apresenta
uma formacao efetiva de picos de difracdo, o que caracteriza os materiais amorfos,
ou seja, materiais que ndo apresentam uma estrutura organizada. Contudo, também
apresenta sinais de cristalizagdo, verificando-se alguns picos de difracdo, que embora
possuam uma baixa intensidade, indicam um ordenamento na sua estrutura cristalina,
mesmo sem o vidro ter sido submetido a tratamentos térmicos posteriores. A
presenca desses picos deve-se a precipitagdo das fases cristalinas de
NayCas(PO4),S104, NayCaSi,04.2H,0, Ca3(PO4),.xH,0 e Ca;0.P,05.H,0, antes da
imersdo em SBF (Oh). Esta natureza pseudo-cristalina ja era esperada devido a
composi¢ao do biovidro 45S5. Este silicato ao conter modificadores de rede, tais
como o s6dio e o célcio permite-lhe acomodar esses ides alcalinos aleatoriamente na
rede de silica, o que aumenta o poder de desvitrificagdo da amostra.

Apoés a imersdo da amostra durante 336 horas em SBF, a andlise de XRD
revelou uma menor intensidade do pico cristalino de Ca;OsSi, também detetado antes
de imersao, diminuindo de intensidade apds a reacdo da superficie do vidro com o
SBEF. Este decréscimo podera estar relacionado com uma eventual tendéncia para o
Ca30s5Si se dissolver na presenca de SBF.

De acordo com os resultados, pode-se observar que apos 216 h de imersao a
camada superficial de hidroxiapatite, Ca;o(PO4)s(OH),, foi obtida com sucesso, uma
vez que se obtém uma sobreposicdo coincidente entre o difratograma padrao (Figura
19) e o difratograma obtido, no que se refere aos principais picos caracteristicos. Por
outro lado, de acordo com a evolugdo dos difratogramas de raios-X mostrados na
Figura 20, ¢ ainda possivel observar a importincia do processo de dissolucdo do
biovidro na obtencdo da estrutura da hidroxiapatite, pois a medida que o tempo de
contato com a solucdo SBF aumenta (336h), ou seja, com o aumento da alcalinidade
do meio, a camada de hidroxiapatite torna-se mais ordenada, o que é observado pelo
aumento na intensidade dos seus principais picos de difracdo. Isto provavelmente
ocorre devido a maior presenca de ides calcio e fosforo em solugao provenientes do

vidro. Por outro lado, a intensidade dos principais picos de difracdo dos restantes
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fosfatos de célcio e silicatos de calcio foi reduzida com o aumento da alcalinidade do
meio.

Assim, apos 336 h em SBF, a estrutura cristalina da camada superficial do
biovidro ¢ maioritariamente constituida por hidroxiapatite e alguns vestigios de
dicalcio hidrogeno trifosfato (Ca,HP30;0). Também se verifica um aumento na
intensidade dos picos de hidroxiapatite relativamente a amostra padrao (H,O45S5)
em condicdes experimentais analogas (figura 21). Contudo, o pico da fase

Ca,HP30 que se forma a partir de 216 horas em SBF e que se intensifica apos 336
® Ca,HP;0,,
®Ca (PO,) (OH),

horas, nao se verifica na amostra padrao.
0

Ca, (PO, ), "xH,0

Ca20~P205~H20

@ Ca3058i
A Na2Ca4(PO4 )25104

[ | ; .
NaZCaSl2O6 2H2O

Azedad5S5 ®

Intensidade

r 216h

-
E -
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Figura 20: Padrao de Raio-X da amostra Azeda45S5 imersa em fluido corporal simulado (SBF) em
fungdo do tempo.
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Figura 21: Padrao de Raio-X da amostra padrao H,0.45S5 imersa em fluido corporal simulado (SBF)

em fungdo do tempo.
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4.2 - A.Rebentao45S5

Os resultados de XRD das amostras da série A.Rebentdo45S5 imersas em
SBF durante 216 e 336 horas sao mostrados na figura 22.

A amostra tratada termicamente a 700°C, exibe picos cristalinos de
Na,Cay(PO4),S104, Na,CaSi,06.2H,0, Ca3(POy4),.xH,O e Cay0.P,05.H,0 antes da
imersdo em SBF (Oh), os quais deixam de ser detetados apds 336 horas devido a
possivel reagdo com o SBF. Com efeito, uma das propriedades mais importantes dos
fosfatos de célcio, a qual pode determinar o seu comportamento in vivo, ¢ a
solubilidade em agua. Geralmente, quanto maior a razao Ca/P, menor serd a
solubilidade. A solubilidade da hidroxiapatite (Ca/P=1.67) é menor que, por
exemplo, a do fosfato de célcio Ca,0.P,05.H,0 (Ca/P=1).

