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RESUMO

Foram estudados compositos de hidroxiapatita (HA) e vidro bioativo borato dopado com
prata, de composicao 59,5B>03-2P,05-9,5Ca0-19,5Na,0-9CaF-0,5Ag,0 (% em mol), com
o objetivo de explorar a agdo combinada da compatibilidade e estabilidade da HA como
reforco estrutural inicial, aliada a cinética de dissolucdo e rapida conversdao do vidro borato
em apatita com o objetivo de avaliar se estes compdsitos possam servir como substrato indutor
da autorregeneracdo Ossea e/ou permitir a substitui¢do de partes danificadas. Os compositos
foram elaborados a partir dos pos dos materiais precursores nas propor¢oes de 25% e 50%,
em massa de vidro, tratados a 530 °C e 1000 °C e tiveram sua bioatividade, in vitro, avaliada
em periodos de 14 e 28 dias de imersdo em simulador de fluido corporal. A 530 °C a natureza
amorfa do vidro ¢ preservada e a andlise dos difratogramas e espectros FTIR indica a
predominancia da estrutura apatitica sem formacdo de fases adicionais. A 1000°C surge
NaCaPO4 como fase adicional decorrente do tratamento térmico, e, em todos os compdsitos,
a estrutura caracteristica da HA ¢ confirmada por difracdo de raios-X, antes e apds ensaio de
bioatividade em simulador de fluido corporal. Nesta temperatura, de 1000 °C, ocorrem
substitui¢des i0Onicas na estrutura da HA com alteracdo na sua hidroxilacdo, a partir da
incorporacio de grupos borato em locais de OH™ e PO4*, que sio confirmadas pelos espectros
de FTIR e permitem indicar a formacao de boroapatita. Os difratogramas dos compositos
contendo 50% de vidro e tratados a 530 °C, mostraram a fase cloreto de prata mesmo apos 28
dias de imersdo em simulador de fluido corporal, indicando maior potencial, dentre os
compositos e condigdes estudadas, de agdo antibacteriana. A analise dos difratogramas,
espectros de FTIR, medidas de pH e do indice de cristalinidade calculado pela técnica de
FTIR para a HA mostraram comportamento bioativo dos compdsitos tratados a 530 °C e da
boroapatita obtida a partir dos compositos tratados a 1000 °C. Os compositos estudados,
mostraram comportamento bioativo, in vitro, € portanto, possuem potencial para serem
utilizados como biomateriais em tratamentos 6sseos; € o compasito contendo 25% de vidro e
tratado a 1000 °C, maior tempo em dias de imersdo para estabilizar valor medido de pH,
indicando uma interacdo ou reabsor¢ao mais controlada da fase reabsorvivel apds imersdao em

simulador de fluido corporal.

Palavras Chaves: compositos, tratamento térmico, substituicdo i0nica, boroapatita,

bioatividade.



ABSTRACT

Composites of hydroxyapatite (HA) and bioactive borate glass doped with silver, of
composition 59.5B>03-2P>05-9.5Ca0-19.5Na0-9CaF-0.5Ag>0 (% in mol) were studied,
with the aim of exploring the combined action of compatibility and stability of HA as an
initial structural reinforcement, combined with the dissolution kinetics and quick conversion
of borate glass to apatite in order to assess whether these composites can serve as an inducing
substrate for bone self-regeneration and/or allow the replacement of damaged. The
composites were prepared from powders of precursor materials in proportions of 25% and
50%, in mass, of glass, thermally treated at 530 °C and 1000 °C and had their bioactivity, in
vitro, evaluated in periods of 14 and 28 days of immersion in simulator body fluid. At 530 °C
the amorphous nature of the glass is preserved and the analysis of diffractograms and FTIR
spectra indicates the predominance of the apatite structure without the formation of additional
phases. At 1000°C, NaCaPO4 appears as an additional phase resulting from the heat
treatment, and, in all composites, the characteristic structure of HA is confirmed by X-ray
diffraction, before and after bioactivity testing in a simulator body fluid. At this temperature
of 1000 °C, ionic substitutions occur in the HA structure with changes in its hydroxylation,
from the incorporation of borate groups in OH- and PO4*" sites, which ware confirmed by the
FTIR spectra and allow to indicate boroapatite formation. The diffractograms of composites
containing 50% glass and thermally treated at 530 °C showed the silver chloride phase even
after 28 days of immersion in a simulator body fluid, indicating greater potential, among the
composites and conditions studied, of antibacterial action. The analysis of diffractograms,
FTIR spectra, pH measurements and the crystallinity index calculated by the FTIR technique
for HA showed the bioactive behavior of composites thermally treated at 530 °C and of
boroapatite obtained from composites thermally treated at 1000 °C. The studied composites
showed bioactive behavior, in vitro, and therefore, have the potential to be used as
biomaterials in bone treatment; and the composite containing 25% of glass and thermally
treated at 1000 °C, longer in days of immersion to stabilize the measured pH value, indicating
a more controlled interaction or resorption of the resorbable phase after immersion in a

simulator body fluid.

Keywords: composites, thermal treatment, ionic substitution, boroapatite, bioactivity.
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1. INTRODUCAO

O envelhecimento progressivo da populagdo mundial, associado a uma crescente
incidéncia de doengas esqueléticas, a mudanca em habitos de vida e acidentes veiculares,
acidentes esportivos etc., ¢ uma das principais motivagdes aos crescentes esforcos de pesquisa
para o desenvolvimento de novos materiais implantaveis [1-3]. Além da reparacdo e
reconstru¢do de defeitos Osseos, busca-se materiais que sejam capazes de servir como
substrato indutor da autorregeneracdo, em vez de promover unicamente a substitui¢do de
partes danificadas [4-8].

O primeiro material artificial implantado a formar uma interface ligada quimicamente
ao osso surgiu no final da década de 1960, como resultado das pesquisas de Larry Hench e
colaboradores. Esse material, um vidro silicato (Sodalime), cuja composi¢do consistia em
45% de Si0., 24,5% de NayO, 24,5% de CaO e 6% de P»0s, porcentagens em massa, foi
patenteado e recebeu o nome de Bioglass® 45S5 [9]. Essa interface quimicamente ligada ao
o0sso € uma hidroxiapatita (HA), produto da degradagao do vidro em meio biologico e que tem
estrutura e composicdo quimica semelhante a fase mineral do tecido 6sseo. Os resultados
iniciais mostraram total integracdo do vidro com o tecido hospedeiro, de forma que este ndo
pode ser removido do local implantado sem fratura [4,10,11].

O desenvolvimento do Bioglass® levou a criacdo de uma nova classe de materiais
denominada biomateriais; € o termo bioatividade foi utilizado para descrever a habilidade do
vidro de se interligar ao tecido 6sseo por meio da formagdo da HA. Estudos tém indicado que
a substitui¢do parcial ou completa de SiO, pelo B20s, no Bioglass® 45S5, leva a uma
completa e mais rdpida conversao do vidro borato bioativo em HA [12—14].

A estrutura 6ssea, como uma dispersao de particulas minerais incorporadas em uma
matriz organica, classifica-se como um composito, o que lhe confere propriedades mecanicas
particulares a partir da “acdo combinada” entre fase proteica e mineral. Muito tem-se buscado
entender sob quais condi¢des células sdo induzidas a mineralizar na tentativa de se poder
construir estruturas funcionais bioinspiradas e conduzir, por meio de implantes, essa
diferenciagdo celular de forma aprimorada [15-18]. Sabe-se que a apatita biologica ¢
estruturalmente semelhante a HA, mas existem grandes diferengas entre o mineral bioldgico,
o geoldgico e os sintéticos. Apesar da semelhancga, ainda € um desafio imitar essas estruturas
com suas singularidades que venham responder com funcionalidade [19].

A hidroxiapatita (Caio(PO4)6(OH)2) e o fosfato tricalcico (Ca3(PO4)2) nas formas

polimorficas (a e B — TCP), estdo entre fosfatos de célcio mais difundidos em aplicacdes
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biomédicas. A HA ¢ relatada na literatura por apresentar, dentre outras propriedades,
excelente biocompatibilidade, auséncia de toxicidade e alta estabilidade/lenta biodegradacao
[20-24].

A proposta do presente trabalho ¢ buscar uma melhor combinagdo de resultados
positivos, ja conhecidos, de um vidro bioativo borato dopado com prata [25] e uma HA natural
[24], como formador de interface entre tecido e implante. Ambos biocompativeis e frageis
mecanicamente quando tratados individualmente, mas que combinados possam gerar um
novo material capaz de se assemelhar ainda mais ao tecido 6sseo e/ou atuar como
estimulador/indutor de uma mineralizacao que seria o melhor substituto 6sseo.