A fase cristalina de Ca3;OsSi é também detetada antes de imersdo,
verificando-se uma diminui¢cdo na intensidade do seu principal pico de difracdo
devido a posterior reacdo com o SBF. Assim, apds 216 horas, a semelhanca da
amostra Azeda45S5, ocorre a formagdo da camada de hidroxiapatite,
Cao(PO4)s(OH),, cujos picos exibidos no difratograma aumentam de intensidade se
o vidro for imerso em SBF durante mais tempo (336h).

Comparando a intensidade dos picos de hidroxiapatite da amostra
A.Rebentao45S5 com a amostra padrao (figura 21), verifica-se que estas sao
semelhantes, embora as caracteristicas deste difratograma indiciem um menor grau
de cristalinidade quando comparados com a amostra Azeda45SS5.

Foi também detetado um pico (Ca,HP3;0,9) de menor intensidade, a
semelhanca na amostra Azeda45S5, a formar-se ligeiramente a partir de 216horas em
SBF que se intensifica a 336horas, o qual ndo se verifica na amostra padrdo.

Nesta amostra, A.Rebentdo45S5, deteta-se um pico cristalino intenso de
CaHPO4.2H,0 quando imerso em SBF que se intensifica ao longo do tempo, o qual

nao se verifica nem na amostra padrao, nem na Azeda45SS5.
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Figura 22: Padrao de Raio-X da amostra padrao A.Rebentdo45S5 imersa em fluido corporal simulado
(SBF) em fung¢éo do tempo.
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4.3 - Azeda58S
Os resultados de XRD das amostras Azeda58S imersas em SBF durante 216 e

336 horas sao mostrados na figura 23.

As amostras tratadas a 700°C mostram picos cristalinos de Ca3(PO4),.xH,0 e
de Ca,0.P,05.H,0 antes da imersdo em SBF (0Oh), deixando de ser detetados apods
336 horas devido a possivel reagdo com o SBF. Um pico cristalino de Cas;OsSi €
também detetado antes de imersdao, aumentando ligeiramente a sua intensidade
quando imerso a 216 horas.

Apds 2l16horas verifica-se a forma¢do da camada de hidroxiapatite,
Cajo(PO4)s(OH),, aumentando ligeiramente de intensidade quando imerso em SBF
durante mais tempo (336h).

A intensidade dos picos de hidroxiapatite na amostra Azeda58S ¢ semelhante
a amostra padrao (figura 24).

Na amostra padrao (figura 24) apds 336 horas imerso em SBF, foi detetado
um pico de Cas(PO4)3(OH) o qual ndo aparece na amostra em estudo, mas aparece na
amostra H,0.45S5 (figura 21).

Pode-se salientar que a cristalinidade do sistema 58S ¢ mais baixa que a do
45S5. Os difratogramas da Figura 23 t€ém como caracteristica principal a presenca de
uma banda larga em torno de 20 35,00° a 20 55,00° de baixa intensidade,

carateristica de materiais de baixa cristalinidade.
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Figura 23: Padrdo de Raio-X da amostra padrao Azeda58S imersa em fluido corporal simulado (SBF)

em fungdo do tempo.
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Figura 24: Padrao de Raio-X da amostra padrao H,0.58S imersa em fluido corporal simulado (SBF)

em fungdo do tempo.
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4.4 - A.Rebentaos8S

Os resultados de XRD das amostras A.Rebentao58S imersas em SBF durante
216 e 336 horas sdo mostrados na figura 25.

As amostras tratadas a 700°C mostram picos cristalinos de Ca3;(PO4),.xH,0 e
de Ca,0.P,05.H,0 antes da imersao em SBF (0h), deixando de ser detetada apos 336
horas devido a reacdo com o SBF. Um pico cristalino de Ca;OsSi ¢ também detetado
antes de imersdo, aumentando a sua intensidade apos 216 e 336 horas em SBF como
acontece na amostra padrao (figura 24).

Ap6s 216horas verifica-se a formagdo da camada de hidroxiapatite,
Cajp(PO4)s(OH),, mantendo a intensidade quando imerso em SBF durante mais
tempo (336h).

A intensidade dos picos de hidroxiapatite na amostra A.Rebentdo58S ¢
semelhante a amostra padrdo e a amostra Azeda58S.