O vidro borato utilizado, foi desenvolvido no Laboratério de Espectroscopia Optica e
Fototérmica (LEOF), da Universidade Federal do Maranhao (UFMA) e teve demonstrada sua
bioatividade, citocompatibilidade e atividade antibacteriana contra E.coli e bacteriostatica
contra a S. aureus no trabalho de Silva e colaboradores [26]. A mesma composicao tratada
termicamente, ¢ parcialmente cristalizada por Lopes e colaboradores [27], apresentou as
mesmas propriedades de bioatividade e atividade antibactariana contra E. coli. A
hidroxiapatita utilizada apresenta alta pureza e alta cristalinidade. Sua obtencdo e
processamento foram patenteados por Weinand [28] (PI 0506242-0 A2) e as amostras
utilizadas neste trabalho cedidas pelo Grupo de Estudos de Fenomenos Fototérmicos da

Universidade Estadual de Maringa (UEM).
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Apatitas

Classicamente, um mineral ¢ definido como “substincia quimica natural, so6lida,
homogénea, geralmente resultante de processos inorganicos, apresentando estrutura interna
ordenada, composicao quimica e propriedades fisicas proprias e constantes dentro de certos
limites que permitem a sua identificagdo como espécie mineral” [29]. A denominagdo apatita
engloba um grande numero de minerais e pode ser representada pela foérmula geral
Mio(YOs4)sX2 em que M representa uma série de citions como Ca**, Na*, Sr?*, Mg?*, Mn**,
Sc?*. O contetido anidnico pode incluir no sitio YOu4, 0 PO4>", CO3*, SO4*", CrOs* , VO4+* ¢
o sitio X ions como F~, OH", CI” entre outros. A composi¢ao da apatita depende das condigdes
de formag¢do como temperatura e pressao por exemplo, mas ¢ também influenciada pela
necessidade de compensacdo de cargas quando ocorrem substituicdes entre ions de cargas

diferentes em sitios de uma apatita estequiométrica [30-33].

2.1.1 Fosfatos de calcio

O principal constituinte dos ossos ¢ um mineral fosfato de célcio (hidroxiapatita
cabonatada deficiente em calcio) que possui semelhancas composicionais e estruturais com o
mineral hidroxiapatita Cas(PO4)3(OH), em que a versatilidade de substituigdes em sua estrutura
permite que venham a desempenhar papel na atividade metabolica e atuem como reservatorio
capaz de absorver e liberar ions de Ca, P e outros como de Na, K, Mg, F, CO3, OH. A
composi¢do mineraldogica Ossea, ou apatita bioldgica, ird variar estruturalmente e
composicionalmente em relagao a hidroxiapatita estequiométrica e também entre individuos
conforme a fungdo dos 0ssos, o metabolismo celular, idade, dieta e doengas [34-36].

E comum classificar os diversos fosfatos de calcio pela sua razdo molar célcio/fosforo
(Ca/P). Com excec¢ao do pirofosfato de calcio (CaP207), a maioria dos fosfatos de célcio esta
presente in vivo na forma de ortofosfatos de célcio, que por defini¢do consistem em trés
elementos quimicos principais: Ca>", P>* e O*". O grupo ortofosfato (PO4+*) é estruturalmente
diferente de meta (PO*") e pirofosfato (P207+). A composi¢do quimica de muitos ortofosfatos

de célcio inclui hidrogénio, como um 4nion de ortofosfato acido, como o HPO4* ou H,PO4
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e/ou agua incorporada como no fosfato dicéalcico di-hidratado (CaHPO4.2H,0) [37-39]. A

Tabela 1, retne a denominagdo de alguns fosfatos de calcio e sua classificagdo mineralogica.

Tabela 1: Exemplos de fosfatos de calcio e sua classificacdo mineralogica. Adaptado de

di-hidratado

[24,37,40].
Relacao
Nome quimico Férmula quimica Nome mineral Estrutura Ca /P
a
fosfato de calcio ) S _
o Cas(PO4)3(OH) hidroxiapatita apatitico 1,67
tribasico
Cai9(POs)eF> fluorapatita apatitico 1,67
. . Cam(PO4)6(OH, F)z, por
hidroxi- .
o exemplo, - apatitico -
fluorapatita mista
Calo(PO4)6(OH)0,4F1,6
clorapatita Cai9(PO4)6Cl, - apatitico -
clorofluorapatita Cajo(PO4)6(Cl, F), - apatitico -
apatita
carbonatada do Cai9(PO4)sCO; - apatitico -
tipo A
hidroxiapatita
Caio-x [(PO4)6-2:(CO3)2x] ,
carbonatada do - apatitico -
. (OH).
tipo B
apatita
carbonatada mista | Cajo-[(PO4)s-2:(CO3)2,]CO3 - apatitico -
de tipo A e tipo B
Fosfato tricalcico Cag(PO4)s "Whitlockite"” nao apatitico 1,50
fosfato tricalcico
substituido com (Ca, Mg)o(PO4)s "Whitlockite" nao apatitico <1,50
magnésio
fosfato dicalcico )
Ca(HPO4)-2H,O “brushite” ndo apatitico 1
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2.1.2 Substitui¢oes idnicas

As apatitas de fosfato possuem estrutura flexivel tornando-se muito adaptavel as
substituigdes quimicas. Sua formula geral pode ser escrita como Cas(PO4)3(OH, F, Cl) e as
substituicdes i0nicas levam a alteragdes estruturais, como tamanho do cristalito, e que podem
afetar propriedades como solubilidade, dureza, fragilidade, tensao e estabilidade térmica. Em
relagdo a uma classificacdo mineraldgica, outros minerais que ndo possuem o componente
fosfato também pertencem ao grupo da apatita pelo fato de terem a mesma estrutura das
apatitas de fosfato [23].

A hidroxiapatita pura contém em sua c€lula unitaria duas unidades da férmula
Cas(PO4)30H, tendo sua composicdo geralmente escrita como Cajo(POs)s(OH) e
historicamente comparada aos componentes inorganicos dos ossos e esmalte dos dentes.
Simplificadamente pode-se dizer que existem quatros posi¢cdes cristalograficas para
substitui¢des idnicas na célula unitaria apatitica: seis sitios tetraédricos dos ions P>, sitios de
Ca para quatro ions Ca**, sitios de Ca para os outros seis fons Ca*" que formam ao longo do
eixo ¢ o chamado canal anionico e por Ultimo o sitio do canal que ¢ ocupado normalmente
por dois anions monovalentes (geralmente OH", F~ e ou CI') por célula unitaria [22,24,41,42].

A Figura 1 traz uma projecao de locais na estrutura da hidroxiapatita.

.4 v ) r»H
) O
Y & —a—5-—§ 4 Ca
\ v | 2
o . o *
o v ¢ -
\. \
Y &g . ) )|
e ™ a v

Figura 1: Projecdo no plano a, b para a HA [43].

O raio i6nico menor para o flior leva a sua alocacao de forma mais simétrica no canal
e como consequéncia a fluorapatita (FA) ¢ a apatita com maior simetria. A hidroxila ndo ¢
esférica e acarreta em uma menor simetria da HA em relagao a FA o que justifica a “facil”

substituicdo de OH™ por F~ na apatita bioldgica ou geologica, a exemplo da fluoretagdo dos
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dentes. Mesmo sendo abundante no corpo humano, CI" ndo substitui facilmente OH™ na apatita
dos ossos e dentes devido ao tamanho i6nico e dificuldade de alocagdo no canal [31].
Substitui¢des ionicas, por exemplo COs* ou HPO4* por POs*, demandam uma
segunda substitui¢do em outros locais da rede para manutencao de neutralidade de carga. Por
exemplo um fon Ca** substituido por Na* ou uma vacéancia no local de OH". As substitui¢des
por carbonato sao classificadas como substituigdes “Tipo A” quando ha substitui¢ao direta de
OH- por CO3* no canal de OH™ [(CO3)*>” 220H ] e “Tipo B” a substituicdo de grupos PO4>-
tetraédricos por COs* [33,44]. Acredita-se que essas substitui¢des sejam inibidoras do
crescimento da estrutura apatitica atuando como moduladora dos processos de mineralizagdo

[1P2)

Ossea [45]. A substituicdo do tipo A produz uma expansao no €ixo “a” e uma contracao no

[IP%2) (192

eixo “c”, enquanto que a substitui¢ao do tipo B causa uma contra¢do no eixo “a” ¢ uma
expansao no eixo “c”. Se as substituicdes do tipo B estiverem associadas a substituicdes de
Ca®" por Na' havera mudangas morfolégicas nos cristais da apatita [42,46].