Como verificado na amostra padrdo, nesta amostra (A.Rebentao58S) também
foi detetado um pico de Cas(PO4);(OH), comegando a formar-se a partir das 216

horas em solugdo SBF.
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Figura 25: Padrdo de Raio-X da amostra padrao A.Rebentdo58S imersa em fluido corporal simulado

(SBF) em fung¢ao do tempo.
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4.5 - Azeda77S
Os resultados de XRD das amostras Azeda77S imersas em SBF durante 216

e 336 horas sao mostrados na figura 26.

As amostras Azeda 77S ndo apresentaram picos agudos no padrao de XRD
antes da imersdo, evidenciando, deste modo, a sua estrutura amorfa, o que nao
acontece com a amostra padrdo (figura 27), que apresenta picos cristalinos de
Ca,0.P,05.H,0 e de Caz0O5Si.

Apo6s 216horas de imersao em SBF aparecem picos de hidroxiapatite na
amostra aumentando ligeiramente a intensidade quando imerso em SBF durante mais
tempo (336h).

Os picos de hidroxiapatite na amostra Azeda77S sdao muito mais intensos,
revelando maior cristalinidade, quando comparados com a amostra padrao.

Apo0s 216horas imerso em SBF foi detetado um pico de Ca, HP3049, 0 qual

nao sucede na amostra padrao.
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Figura 26: Padrao de Raio-X da amostra padrao Azeda77S imersa em fluido corporal simulado (SBF)

em fungdo do tempo.
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Figura 27: Padrio de Raio-X da amostra padrao H,0.77S imersa em fluido corporal simulado (SBF)

em funcao do tempo.
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5 - Resultados in vitro - FTIR

Testes de FTIR foram realizados para verificar os resultados de XRD, mais

especificamente, o estudo evolutivo da estrutura do vidro, incluindo o estudo semi-

quantitativo do desenvolvimento da camada de hidroxiapatite. Os resultados estdo

ilustrados no modo de absorvancia. A tabela 16 descreve resumidamente as bandas

detetadas em FTIR.

Tabela 16: Correlagdo dos picos realizada pela técnica de espectroscopia no infravermelho por

transformada de Fourier (adaptado de Pirayesh & Nychka 2013)

Pico (cm)) Correlacio

Vidro amorfo 460 si-0 flexao

076 5.0 distensio

1024 5i-.0 distensio

035 5i-0 distensio

1040 5i-0 distensio
Fases cristalinas 460 §i-0 flexio

575 P-0 flexdo

620 P-0 flexio

880 5i.0 distensio

024 5i-0 distensio
Superficie mineral 800 $i-0 distensio (silanol)

1100 P-O distensio (CaP)

560 P-O flexio

604 P-O flexio

870 C-O distensio

As principais bandas de absor¢ao que representam um biovidro amorfo sdo as

bandas que correspondem as ligagdes em flexdo Si-O a 460cm™ e Si-O em distensdo

2926 ea 1024cm™.

Bandas relacionadas, na sua maioria, com a estrutura cristalina sao:

e Uma banda forte em flexdo Si-O a 460cm™ que indica o desenvolvimento de

cristais. Esta banda pode estar relacionada com a estrutura amorfa ou

cristalina.

e Uma banda fraca em flexdo P-O a 575cm™ e outra a 620cm™’, que mostram

uma fase rica em fosfato cristalino que se forma a aproximadamente 800°C.

Estas bandas sao detetaveis em amostras estabilizadas a 700°C, mas com

menor intensidade.

A banda em distensio Si-O a 880cm™, refere-se a formacio da fase rica em

fosforo-apatite.
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A presenca de bandas em distensdo a 935 ¢ a 1040cm™ sdo atribuidas a
ligacdes Si-NBO, pelo que a maioria das ligacdes Si-O contém pelo menos um NBO,
possibilitando também a ocorréncia de cristalizacdo (Pirayesh & Nychka 2013).

A presenga de duas pequenas bandas duplas a 696 e¢ 729 cm’ sdo
correlacionadas com a distensdo simétrica Si-O-Si no silicato cristalino.

Durante o periodo de imersdao em SBF, a presenca de uma banda pequena em
distensdo Si-O a 800cm™ representa a formagdo de silanois Si-OH amorfos nas fases
iniciais da reagio. A banda larga em distensio P-O a 1100cm™, representa a
formacao de fosfato de calcio.