Apatitas contendo HPO4>* sdo chamados de “apatitas deficientes em Ca” e as
demandas de equilibrio de carga com estas substitui¢gdes podem limitar a concentragao de ions
hidroxila em sua rede [47]. Outra consequéncia, além da alteracao estrutural €, por exemplo,
a suscetibilidade a dissolugdo 4cida da apatita carbonatada em relagao a nao carbonatada, que
¢ relacionada em parte ao fato de que as ligagdes Ca—COs> sdo mais fracas que as ligagdes
Ca-PO4> [35].

Estritamente falando, a “hidroxiapatita” deveria conter os ions hidroxila descritos para
sua estrutura. Por meio de técnicas analiticas observa-se, normalmente em apatitas bioldgicas,
baixa intensidade ou auséncia da banda OH™ para ossos, fraca para a dentina e de maior
intensidade no esmalte dos dentes, que estdo correlacionadas a funcionalidades. A apatita
Ossea tem cerca de duas vezes a concentracdo de carbonato que a apatita do esmalte e suas
caracteristicas fisico-quimicas diferem em termos de estequiometria, tamanho do cristal,
desordem do cristal, parametros das células unitarias, caracteristicas da superficie e estado de
hidratacdo [33]. Ainda que com baixa detec¢do da hidroxila ou sua auséncia verificada por
técnicas Raman, FTIR ou NMR, difratogramas de raios-X confirmam que o arranjo estrutural
¢ consistente com padrdes da hidroxiapatita. Além da necessidade de neutralidade de carga
como mecanismo de compensacao de substitui¢des i0nicas € consequente vacancia nos locais
de OH observa-se que a incorpora¢dao de OH™ na rede de apatita ¢ reduzida para amostras
nanocristalinas. Pesquisadores tém se dedicado ao entendimento dos mecanismos que

governam a hidroxilagdo associada a ordem atomica e cristalinidade de apatitas bioldgicas.
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Uma suposicdo ¢ de que a nanocristalidade bioquimicamente imposta ao 0sso, que
provavelmente é controlada em parte pela incorporagio de COs> ao mineral, limita a

hidroxilacdo [37,38,45,48].

2.2 Principais produtos da decomposicao térmica da hidroxiapatita

A cinética da decomposi¢cdo da HA ¢ afetada pelo tamanho das particulas, pela razdo
Ca/P, pela origem e pureza dos pds de partida, rotas de processamento e suas condi¢cdes como
pressdo parcial do vapor de dgua durante aquecimento. Desta forma ¢ dificil estabelecer
patamares de estabilidade ou faixas precisas de temperatura para fases decorrentes da
decomposicao térmica da hidroxiapatita fazendo com que a analise ndo seja direta. Uma
evolugdo do processo de aquecimento da hidroxiapatita e seus produtos resultantes poderia

ser ordenada nas etapas resumidas nas equagdes (1) e (2) seguintes:

Cai0(PO4)6(OH)2 «» Caio(PO)s(OH)2-2xOx + xH20 (1)

Na equacdo (1) temos o resultado de uma desidratagdo parcial de HA em oxi-
hidroxiapatita, em que no limite, quando x=1, Oxiapatita (Caio(PO4)sO seria formada [49,50].
Uma elevacao da temperatura apos a desidroxilagdo parcial levaria a decomposi¢ao da oxi-
hidroxiapatita em TCP (fosfato triclcico) e fosfato tetracélcico conforme a reacdo (2) abaixo

[38]:

Cai0(PO)s(OH)22xOx «» 2Ca3(PO4), + CasP209 (2)

Alguns autores consideram que a HA nao desidrata completamente antes da decomposicdo e

propde as seguintes etapas conforme as equacdes (3) e (4) [51].

Cai0(PO)s(OH)22xOx «» 3Ca3(PO4), + CaO + (1-x) (H20) (3)
3Ca3(PO4)2 + CaO < Cas(PO4)2 (4)

A formagao de cal livre (CaO) ¢ indesejavel devido ao aumento de volume a partir de
uma possivel formagdo de Ca(OH), e assim como outros produtos da decomposi¢ao por

influenciar no processo de densificacdo e diminui¢do de resisténcia mecanica. O TCP possui
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trés polimorfos: B - TCP, a - TCP e o' - TCP ordenados aqui em escala crescente de
temperatura em relacdo a estabilidade da fase. Também possuem diferentes taxas de

dissolu¢do em meio biologico [52].

2.3 Conversao de vidro borato em hidroxiapatita

A capacidade de alguns vidros de formar uma ligacao direta com tecidos vivos apds a
implantacao ¢ denominada bioatividade e decorre da formacao de uma fase de hidroxiapatita
na superficie do implante (vidro) a partir da interagdo com fluidos biologicos. A partir deste
conceito, quanto maior for a bioatividade do material, menor serd o tempo de adesdo do
implante ao organismo [26].

Balasubramanian e colaboradores. [12], descrevem, em relacdo a dissolucao e
bioatividade que, um vidro borato equivalente ao Bioglass® (com toda o SiO; substituido por
B>03) em solucdo diluida (0,02M) de KoHPO4 a 37 °C apresenta perda de peso bem mais alta,
associada a taxa de reagdo com uma evolucao mais rapida do pH alcancando um valor
constante, quando comparado ao vidro silicato. O aumento do pH se deve ao fato de que o
NaOH fortemente basico domina a fraca natureza 4cida de B(OH)3 e Si(OH)4. Ainda, o valor
final do pH, com o vidro silicato superior ao do vidro borato, deve-se a natureza acida mais
forte de B(OH)3 do que de Si(OH)4. As caracteristicas de degradagdo sao reguladas pela
degradacdo da rede de borato. Com a imersdo em solu¢do fisioldgica, componentes como
NayO e B,0s sio liberados para formar Na®, BOs* | assim como Ca** do vidro reage com o
PO.* da solugio para precipitar a HA, levando a uma rapida perda de massa por parte do
vidro. A rapida conversao do vidro borato em HA decorre da dissolucdo simultanea do Na,O
(Na") e o ataque da estrutura da rede B-O pela solugdo de fosfato, levando a nucleagdo
“imediata” de HA e de forma continua até que o vidro borato seja totalmente convertido em
HA [12].

A Figura 2 ¢ um diagrama esquematico do mecanismo de conversdo do vidro borato

em HA em uma solu¢ao diluida de fosfato.
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Figura 2: Ilustragdo de conversdo de vidro de borato em HA em uma solucéo diluida de fosfato.
Adaptado de [12].

A demanda por pesquisa das interacdes dos biomateriais com 0s organismos vivos,
levou ao desenvolvimento de solugdes salinas que pudessem simular o fluido corporal € com
isto permitir o estudos dessas interagdes in vitro.

Kokubo e seus colaboradores, no inicio dos anos 90, desenvolveram um simulador de
fluido corporeo, denominado SBF (Simulated Body Fluid), de concentragdes ionicas ¢ pH
proximos aos do plasma sanguineo, que permitiu a realizagdo de testes in vitro com grande
similaridade aos testes in vivo realizados em cobaias [53]. A tabela 2 relaciona as composigdes

quimicas do plasma sanguineo e a solu¢cdo SBF de Kokubo e Takadama.

Tabela 2: Concentragdo idnica nominal do SBF em comparagdo com a existente no plasma
sanguineo [40].

Concentracao ionica (mM)
; Plasma
Ion SBF
sanguineo
pH-74
pH (7,2-7,4)
Na* 142 142
K* 5 5
Mg" 1,5 1,5
Ca* 2,5 2,5
Cr 147,8 103
HCOs5" 4,2 27
HPO4* 1 1
SO4* 0,5 0,5
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2.4 Compéosito

Embora materiais multifasicos, tais como madeira, tijolos de argila refor¢ada com
palha, conchas marinhas e mesmo ligas como o aco fossem conhecidas a milénios, o
reconhecimento do conceito de combinar materiais diferentes durante a fabricagdo levou a
identificacao dos compositos, em meado do século 20, como uma nova classe distinta dos
metais, ceramicos e polimeros familiares [54].