Apo6s a imersdo em SBF, tornam-se evidentes novas bandas de ligagdes P-O,
que representam a cristalizacdo da hidroxiapatite, Ca;o(PO4)s(OH),. Trés destas
bandas em 560, 604, e por volta de 1100 surgem apds imersdo. Como a ligagdo em
distensado P-O a 1100 ¢ sobreposta sobre as ligagdes em distensao Si-O
correspondentes ao biomaterial, torna-se dificil a sua distingdo. Portanto, duas bandas
em flexdo P-O a 560 ¢ 604cm™ sdo as bandas principais utilizadas para a
caracterizacdo da camada de hidroxiapatite. (Pirayesh & Nychka 2013).

A presenga de Ca ligado a atomos de oxigénio ndo-em-ponte (NBO) ¢
confirmada pela presenga de bandas em flexdo Si-O-Si no intervalo 940-1040cm™,
ndo ultrapassando os 1100 cm™.

A presenga de nitratos residuais e subprodutos de condensacdo pode ser
evidenciada pela banda a 1328 cm™, atribuida a vibragdes de distensio NO>
(Mukundan et al., 2013).

Por fim, a presenca de bandas em distensio C-O a 870cm™, demonstra a
presenca de ides CO3> o que pode ser indicativo da formacio de camada de

hidroxiapatite carbonatada (Mukundan et al., 2013; Pirayesh & Nychka 2013).

5.1 - Sistema quaternario 45S5

Todas as amostras pertencentes ao sistema quaternario, Azeda45S5 (figura
27), A.Rebentdao45S5 (figura 28) e H>0.45S5 (padrao, figura 29) apresentam a banda
em flexdo Si-O a 460cm™, a partir dos 550°C.

A amostra A.Rebentd045S5 apresenta a banda em distensdo Si-O a 926cm™,
representativa de estrutura amorfa, mas ndo apresenta a banda a 1024cm™. No
entanto, apresenta uma banda em flexdo P-O a 575cm™ e outra a 620cm™, a partir

dos 700°C, o que indica uma fase rica em fosfato cristalino. A amostra Azeda45S5 e
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a amostra padrio apresentam a banda em flexdo P-O a 575cm™, mas ndo apresentam
a banda em flexdo P-O a 620cm™.

Nenhuma das amostras do sistema quaternario apresenta a banda em
distensdo Si-O a 880cm™. Mas todas apresentam as bandas em distensdo Si-O a
1040cm™, o que implica a ocorréncia de cristalizagio. Também apresentam a banda
em distensdo Si-O a 935cm™, a excecdo da amostra A.Rebentio45S5.

Todas as amostras apresentam uma banda em distensdo Si-O a 800cm™.

Em todas as amostras, a banda em distensdao P-O a 1100cm™ ndo é evidente
devido a sobreposicio de ligacdes em distensdo Si-O a 1040cm™. No entanto,
apresentam uma banda em flexio P-O a 604cm™, uma das principais bandas
utilizadas para a caracterizacdo da camada de hidroxiapatite. Além disso, a amostra
A.Rebentdo45S5, ao contrario das amostras Azeda45S5 e padrdo, apresenta uma
banda C-O, caracteristica da formag¢do da hidroxiapatite carbonatada.

As amostras em estudo Azedad5S5 e A.Rebentdao45S5, ao contrario da
amostra padrio, apresentam duas pequenas bandas duplas a 696 ¢ 729 cm™ que

confirmam a presenca de silicato cristalino (Ca3;OsSi e Na,CaSi,0.2H,0 ).
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Figura 27: Espectro de infravermelho da amostra Azeda45S5 a 60, 550 e 700°C, e apds imersdo em

SBF (216 e 336horas).
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Figura 28: Espectro de infravermelho da amostra A.Rebentdo45S5 a 60, 550 e 700°C, e apds imersao
em SBF (216 e 336horas).
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Figura 29: Espectro de infravermelho da amostra padrao H,045S5 a 60, 550 e 700°C, e apds imersao

em SBF (216 e 336horas).
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5.2 - Sistema ternario 58S

Todas as amostras pertencentes ao sistema terndrio, Azeda58S (figura 30),
A.Rebentao58S (figura 31) e H,0.58S (padrao, figura 32) apresentam a banda em
flexdo Si-O a 460cm™, a partir dos 550°C. Nio apresentam as bandas em distensio
Si-O a 926 e a 1024cm™, o que comprova, desde ji, que ndo sdo amostras com
estruturas amorfas.

Nenhuma das amostras apresenta a banda em flexio P-O a 620cm™. A
amostra Azeda58S apresenta uma banda em flexdo P-O a 575cm™, a partir dos
700°C, o que indica uma fase rica em fosfato cristalino.