A microestrutura de um compdsito ¢ ndo uniforme, descontinua e multifasica, no
sentido de que ele ¢ uma combinag¢do de dois ou mais materiais distintos, que ndo se dissolvem
ou perdem suas identidades individuais, como em misturas ou solugdes solidas [55]. Ao
microscopio, poderdo ser identificadas as caracteristicas que distinguem seus componentes
[56]. De maneira geral, um composito pode ser considerado como qualquer material
multifasico que exibe uma proporcao significativa das propriedades das fases constituintes,
tal que seja obtida a melhor combinagdo de propriedades. Uma ilustracdo ¢ a madeira,
composta de cadeias fibrosas de moléculas de celulose (resistentes e flexiveis) em uma matriz
de polimero organico de lignina (mais rigida). Quando composto de apenas duas fases, uma
¢ denominada matriz, que envolve a segunda fase, denominada frequentemente por fase
dispersa. De acordo com esse “principio da agdo combinada”, melhores arranjos de
propriedades sdo criadas por uma combinagdo acertada de dois ou mais materiais distintos
[54,57,58].

Ha referéncia de diferentes formas de classificacao e categorizagdo dos compdsitos na
literatura [54,55]. Inicialmente, muitos compoésitos foram projetados para melhorar
combinagdes de caracteristicas mecanicas, tais como rigidez, tenacidade e resisténcias as
condi¢des do ambiente e de temperaturas elevadas [54]. A Figura 3 apresenta um esquema

evidenciando a divisdo dos compositos segundo o mecanismo de reforgo.
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Compésitos

Ref(;rrciiac(iﬁ;om Reforgado Estrutural
P com fibras
Particulas Reforcado Continuas __| Descontinuas Laminados J_ Painéis-
. linh ;
grandes por dispersao (alinhadas) (curtas) sanduiche
Alinhadas Orientadas
aleatoriamente

Figura 3:Esquema de classificagdo para varios tipos de compdsitos, segundo o mecanismo de
refor¢o. O termo grande ¢ utilizado para indicar que as interagdes particula-matriz ndo podem ser
tratadas ao nivel atomico ou molecular. Adaptado de [59].

Dipen Kumar e colaboradores [55] propdem uma classificacdo mais abrangente, a
partir da ampla variedade de materiais compositos. A figura x apresenta uma classificacao
baseada na escala, nos tipos de reforcos, na fase matriz e aplicagdo como biocompdsitos, que

englobam os biodegradaveis, os ecologicos e para aplicacdes biomédicas.

Classificagdo de materiais compositos

Quanto a Quanto ao Quanto a . -
. Biocompositos
escala reforco matriz
. fibras polimeros
— nannocompositos , .
— particulas - ceramica
folhas metal

Figura 4: Esquema de classificacdo dos compositos baseado na escala, tipos de reforgos e matriz
e em biocompositos. Adaptado de [55].

A estrutura 6ssea, como uma dispersdo de particulas minerais (duras e frageis)
incorporadas em uma matriz organica (resistente, porém macia), classifica-se como um
compdsito que lhe confere propriedades mecanicas particulares. A fase mineral ¢ uma
bioapatita [hidroxiapatita substituida por carbonato e de féormula aproximada Caio(POs)e-

«(OH)2-y(CO3%)x1y] que compde aproximadamente 60% da massa total do tecido 6sseo. Da
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massa restante, a fase organica, compreendendo lipidios e proteinas (principalmente colageno
tipo 1), representa 25%; constituintes celulares variados 2% e dgua 9,7 %. A composi¢do
mineraldgica Ossea, ou apatita biologica, ird variar entre individuos conforme sua fungao, o
metabolismo celular, a idade, dieta ¢ doengas [49,55,60,61].

O componente inorganico resiste as forcas de compressdo, enquanto que, o
componente organico confere ao osso capacidade de resisténcia as forcas de tensao [24]. A
Figura 3 mostra um tecido 6sseo (tibia) processado por desmineralizacdo e calcinagdo em que
quando desmineralizado se mostra maleavel sem se fraturar e quando a fase organica ¢
removida por calcinagdo, permanecendo a fase mineral, o osso perde a elasticidade tornando-

se fragil.

a) Tecido (tibia) sem processamento

b) desmineralizado ¢) calcinado

Figura 5: a) tecido 6sseo (tibia) sem processamento, b) processado por desmineralizagdo e c)
processado por calcinacdo. Adaptado de [61].

2.4.1 Compositos hidroxiapatita/vidros
Entre os fosfatos de célcio, a hidroxiapatita ¢ considerada a mais estavel em contato

com os fluidos corporais. O desenvolvimento de compositos de hidroxiapatita e/ou fosfato de

calcio/vidro bioativo permite a combinacao sinérgica de fases; uma fase estavel (HA) e uma
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fase reabsorvivel (vidro bioativo), melhorando a dissolugdo do sistema final aprimorando sua
resposta bioldgica [58,62].

A atividade antibacteriana dos ions Ag" é reconhecida [25,27,63,64] € bioceramicas e
vidros bioativos sdo estruturas/arcaboucos estudados como uma estratégia promissora de
liberacdo de ions terapéuticos [8,63,65,66], em acordo com a perspectiva de combinacao de
propriedades na conceituacao dos compositos.

Fatores como a composi¢ao do vidro utilizado, sua propor¢ao na mistura com a HA,
tamanho de particulas dos precursores e curva de tratamento térmico levam a formagao de
fases secundarias, seja por difusdo atomica a partir da combinagdo dos componentes, seja
como produto da decomposi¢do da hidroxiapatita ou da cristalizagdo do vidro durante o
tratamento térmico. A adi¢do de vidro promove niveis mais altos de fases secundarias no
compdsito. Alteragdes na porosidade decorrente do tratamento térmico se somam a esses
efeitos e afetardo as propriedades mecanicas e biologicas do composito formado, de maneira
que sua andlise ndo ¢ trivial. Como exemplo de substituicdo ionica, hidroxiapatita dopada
com estroncio e boratos foi obtida por Kolmas e colaboradores [67], a partir de métodos de
sintese a imido e a seco a partir de precursores contendo fosfatos, boratos e estroncio. Boro-
hidroxiapatita também foi obtida por Ternane e colaboradores [68], a partir de reagdo no
estado solido da mistura prensada de precursores contendo calcio, fésforo e boro.

Outra perspectiva ¢ a melhora da sinterabilidade e densificacdo do compdsito a partir
da adicao do vidro, permitindo ganhos de resisténcia mecanica. A formacao de novas fases
pode implicar em alteragdes de propriedades mecénicas e biologicas [58]. E relatado que o
vidro atua também como inibidor do crescimento de grdo, melhorando as propriedades
mecanicas do compoésito. Uma retracao linear do compdsito indica o vidro agindo como
auxiliar de sinterizagdo, eliminando ou minimizando a porosidade e contribuindo para a

melhora das propriedades mecanicas [69].
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste topico estdo descritos os procedimentos utilizados na preparagdo das amostras
para ensaio da bioatividade in vitro e as técnicas de caracterizagdo utilizadas antes, € apds o
ensaio. Para as caracterizagdes foram feitos: ensaio de bioatividade com medidas de pH do
SBF, analise visual dos compositos pos imersao em SBF, medidas de difracdo de raios-X
(DRX), calculo do tamanho de cristalito, espectroscopia no Infravermelho por Transformada

de Fourier (FTIR), calculo do indice de cristalinidade por FTIR e medidas de densidade.

3.1 Preparacao das amostras

As amostras de vidro borato bioativo dopados com prata foram preparadas no
Laboratorio de Espectroscopia Optica e Fototérmica (LEOF) da Universidade Federal do
Maranhdo (UFMA) - campus avancado, Imperatriz. O preparo foi realizado pelo método
fusdo/resfriamento (melt-quenching), a partir dos componentes e percentuais, apresentados
na tabela 3, em massa (% wt) e em mol. Os reagentes sao da marca SIGMA-ALDRICH, com

grau de pureza > 99,98%.

Tabela 3: Teor percentual dos componentes na amostra em massa € mol.

Componentes B20s3 P20s CaO Na20 CaF: Ag20
% wt 59,29 4,06 7,62 17,3 10,06 1,66
% mol 59,5 2 9,5 19,5 9 0,5

Todos os componentes para producdo do vidro e preparagdo dos compositos foram
pesados em balanca analitica, modelo AUW220D da marca SHIMADZU. Para producao do
vidro, ¢ realizada a calcinacao prévia do carbonato de calcio (CaCO3) a 900 °C em forno de
atmosfera a ar da marca JUNG (modelo LF0061401), em cadinho de platina, para obtengdo
do CaO. Apods a obtengdo do CaO e pesagem dos demais componentes, 0S mesmos Sao
homogeneizados em almofariz de 4gata, transferidos para um cadinho de platina e levados ao
forno para fusdo a 1100 °C, com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min. Ao atingir o patamar
de 1100 °C, o vidro permanece nesta temperatura por 90 minutos, e em seguida o cadinho ¢
agitado para homogeneiza¢ao da massa fundida e eliminacao de possiveis bolhas. Terminada
a fusdo, a temperatura ¢ elevada até 1200 °C para garantir a homogeneidade total do fundido

e melhora da fluidez, facilitando o seu verter em molde de aco inoxiddvel, previamente
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aquecido a 420 °C, temperatura proxima e abaixo da temperatura de transi¢ao vitrea. Em
seguida, o vidro ¢ desmoldado e permanece em tratamento térmico a 450 °C para reducao de
tensodes residuais do choque térmico (alivio de tensdes) por 240 minutos, com subsequente
resfriamento interno ao forno até atingir a temperatura ambiente.

As amostras de vidro foram pulverizadas em almofariz de 4gata para obtengao do po,
posteriormente classificadas por faixa granulométrica entre 77 ¢ 98 um a fim de fixar
parametros quanto a repetibilidade dos ensaios.

A HA em po, produzida a partir de calcinagdo, entre 750°C e 950°C, e moagem de
ossos de peixe, foi cedida pelo Grupo de Estudos de Fenomenos Fototérmicos, da
Universidade Estadual de Maringa (UEM), e produzida e caracterizada conforme patente de
invengdo P10506242-0 A2 de Weinand [24]. As amostras de HA foram submetidas a0 mesmo
processo de classificagdo por tamanho, executado para o vidro, com o objetivo de fixar
parametros de preparacao da pastilha de compésito.

A massa definida para cada pastilha prensada foi de 350 mg. Foi utilizada uma carga
de 4 toneladas por um periodo de 60s para uma conformacgao que permitisse manipulagdo sem
quebra das pecas, e também evitasse a fratura de pastilhas durante a prensagem, mantendo-se
referéncia a classificagdo inicial. Os compdsitos tratados a 1000 °C nas proporc¢des de 25% e
50%, em massa de vidro, foram pastilhados e levados ao forno com uma camada de HA como
material de sacrificio, sob e sobre, a pastilha para evitar a adesdo do vidro fundido sobre as
placas ceramicas. Apds a sinterizagdo, essas amostras foram desbastadas em lixas de
gramatura 1600 e 2000 para retirada da camada excedente aderida de HA e tiveram suas
dimensdes aferidas em micrometro durante e depois dos desbastes.

Na tabela 4 estdo a codificacdo e as principais caracteristicas de preparo das amostras

utilizadas no estudo.

Tabela 4: Identificagdo das amostras estudadas com sua codificacdo associada a proporcao de
vidro e HA e temperatura de sinterizagao.

Identificacido da Proporc¢ao em massa (%) Temperatura de sinterizacio
amostra vidro hidroxiapatita “0)
100VB_530 100 0 530
50VB 530 50 50 530
50VB 1000 50 50 1000
25VB 530 25 75 530
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25VB_1000 25 75 1000
100HA 1000 0 100 1000

Nao sinterizada. Compactada a
100HA 25 0 100

temperatura ambiente

As rampas de tratamento térmico foram definidas como: grupo I - aquecimento a uma
taxa de 10 °C/minuto até atingir a temperatura de 530 °C, a fim de evitar a cristalizacdo de
qualquer fracdo do vidro, € uma permanéncia nesta temperatura por 10 minutos, com
subsequente resfriamento dentro do forno; grupo II —aquecimento a uma taxa de 10 °C/minuto
até atingir 1000 °C e permanéncia nesta por 2 horas e subsequente resfriamento em forno. O
vidro borato utilizado neste trabalho, teve sua temperatura de transigao vitrea determinada por
DTA, igual a 512 °C, no trabalho de Lopes da Silva e colaboradores [27]. Para codifica¢dao
das amostras, em todos os casos, a extensao adicionada tem o mesmo significado: C (amostra
controle, tratadas termicamente na temperatura e composi¢do indicadas, para serem
caracterizadas antes da imersao em SBF), 14d (amostras imersas em SBF por 14 dias) e 28d

(amostras imersas em SBF por 28 dias).

3.2 Técnicas de caracterizacao

3.2.1 Ensaio de bioatividade e medida do pH do SBF

A preparacao de SBF necessita de uma sequéncia metddica de procedimentos, e foi
preparada seguindo rigorosamente o método de Kokubo e Takadama [53].

As amostras pastilhadas e sinterizadas tiveram suas dimensdes medidas para calculo
do volume de soluc¢ao SBF a ser utilizado durante o periodo de imersdo. O volume da solugdo

foi calculado de acordo com a equagao (5) [53].

Va
Vs = To 5

em que,
Vs: volume de SBF a ser utilizado (ml);

Va: 4rea aparente da superficie da amostra (mm?).
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As amostras foram fixadas em suportes e condicionadas em tubos, ambos de
polipropileno, de maneira que o maximo da area superficial da pastilha tivesse contato com a
solug¢do conforme Figura 4. O tubo foi fechado e colocado em banho térmico (banho-maria)

a uma temperatura de 36,5 °C mantida durante todo o periodo de imersao.

Figura 6: Foto da pastilha de composito em tubo de Falcon.

Foram analisados 2 periodos de imersdo, 14 e de 28 dias, e as amostras foram
colocadas em solugdo SBF em datas especificas, de tal forma que todas fossem retiradas dos
tubos de falcon no mesmo dia, ou seja, amostras ensaiadas em intervalo de 14 dias entram em
imersdo no 14° dia da imersao do grupo a ser ensaiado por 28 dias.

A variagdo do pH ¢ uma medida das concentragdes ioOnicas decorrentes das interagdes
(trocas idnicas) entre os materiais em teste e o SBF. Foi feita aferi¢do didria do pH da solugao
em que estavam imersas as pastilhas, e apds 14 e 28 dias de imersdo, as amostras foram
retiradas do SBF, secas ao ar, e armazenadas para caracterizagdes posteriores. Os valores de
pH foram obtidos utilizando um pHmetro microprocessado de bancada — PG1800 da marca

Gehaka, com precisao de 0,01.

3.2.1.2 Analise visual dos compositos pds imersao em SBF

A Figura 7 apresenta as imagens das pastilhas dos compdsitos 25VB e 50VB tratados
a 530 e 1000 °C, apos a imersdao em SBF nos periodos de 14 e 28 dias. A coloragdo branca
para os compositos tratados a 1000 °C ¢ natural das mesmas a partir da sua

elaboracdo/tratamento térmico, ou seja, antes da imersdo em SBF, e possivelmente ¢
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decorrente da utilizagdo de p6 de sacrificio (HA) em mesma quantidade (150 mg), colocados
sob e sobre as amostras antes da sinterizacao, a fim de evitar sua adesao a placa ceramica. As
pastilhas foram desbastadas apds a sinterizacdo e antes da imersdo, até a espessura

aproximada dos compositos tratados a 530 °C.

50VB_530_14d [ 25VB_1000 14d | 50VB_1000_14d

Figura 7: Imagens das pastilhas dos compositos 25VB 530, 25VB_1000, 50VB 530 e
50VB 1000, apds a imersdo em SBF, em periodos de 14 e 28 dias.

3.2.2 Difragao de raios — X

As radiagdes de raios-X sdo ondas eletromagnéticas que apresentam comprimento de
onda em torno de Angstron (A), da mesma ordem de grandeza das distancias interatomicas,
as quais interagem com esses atomos produzindo o fendomeno de difracdo permitindo a
identificacdo da composi¢ao do material [70]. A técnica de difragdo de raios-X (DRX) ¢é
largamente utilizada no estudo de materiais no estado solido, pois permite a determinagdo de
ordem a longo alcance na estrutura dos materiais, inerentes a natureza, tamanho e orientagao
de suas unidades basicas estruturais [71,72].

A caracterizagao por difracdo de raios-X foi realizada no Laboratoério de Difracao de
Raios-X (LDRX) da Unidade de Preparagao e Caracterizagdo de Materiais (UPCM) da
Universidade Federal do Maranhdo. As amostras em forma de pastilhas foram medidas com

passos de 0,02° durante o intervalo de tempo de 2 segundos, num intervalo angular de 10° a
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60° em 20 em um difratometro PANalytical modelo Empyrean, operando com radiacdo Cu

Ka (A= 0,15418 nm), geometria Bragg-Brentano ¢ monocromador de grafite pirolitico.