Todas as amostras do sistema terndrio 58S apresentam a banda em distensado
Si-O a 880cm™, que se refere a formagdo da fase rica em fosforo-apatite, e a banda a
1040cm™, o que implica a ocorréncia de cristalizagdo.

Todas as amostras apresentam uma banda em distensio Si-O a 800cm ™.

Nas amostras Azeda58S e na amostra padrdo, a banda em distensdo P-O a
1100cm™ ndo é evidente devido a sobreposi¢cdo de ligacdes em distensdo Si-O a
1040cm™. Esta banda é mais evidente na amostra A.Rebentio58S.

Todas as amostras deste sistema, apresentam uma banda em flexdo P-O a 560
e a 604cm™’, as bandas principais utilizadas para a caracterizacio da camada de

hidroxiapatite.
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Figura 30: Espectro de infravermelho da amostra padrdo Azeda58S a 60, 550 e 700°C, e apds imersao

em SBF (216 e 336horas).
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5.3 - Sistema ternario 77S

Todas as amostras pertencentes ao sistema ternario, Azeda77S (figura 33) e
H,0.77S (padrio, figura 34) apresentam a banda em flexdo Si-O a 460cm™, a partir
dos 550°C. Ambas apresentam a banda em distensdo Si-O a 926cm™, representativa
da estrutura amorfa, mas ndo apresenta a banda a 1024cm™.

A amostra Azeda77S apresenta uma banda em flexdo P-O a 575cm™ apos
imersdo em SBF, o que indica uma fase rica em fosfato cristalino. A amostra padrao
ndo apresenta esta banda. Nenhuma das amostras apresenta a banda em flexdo P-O a
620cm’™.

A amostra Azeda77S, ao contrario da amostra padrdo, apresenta a banda em
distensdo Si-O a 880cm™, que se refere a formagio da fase rica em fosforo-apatite,
mas ndo apresenta a banda a 1040cm™, que é ligeiramente detetada na amostra
padrao.

Ambas as amostras apresentam uma banda em distensdo Si-O a 800cm™.

Ambas as amostras deste sistema, apresentam uma banda em flexdo P-O a
560cm™ e a banda em distensdo P-O 1100cm™, bandas utilizadas para a
caracterizagdo da camada de hidroxiapatite.

Apos a imersao em SBF, na amostra Azeda77S aparece uma banda a
aproximadamente 527cm’ (indicado por uma seta), banda a qual ndo aparece na
amostra padrdo, nem em nenhuma das amostras dos outros sistemas referidas
anteriormente. Esta banda representa ligacdes P-OH, que corresponde ao PO,”". E de
se notar que para a mesma amostra no espectro de raio-X foi detetado um pico de
Ca,HP;0, 0 qual nao sucede na amostra padrao, no entanto aparece nas amostras

Azeda45S5 e A.Rebentdo45S35, as quais ndo apresentam esta banda a 527cm’™.
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6 - Resultados in vitro - SEM-EDS
A microscopia eletronica de varrimento € um método pratico para

compreender a morfologia da superficie das amostras e a camada de hidroxiapatite

que se forma depois da imersao em SBF.

6.1 - Azeda45SS

As figuras 35 e 35.1 ilustram as imagens de SEM e os respetivos graficos de
analise quimica de elementos, obtidos por EDS, da amostra Azeda45S5. Através da
figura 35(A) consegue-se notar a presenga de duas zonas nas amostras Azeda45S5
tratadas a 700°C, uma zona mais clara e uma zona mais escura. Segundo o EDS,
figura 35.1(1 e 2), a zona mais clara apresenta uma maior quantidade de silicio e de
oxigénio, comparativamente a zona mais escura. Apos imersao em SBF (figura 35 B
e C), as duas zonas continuam mais ou menos visiveis. Na zona mais escura, a
composicao de silicio e oxigénio mantem-se inalterada (figura 35.1 a) e na zona mais

clara a concentracao de sodio aumenta ligeiramente (figura 35.1 b e I).
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Figura 35: Micrografias de microscopia eletronica de varrimento da amostra Azeda45S5 em po, a
700°C (A), apds 216 horas (B) e 336 horas (C) horas em SBF.
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Figura 35.1: Resultados do EDS da amostra Azeda45S5, a 700°C (1 e 2), apds 216 (ae b) e 336 (I)
horas em SBF.
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6.2 - H20.45S5

As figuras 36 e 36.1 ilustram as imagens de SEM e os respetivos graficos de
analise quimica de elementos, obtidos por EDS, da amostra H,0.45S5 a 700°C.
Através da figura 36 verifica-se que se trata de uma amostra heterogénea. As zonas
mais lisas (1 e 2) s@o ricas em silicio e oxigénio, contendo também quantidades
razoaveis de calcio e sodio. Sobre as estruturas lisas, ha a presenca de algumas
agulhas (3) ricas em oxigénio e sodio.

Apos a imersao em SBF (figura 36.2 A-216horas e B-336horas; figura 36.3)
verificam-se estruturas porosas internamente (1) ricas em silicio e sodio e lisas no
seu exterior com alguns depdsitos de cloreto de sodio (4), que ao longo do tempo em
SBF (figura 36.3 B) vao sendo cobertas com depdsitos ricos em calcio em forma de

tufos.

Figura 36: Micrografias de microscopia eletronica de varrimento da amostra H,0.45S5 em po, a
700°C, mostrando ser uma amostra heterogénea.
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6.3 - A.Rebentao45S5

As figuras 37 e 37.1 ilustram as imagens de SEM e os respectivos graficos de
analise quimica de elementos, obtidos por EDS, da amostra A.Rebentdo45SS5.
Através da figura 37(A) verifica-se que se trata também de uma amostra de
morfologia heterogénea, mas com composi¢des mais ou menos constantes (figura
37.1 1 e 2). Apds a imersdo em SBF (figura 37 B-216horas e C-336horas), ao longo
do tempo, verifica-se a deposicdo de estruturas irregulares ricas em calcio (figura

37.1 1I) por cima das estruturas ja existentes.
S .1 ‘ 3 3‘;' e 10

Figura 37: Micrografias de microscopia eletronica de varrimento da amostra A.Rebentao45S5 em po,
a 700°C (A), ap6s 216 horas (B) ¢ 336 horas (C) horas em SBF.
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Figura 37.1: Resultados do EDS da amostra A.Rebentao45S5, a 700°C (1 e 2), apdés 216 (ae b) e 336
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6.4 - AzedasS8S

As figuras 38 e 38.1 ilustram as imagens de SEM e os respetivos graficos de
analise quimica de elementos, obtidos por EDS, da amostra Azeda58S. Através da
figura 38(A) verifica-se que se trata de uma amostra também heterogénea, com duas
zonas bem visiveis, uma mais escura e lisa (1) rica em silicio e oxigénio; e uma mais
clara e rugosa (2, 3 e 4) ricas em calcio (figura 38.1 1-4). Apos 216 horas de imersao
em SBF (figura 35 B), na zona lisa foi possivel a observacao de cristais de cloreto de
sodio (b). Sobre estes, apds 336 horas de imersdo em SBF (figura 38 C) verifica-se a

deposi¢ao de estruturas ricas em calcio e fosforo (figura 38.1 III).

Figura 38: Micrografias de microscopia eletronica de varrimento da amostra Azeda58S em po, a
700°C (A), apds 216 horas (B) e 336 horas (C) horas em SBF.
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6.5 - H20.58S

As figuras 39 e 39.1 ilustram as imagens de SEM e os respectivos graficos da
analise quimica de elementos, obtidos por EDS, da amostra H,O.58S a 700°C.
Através da figura 39(A) verifica-se que se trata de uma amostra homogénea e lisa (2)
com muitos depositos de calcio em forma de folhas (1).

Apo6s 216 horas de imersdo em SBF (figura 39.2 A), deixa de se observar os
depositos em forma de folhas e comeca-se a verificar a deposi¢do de estruturas ricas

em calcio e fosforo na forma de tufos (figura 39.3 1), aumentando a sua concentra¢ao

ao longo do tempo imerso em SBF-336horas (figura39.2 B).

Figura 39: Micrografias de microscopia eletronica de varrimento da amostra H,O.58S em po, a
700°C, mostrando depdsitos de calcio em forma de folhas.
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6.6 - A.Rebentao58S

As figuras 40 e 40.1 ilustram as imagens de SEM e os respetivos graficos de
analise quimica de elementos, obtidos por EDS, da amostra A.Rebentao58S. A
analise da figura 40(A) permite verificar que se trata de uma amostra uniformemente
lisa mas com algumas regides rugosas ricas em calcio e fosforo (figura 40.1 1). Apos
216 horas de imersdio em SBF (figura 40 B), observa-se uma concentragdo
semelhante dessa camada rugosa, tornando-se mais visivel ao longo do tempo imerso

em SBF-336horas (figura 40 C).