3.2.2.1 Tamanho de cristalito

A partir da largura a meia altura (FWHM), obtida utilizando o software grafico Origin
2018 e funcao Pseudo-Voigt, foi calculado o tamanho de cristalito por meio da equacao (6)
de Scherrer [73].

D= KA
~ Bcosh

(6)

Na qual, D corresponde ao didmetro médio das particulas, o valor de k ¢ uma constante
que varia em funcao do formato das particulas (k = 0,94), A ¢ o comprimento de onda da
radiagio eletromagnética (radiacio emitida pelo cobre, Aey = 1,5406 A), 0 é o angulo de

difragdo e B ¢ a largura na metade da altura do pico de difragdo (FWHM).

3.2.3 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR se baseia na interacao eletromagnética com a matéria, em que a
diferenca entre radiacdo incidente e transmitida € a energia absorvida que resultara em
movimentos de tor¢do, deformagdo, rotagdo e vibragao entre atomos nas moléculas. As
bandas caracteristicas geradas a partir da absor¢do de radiagdo infravermelha detectadas pelo
aparelho, decorrem da formagao e/ou variagdo de momento de dipolo elétrico resultante dos
momentos dipolos entre todos os 4&tomos da molécula usadas como “impressao digital” para
caracterizar o de material. A técnica exibe alta sensibilidade exigindo pequenas quantidades
de material das amostras, podendo ser utilizada também como andlise complementar a
caracterizacao por difracdo de raios-X [33,74,75].

As medidas de FTIR foram realizadas no LEOF II, por meio de um espectrometro
marca Bruker, modelo Vertex 70V. O modo de analise foi o de absor¢do, usando pastilhas de
KBr (brometo de potassio) com massa total de 200 mg em que 1% da massa ¢ do material a
ser estudado. Os pardmetros foram de 32 varreduras em uma faixa de 400 — 4000 cm™!, com
resolugdo espectral de 4 cm™! em temperatura ambiente. As medidas sdo realizadas em vacuo,

minimizando as contribui¢des atmosféricas e de umidade.

31



3.2.3.1 Indice de cristalinidade (IC) por FTIR

O indice de cristalinidade ¢ definido como um indicador quantitativo de cristalinidade,
e esta relacionado ao tamanho do cristal e ao grau de ordem dentro dos cristais [76]. O célculo
do indice de cristalinidade, a partir das medidas de FTIR, foi realizado pelo método
semiquantitativo de Weiner e Bar-Yosef [77], que utiliza o grau de resolugdo das bandas do
modo de deformagdo assimétrico (v4) de PO4>" entre aproximadamente 602 e 569 cm™. O
método fundamenta-se no fato do fosfato de calcio amorfo (FCA) possuir um largo singleto
na frequéncia de deformagdo assimétrica (v4) para o fon ortofosfato, em torno de 600 cm
[24].

Para a aplicacdo do método, procede-se a correcdo da linha base entre 450 ¢ 750 cm’!
no modo de absorbancia e mede-se a partir desta, as intensidades I; e I das vibragdes v4 (PO4
3) em torno de 602 e 569 cm™! [77]. O indice de cristalinidade (IC) ¢, entdo, obtido pela
equagao [77,78] (7):

IC=;+1L)/Iz (7)
Em que a intensidade I3 ¢ medida a partir da linha base até o vale que separa essas
duas bandas de absorc¢do [77,78]. Os procedimentos para a obtencdo destes valores no

espectro de absorbancia estdo ilustrados na Figura 8.

1.4

25VB_530_28d
IC = (I, + L)/,
12+

1.0 -

0.6 -

0.4

Absorbancia (u.a.)

I |ls [l

0.0

-0.2

45 500 550 600 650 700 750
Numero de onda (cm™)
Figura 8: Figura esquematica para as medidas das intensidades das bandas de absorc¢ao (v4) de
PO4* entre 450 ¢ 750 cm!, para o calculo do indice de cristalinidade por FTIR.
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3.2.4 Densidade (p)

A densidade ¢ uma propriedade fisica dos materiais e utilizada com o intuito de
compreender a estrutura do material, indicando, por exemplo, o nivel de porosidade interna
[58]. E representada por meio da relagio entre a quantidade de massa e uma unidade de
volume ocupada por esta massa, podendo ser expressa em quilograma por metro ctibico
(kg/m?) ou grama por centimetro cubico (g/cm?). O principio de Arquimedes, por meio da

equacao (8) [79], foi utilizado para calcular a p das amostras,

Mar

Ppastilha = * Pliquido 3

Mar — Miiquido

em que mq- ¢ massa da pastilha em ar e myuido € @ massa da pastilha imersa em um liquido de
densidade e temperatura conhecidas. O liquido usado nesse experimento foi a a4gua destilada,

Pigua = 0,99757 g/ecm® a 23 °C.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados e a discussao das caracterizagdes por:
difracdo de raios-X dos materiais precursores (hidroxiapatita e vidro borato) e dos
compositos, antes e apds a imersdo em SBF; espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier para os compositos, antes e apds imersao em SBF; e medidas de pH

durante o periodo de imersao dos materiais em SBF.

4.1 Estudo dos materiais precursores e dos compdsitos pré-imersiao em SBF

4.1.1 Difragao de raios-X dos materiais precursores

Na Figura 9 sdo apresentados: o difratograma da amostra de vidro previamente
triturado, classificado por tamanho, compactado e tratado termicamente a 530°C
(100VB_530), Figura 9a; hidroxiapatita classificada por tamanho e compactada (100HA 25),
na Figura 9b; e padrdo de difragdo correspondente a ficha padrao ICSD (Inorganic Crystal
Structure Database) n® 087670 [80], na Figura 9c.
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(c)

Hidroxiapatita_ICSD-087670

(b)

Intensidade (u.a.)

: 100H,?\725

100VB_530
1 i 1 i

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

20 (graus)

Figura 9: Difratogramas dos materiais precursores utilizados na elaboragdo de compositos e
ficha padrao de referéncia: a) 100VB_530, b) 100HA 25, ¢) ficha padrao ICSD 087670 para HA.

Para a amostra 100VB_530, verifica-se bandas alargadas e de baixa intensidade
centralizadas em ~30° e ~46° 20 , caracteristicas de vidros boratos, comprovando o carater
amorfo da mesma [15,25]. A constatacdo desta estrutura amorfa teve por objetivo a distingdo
dos grupos de amostras a serem analisadas quanto ao efeito da temperatura, desenvolvimento
de fases cristalinas e seu comportamento em ensaio de bioatividade in vitro.

O difratograma da amostra 100HA 25, previamente calcinada entre 750 °C e 950 °C
em etapa de seu processo de obtencdo, passou pelo mesmo procedimento de classificacdo dos
poOs e compactacdo das outras amostras, concorda com a ficha padrao ICSD 087670, nao
apresentando fases adicionais. A estequiometria associada a ficha indicada ¢
Cai0.132(PO4)s.958(OH)3 258 apresentando relagdo Ca/P (1,70), proxima a encontrada no estudo
do detentor da patente P10506242-0 A2 [28] e fornecedor da HA utilizada neste estudo.

A Tabela 5 relaciona algumas posi¢des 20 (graus) de picos caracteristicos de
hidroxiapatita, referenciados pela ficha padrao ICSD n° 087670, e as posigdes observadas no

difratograma da amostra 100HA 25, demonstrando concordéncia.
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Tabela 5: Angulos 26 (graus) para amostra I00HA 25 e suas posi¢des correspondentes, na ficha
padrdo ICSD 087670 de HA.

Angulo 20 (graus)
Ficha ICSD-087670 | Difratograma 100HA _25
25,88 25,89
31,78 31,81
32,20 32,21
32,92 32,95
34,07 34,09

4.1.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) dos materiais

precursores.

Na Figura 10 s3o apresentados os espectros de absor¢do no infravermelho para os
materiais precursores: Figura 10a referente a hidroxiapatita 100HA 1000 C e Figura 10b
referente ao vidro, I00VB_530 C.
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Figura 10: Espectros de FTIR dos materiais precursores, a) I00HA 1000 C e b) 100VB 530 C
com indica¢do do nimero de onda nos maximos das bandas e picos.

O espectro mostra para 100HA 1000 C, na Figura 10a, os picos caracteristicos da
hidroxiapatita em: 570,8 e 601,7 cm™ (deformacio angular antissimétrica vs de PO4*"), 962,4

cm™! (alongamento simétrico v; de PO4>), 1051,1 e 1089,7 cm™! (alongamento antissimétrico
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v3 de PO4*). Apresenta também as bandas do grupo OH" caracteristicas de hidroxiapatita em
632,6 cm™! (deformagdo O-H) e 3571,8 cm (alongamento O-H), além de um ombro
centralizado em 1466 cm™!, atribuido ao modo de estiramento assimétrico de CO3> [24,45,81].
Os difratogramas apresentados anteriormente, ¢ 0os espectros de absor¢do, confirmam uma
hidroxiapatita cristalina.