C

Figura 40: Micrografias de microscopia eletronica de varrimento da amostra A.Rebentdo58S em po,
a 700°C (A), ap6s 216 horas (B) ¢ 336 horas (C) horas em SBF.
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6.7 - Azeda77S
As figuras 41 e 41.1 ilustram as imagens de SEM da amostra Azeda.77S a

700°C e os respetivos graficos de andlise quimica de elementos, obtidos por EDS.

A analise da figura 41 permite verificar que a amostra apresenta uma
estrutura uniformemente lisa e rica em silicio, com depdsitos de calcio amontoados e
formando circulos.

Apo6s 216 horas de imersdo em SBF (figura 41.2 A), observa-se a formagao
de agulhas ricas em fosforo e calcio (1) sobre uma superficie rica em silica (2).
Outras estruturas lisas também sdao observadas com concentracdes elevadas de silica
e fosforo (3 e 4). Apos 336 horas em SBF (figura 41.2 B), por cima das estruturas
lisas (a) e na ponta das agulhas (d) comecam a surgir depdsitos contendo sédio

(figura41.3 aed).

Figura 41: Micrografias de microscopia eletronica de varrimento da amostra Azeda77S em po, a
700°C, mostrando depdsitos de calcio amontoados formando circulos.
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Figura 41.1: Resultados do EDS da amostra Azeda77S tratada a 700°C.
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Figura 41.2: Micrografias de microscopia eletronica de varrimento da amostra Azeda77S em pd, apos
216(A) e 336(B) horas em SBF.
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6.8 - H20.77S
As figuras 42 e 42.1 ilustram as imagens de SEM da amostra H,O.77S e os

respetivos graficos de andlise quimica de elementos, obtidos por EDS. A andlise da
figura 42 A permite verificar que a amostra ¢ heterogénea, apresentando estruturas
rugosas ricas em silicio e cdlcio (1) e estruturas lisas ricas em silicio (2). Apos 216
horas de imersdo em SBF (figura 42 B), a amostra torna-se homogénea, e as

estruturas lisas cobrem-se ligeiramente de depdsitos ricos em calcio e fosforo (a),

tornando-se mais visivel (II) ao longo do tempo imerso em SBF-336horas (figura

420)

Figura 42: Micrografias de microscopia eletronica de varrimento da amostra H,O77S em pd, a 700°C
(A), ap6s 216 horas (B) e 336 horas (C) horas em SBF.
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Capitulo VI - Conclusoes

e Neste trabalho desenvolveram-se e estudaram-se biovidros passiveis de
aplicagdo biomédica com composi¢des dos sistemas ternarios 58S e 77S e

quaternario 45S5;

e Os biovidros foram sintetizados com sucesso pelo processo sol-gel, utilizando
uma abordagem inovadora durante a etapa de hidrolise, designadamente a
substituicdo de agua destilada e desionizada por dguas minerais de origem
vulcanica (Furnas, S. Miguel), tipicamente com baixos valores de pH,
dispensando a utilizagdo de catalisadores adicionais (e.g. HCI) para que se

realizem as reagdes de hidrolise e condensacao;

e Os biovidros desenvolvidos revelaram interessantes potencialidades bioativas
em meio acelular in vitro, desenvolvendo camadas de hidroxiapatite em meio
fisiologico simulado (SBF, Kokubo & Takadama 2006). Verificou-se que a
cristalinidade, morfologia, composicdo e aderéncia da camada de
hidroxiapatite pode ser mediada com base na tipologia da 4gua usada na
sintese sol-gel. Quanto maior o grau de ioniza¢do da dgua maior a

cristalinidade dessa camada;

e A amostra Azeda77S foi a Gnica que apresentou uma banda a 527cm’,

atribuida a vibragdes de PO43'.

e A amostra A.Rebentao45S5 foi a tunica que apresentou a banda C-O,

caracteristica da formacao da hidroxiapatite carbonatada.

e A precipitacio da camada de hidroxiapatite pode ser regulada mediante
tratamentos térmicos prévios, apropriadamente selecionados. Todas as
amostras em estudo revelaram picos de cristalizacdo a temperatura de 700°C
exceto a amostra Azeda77S, que s6 revelou os picos de cristalizacdo apos

mergulhada em SBF.

e Todas as amostras obtidas com &guas termais exibiram no difratograma de

XRD um pico correspondente a fase FeSi, embora sobreposto a outras fases
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maioritarias. Este facto pode ser relevante dado que o teor de ides de Fe nas
aguas minerais utilizadas neste estudo ¢ elevado, variando entre 4160 e

4350mg/L.