Para a amostra 100VB 530 C, espectro apresentado na Figura 10b, sdo observadas
bandas centradas em: 561 cm™', atribuida a0 modo de flexdo O-P-O; 706 cm’! atribuida a
flexdo B-O de unidades BO3; 980 cm™, 1360 cm™ e 1391 cm™, atribuidas a vibragdes dos
grupos BO4 [25,27,82]. O carater amorfo esta caracterizado por difracdo de raios-X para o
mesmo material, e os modos vibracionais identificados, associados aos grupos PO4* do
componente P>Os em menor concentragdo (2% em mol), e unidades BO; ¢ BO4 do
componente formador de rede, B.O3, em maior concentragdo (59,5% em mol) no vidro base
utilizado na formulagao dos compdsitos. Hide e colaboradores [83], em estudo sobre estrutura
e bioativide de um sistema com ampla faixa de composi¢cdo, expressa pela equagao
xB203.30Na>0.(70-x)P20s, em que 0 < x < 70% em mol, concluem que, para faixas de

concentragdes maiores de B203 (70 < x < 50%), as estruturas de boro sdo preponderantes.

4.1.3 Anélise por difragdo de raios-X (DRX) dos compositos pré-imersao em SBF

Os resultados de difratometria de raios-X para as amostras 25VB 530 C e
50VB_530_C, antes da imersao em SBF, estdo representados na Figura 11, juntamente com

a ficha padrao ICSD 87670 e o diftratograma da amostra controle 100HA 25.
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Figura 11: Difratogramas das amostras 25VB 530 C, 50VB 530 C, 100HA 25 e ficha padrao
ICSD 87670 para HA.
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Os difratogramas apresentados na Figura 11 indicam que nao houve formagao de

novas fases por reacao de estado s6lido apos prensagem e aquecimento das pastilhas a 530°C.

Os difratogramas dos compositos 25VB 530 C e 50VB 530 C indicam a presenca da

hidroxiapatita e sem grandes alteracdes com o aumento da proporcao de vidro. A Figura 12,

que ¢ uma ampliagdao da regido entre 30° e 37° 26 da sobreposi¢ao das mesmas curvas da

Figura 11, mostra que nao houve grandes alteragdes na intensidade ou deslocamento dos picos

associados a hidroxiapatita, quando comparada a seus compositos.

Intensidade (u.a.)

—— 25VB_530_Controle
—— 50VB_530_Controle
—— 100HA_25_Controle

Figura 12: Sobreposi¢ado das curvas 25VB 530 C, 50VB 530 Ce 100HA 25

20 (graus)

A partir da largura a meia altura (FWHM) e da equagdo de Scherrer [73] foi calculado

o tamanho de cristalito para o pico em torno de 31,8° 20, correspondente ao plano (hkl) =

(211) e pico de maior intensidade para as trés amostras. O processo de compacta¢ao, aumento

do teor de vidro e/ou temperatura de tratamento térmico ndo indicam alteracdes significativas

no tamanho dos cristalitos. Os valores calculados, estdo na tabela 6.

Tabela 6: Tamanho de cristalito para o pico em torno de 31,8° 26, correspondente ao plano (hkl) =
(211) e pico de maior intensidade relacionado a HA.

Amostra | Posicao 20 (graus) | Tamanho (nm)

100HA 25 31,81 52,40
25VB 530 C 31,79 54,35
50VB 530 C 31,81 53,54

Com o tratamento térmico a 1000 °C, para as composi¢des 25VB 1000 C e

S0VB_ 1000 C, mantém-se a estrutura da hidroxiapatita, confirmada por comparacdo a ficha
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padrao ICSD 87670 e ha o surgimento de nova fase, fosfato de calcio e sodio (NaCaPOs), que
concorda em ambos os compoésitos em uma série de angulos, dentre os quais, foram
destacados na tabela 7, os de maior intensidade relativos a fase NaCaPOs4 de ficha padrao
ICSD 35629 [84] e também os picos correspondentes 8 HA, de ficha padrao ICSD 87670. Os

difratogramas e respectivas fichas padrao estao representados na Figura 13.

50VB_1000_Controle
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Figura 13: Difratogramas das amostras 25VB_1000_C e 50VB_1000_C, antes da imersdo em
SBF, e fichas padrdes correspondentes as fases identificadas.

Tabela 7: Picos de maior intensidade relativos as fases HA e NaCaPO4, dentre os listados nas
suas respectivas fichas padroes, ICSD 87670 e ICSD 35629, e as respectivas ocorréncias
identificadas nos difratogramas dos compositos 25VB 1000 C e S0VB 1000 C.

20 (graus)

HA_ICSD 87670 | NaCaPO4_ICSD 35629 | 25VB_1000_C | 25VB_1000_C
31,78 - 31,82 31,78
32,20 - 32,12 32,12

- 32,58 32,60 32,58
32,92 - 33,06 32,97
- 33,08 33,22 -

- 33,67 - 33,66
34,07 - 33,81 33,97
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Para 100HA 1000 surge um pico de maior intensidade em 26 23,11° ¢ de menor
intensidade em 26,00°, 41,47° ¢ 47,21° quando comparado a 100HA 25, como ¢ mostrado na
Figura 14. Este pico mais intenso em 20 igual 23,11° ¢ coincidente com o pico de maior
intensidade da ficha padrao ICSD 15893 [85] para H3POs3 indicada como candidato, além da
fase majoritaria HA de codigo ICSD 87670. Na presenga do vidro, que contém sodio (Na), a
fase que se origina em decorréncia do tratamento térmico a 1000°C para os compoésitos
contendo 25% e 50% de vidro, ¢ NaCaPOa, como citado anteriormente. Neste caso, o evento
mais provavel ¢ a difusdo dos ions sddio presentes na fase vitrea precursora para formagao da
nova fase, como relatado por Kangasniemi e colaboradores [86]. Os difratogramas ndo
indicam picos adicionais de outras fases que poderiam ser decorrentes da decomposi¢ao

térmica da hidroxiapatita, como Ca3(PO4), CaO ou CaCOs.
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Figura 14: Difratogramas de: 100HA 1000, 100HA 25 e ficha padrao correspondente
HA ICSD 087670, ficha padrdo ICSD 15893 para H3;POs.

4.1.4 Analise por FTIR para os compositos pré-imersao em SBF

As medidas de FTIR foram realizadas a fim de verificar alteragdes decorrentes do
tratamento térmico nas diferentes temperaturas e composi¢cdes, complementando os
resultados apresentados pelas analises de difracdo de raios-X. As amostras de material para

medidas de FTIR foram obtidas raspando-se a superficie dos compositos.
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A Figura 15 apresenta os espectros para os compositos 25VB 530 Ce 50VB 530 C
antes da imersao em SBF, em que estdo indicadas as vibragdes correspondentes aos grupos

fosfato, carbonato e hidroxila, caracteristicos da HA utilizada na formulagdo dos compositos.
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Figura 15: Espectros de FTIR das amostras dos compositos 25VB_530 C e 50VB_530_C, antes
da imersdo em SBF, com destaque dos picos e bandas observados no material e identificados
como caracteristicas da HA.

Na temperatura de 530 °C ndo hé cristalizagdo para o vidro precursor e predominam
nos espectros os modos vibracionais caracteristicos da HA componente dos compositos. Para
0 composito com menor proporcao de vidro, 25VB_ 530 C, os picos caracteristicos da HA
sao mais bem definidos e de maior intensidade, quando comparados a S0VB_530 C, que tém
uma menor propor¢do de HA na sua formulagdo. Esta observagdo estd em acordo com o
calculo do indice de cristalinidade, no topico 4.3. As atribuigdes para os picos e regides

destacadas na Figura 15, estdo listadas e referenciadas aos compositos, na Tabela 8.
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Tabela 8: Atribuicdes dos modos vibracionais destacados na Figura 15 e nimero de onda de suas
ocorréncias para os compositos 25VB 530 Ce 50VB 530 C.