A cristalizacdo dos biovidros foi estudada por XRD. A intensidade dos picos
correspondentes a cristalizacdo dos fosfatos de célcio revelou-se notoriamente
dependente da tipologia da dgua usada no processo sol-gel e dos tempos de
imersdao em SBF. Ficou patente a concordancia entre os resultados obtidos

por esta técnica e os resultados obtidos por FTIR e SEM.

Ocorreu a cristalizagdo superficial de silicatos de calcio nas amostras

Azeda58S, A.Rebentao 58S, Azeda45S5 ¢ A.Rebentdao45S5.

As amostras Azeda45S5 e A.Rebentdo45S5 apresentaram duas pequenas
bandas duplas a 696 e 729 cm” que confirmam a presenca de silicato
cristalino (Ca3;OsSi e Na,CaSi,04.2H,0), o que ndo aconteceu na amostra

padrao.

Nenhuma amostra apresentou uma banda a 1038cm™ atribuida a vibragdes de
distensao NO;3’, o que significa que a temperatura utilizada (700°C) foi

suficiente para a eliminag@o de nitratos.

Ficou por demonstrar se ocorreram substituicdes de ides na estrutura da
hidroxiapatite, como por exemplo, ides carbonato (COs>), silicio (Si),
magnésio (Mg), fluor (F) ou cloro (Cl), oriundos das aguas vulcanicas, com
efeitos na bioatividade, alterando as carateristicas estruturais da camada de

hidroxiapatite em meio biologico (SBF).
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Capitulo VII - Perspetivas futuras

A estrutura do biovidro, otimizada neste trabalho, mediante a utilizacao de
aguas, de origem vulcanica, altamente mineralizadas, apresenta potencialidades que
fundamentam a continuacdo desta investigacdo promovendo assim, um estudo mais
detalhado de otimizacdo e funcionalizacdo dos mesmos em estudos in vivo.
Considera-se que o presente trabalho foi o inicio de uma série de estudos sobre os
efeitos das aguas hidrotermais das Furnas em biovidros processados por sol-gel, e
que os resultados obtidos sugerem a investigacdo adicional em diversas dguas, com
valores de pH mais baixos (< 5) ou mais elevados (> 7).

O desenvolvimento do trabalho futuro apresentado nesta dissertagdao pode ser
orientado segundo distintas vertentes, atendendo ao seu cardter tipicamente
multidisciplinar (envolvendo ciéncia de materiais, quimica, fisica, biologia e
medicina). Poderdao desenvolver-se estudos relativos a estrutura e caracterizagao dos
vidros base mediante técnicas ndo utilizadas neste trabalho, nomeadamente
espectroscopia fotoeletrénica de raios-X (XPS), espectroscopia Raman, ou
espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN) recorrendo a is6topos
presentes na composicdo dos biovidros (e.g. *Ca e '"0). Os estudos relativos a
nucleagdo e crescimento de fases cristalinas poderdo também ser desenvolvidos. Por
exemplo, através de Andlise Térmica Diferencial (DTA) poderd fazer-se uma
avaliacdo mais correta das temperaturas de cristalizagdo a utilizar (eventualmente
diferentes de 700°C, a temperatura usada neste estudo) e a otimizagdo da superficie
do biovidro antes da imersdo em SBF.

Para que uma eventual aplicacdo pratica possa ser concretizada na area dos
implantes biomédicos, € necessario prosseguir os ensaios de bioatividade e realizar
estudos de bioatividade antimicrobiana e estudos de biotoxicidade em meio celular
(in vitro), verificando respetivamente a sua capacidade antimicrobiana e os efeitos
toxicos, apdés O que se seguiria a experimentacdo animal caso o0s ensaios
anteriormente referidos apresentassem resultados promissores.

A investigagdo do comportamento quimico dos biovidros obtidos devera
prosseguir, designadamente no que diz respeito a solubilidade e ao crescimento e
caracterizacdo da camada de hidroxiapatite. A investigacdo das propriedades fisicas

de molhabilidade e da adesdo interfacial dessa camada podera também ser
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considerada. Assim como a area superficial, volume e distribui¢cdo de tamanho de
poros dos biovidros, poderdo ser determinadas por adsor¢ao de azoto a 77 K.
Finalmente, a possibilidade de testar novas composigdes obtidas por sol-gel e
usando, na respetiva sintese, diversas tipologias de aguas vulcanicas, recolhidas nao
exclusivamente do Vale das Furnas, mas também de outras fontes hidrotermais

espalhadas pelas restantes ilhas do arquipélago dos Acores.
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