Centro da banda/pico (cm™)
Atribuicoes Referéncias
25VB_530_C S0VB_530_C
(02 - POS) 474,45 472,52
570,88 570,88
(04 - PO4)
601,74 603,67
(01 - PO4) 962,40 962,40
1047,26 1037,62
(03 - PO4") 1053,05 1047,26 [13,24,87]
1091,62 1089,69
(uL- OH") 632,60 632,60
(vs - OH") 3571,89 3571,89
1415,64 1413,71
(03 - CO32')
1456,14 1460,00
(v1 - PO+* ) modo de estiramento simétrico, ndo degenerado; (v2 - PO4* ) modo de
deformagdo, duplamente degenerado; (vs - POs* ) modo de estiramento assimétrico,
triplamente degenerado; (v4 - PO4> ) modo de deformacdo, triplamente degenerado; (vr -
OH" ) modo de deformagcdo; (vs - OH™ ) modo de estiramento; (v3 - CO3* ) modo de
estiramento assimétrico.

Os grupos quimicos de uma hidroxiapatita estequiométrica (Caio(PO4)s(OH)2) sdo
PO.s* e OH™ [19], e a ocorréncia de picos de baixa intensidade na regido entre 1300 e 1600
cm’! sdo atribuidos a0 CO3*. Weinand [24], relata que tais ocorréncias podem corresponder
a dioxido de carbono adsorvido na superficie durante o manuseio € armazenamento, e¢/ou
provenientes da incorporagdo de carbonatos na estrutura da HA, durante a calcinagdo/etapa
do processo de obtencao da HA a partir de ossos de peixes, que € precursora nos compositos
estudados.

Para o compésito SOVB_ 530 C, foi detectada uma banda larga centralizada em 3436

cm’!, atribuida a 4gua (H20) adsorvida da atmosfera, possivelmente devido ao
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acondicionamento da amostra apds sua preparagao. Os resultados de FTIR nao indicaram a
presenca de outros grupos funcionais associados a outras fases, que ndo a hidroxiapatita, e
que poderiam ser decorrentes do tratamento térmico ou compactagdo do compdsito, estando
em acordo com a difracdo de raios-X para as mesmas amostras.

Na Figura 16 sao apresentados os espectros de FTIR para os compositos
25VB 1000 C e 50VB 1000 C, amostras antes da imersao em SBF, com destaque para as

principais atribuigdes.

3 ——25VB_1000_C
PO4 —— 50VB_1000_C
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500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
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Figura 16: Espectros de FTIR das amostras dos compdsitos 25VB 530 Ce 50VB_530_C, antes
da imersdo em SBF, com destaque das atribuigdes a picos e bandas observados.

Os espectros de FTIR da Figura 16 indicam alteragdes atribuidas a substitui¢des
i0nicas, decorrentes do tratamento térmico, em ambos os compositos. Nao estdo presentes os
modos vibracionais de OH", caracteristicos da HA, em 632 cm” e 3571 cm™ para
25VB_1000_C. Para o compoésito 50VB_1000_C foi identificado um ombro em 638 cm™ e
auséncia do modo vibracional em 3571 cm™'. Também sdo identificados modos vibracionais
centrados em 1932 cm™ e 2005 cm™ em ambos os compésitos, e atribuidos a alongamento
antissimétrico em grupos BO> (v2— BO»)). As atribui¢des a flexdo simétrica de BO3* (v2 -
BO53*) e alongamento antissimétrico de BO3* (v3 - BO3¥), aparecem respectivamente em
742,5 cm™ e 1260 cm™!, para ambos os compositos; apresentando-se mais bem definidas em

50VB_1000 C.
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A auséncia dos modos vibracionais da hidroxila e a identificagao dos grupos borato
relacionados, indicam que os mesmos estariam incorporados a estrutura da HA, por meio de
substitui¢des idnicas, como resultado da presenca do vidro borato e da temperatura de
sinterizagao.

Ternane e colaboradores [68], em estudo com diferentes razdes fosforo/boro (P/B),
com o objetivo de caracterizar a introducao de boro em HA, argumentam que as substituigdes
ocorrem com grupos BO» em locais de OH™ e grupos BOs* em locais de PO4*, causando
alteragdes nos parametros de rede da hidroxiapatita. Em outro estudo, do sistema CaO-P>0Os-
B>O3, Ternane e colaboradores [88], caracterizam um campo monofasico de uma
oxiboroapatita, com suas atribui¢des nos espectros FTIR e Raman, e indicam os mesmos tipos
de substitui¢des [(BO2)” = OH ] e [(BO3)* = (PO4)*]. Caracterizacdes estruturais também
foram realizadas por Barheine e colaboradores [89] em estudo sobre fosfatos de calcio
contendo boro.

Um pico bem definido em 710 cm™ para 50VB_1000_C e um ombro centralizado em
716 cm para 25VB_1000_C, podem ser atribuidos a flexdo B-O de unidades BOs do
componente vidro precursor, que na amostra 100VB_530, apresenta banda centralizada em
706 cm’! para a mesma atribuigdo [27,82,90].

Os grupos fosfato e carbonato comumente associados a HA também foram
identificados e suas atribui¢cdes estdo relacionadas na tabela 9, que traz também outras
referéncias da literatura para frequéncias vibracionais de grupos borato na estrutura da HA.

Conforme apresentado no topico 4.1.3, os difratogramas confirmam que a estrutura
cristalina dos compositos € apatitica e os espectros de FTIR indicam alteragdes/substitui¢des

16nicas nessa estrutura.

Tabela 9: Atribuigdes dos modos vibracionais destacados na Figura 16 ¢ nimero de onda de suas
ocorréncias para os compo6sitos 25VB 1000 C e 50VB 1000 C.

Centro da banda/pico (cm™) Literatura
Atribuicdes .
25VB_1000 C | 50VB_1000 C (cm™) Referéncia
565,1 561,2 556 - 573
(vs - POS)
605,6 605,6 596 - 603,7
[24,87,91]
(v - OH") Nao detectada Ombro em 638 627 - 646
Flexao B-O-B* 716 710 691 - 717 [27,82,90]
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(v2- BOs®) 742,5 742,5 744 - 787 [7,68,89,92]
(01 - PO4) 954,68 958,54 952 - 984
1012,54
1035,69 [24,91,93]
(03 - PO4) 1033,8 1015 - 1165
1058,8
1070,4
(v3 - BOs*) 1260 1260 1204 - 1374
1471,6 1442,6 [7,68,88,89,92]
(v3 - COs™) 1383 - 1487
- 1471,6
(v2—BO»?) 1932,5 2005,8 1932 -2003 | [7,68,88,89,92]
(vs - OH") Nao detectada Nao detectada | 3534 - 3574 [24,87,91]

(v1 - PO4* ) modo de estiramento simétrico, nio degenerado; (vs - PO+ ) modo de
estiramento assimétrico, triplamente degenerado; (v4 - PO4>") modo de deformacio,
triplamente degenerado; (v - OH™ ) modo de deformagao; (vs - OH™ ) modo de
estiramento; (v3 - CO3* ) modo de estiramento assimétrico; * Flexdo B-O-B de unidades
BO;3, (v2 - BO3*) flexdo simétrica de BOs; (v3 - BOs®") alongamento antissimétrico de
BOs*; (v2 — BO»") alongamento antissimétrico de grupos BO»"

4.2 Estudo dos compdsitos pés-imersao em SBF

4.2.1 Medidas de pH no SBF

A Figura 17 mostra o grafico de pH das amostras durante a imersdo na solugdao de SBF
no intervalo de 28 dias, em que tiveram pH e temperatura monitorados em intervalos de 24
horas.

O valor do pH inicial da solu¢cao SBF, com todas as amostras imersas, foi de 7,56.

Alteragdes no pH resultam de trocas i6nicas a partir da dissolugdo de ions presentes
no vidro, por exemplo Na®, Ca*, B" e consumo de ions PO4>" da solugdo para formacdo de
HA. Para o vidro borato, quando comparado a um vidro silicato, uma conversdo ou
degradagdo mais répida do vidro, leva a um consumo mais rapido de ions PO4> da solugio e,

portanto, a um aumento mais rapido do pH da solugao [12,94,95].
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A variagao do pH na amostra SOVB_ 530, foi a maior, de 7,56 para 8,63, mostrando
maior troca idnica com a solugao. Os compositos tratados a 530°C tém valores de pH médio,
no patamar de estabilidade, maiores conforme a propor¢ao de vidro aumenta, 8,83 e 8,43 para
50%VB e 25%VB respectivamente e atingem um patamar de estabilidade mais rapidamente
do que a amostra 25VB_1000. O comportamento do pH em relagdo a propor¢ao de vidro
permanece nos compositos tratados a 1000 °C, mas em ambas as proporc¢des, 50% e 25%,
estdo em um patamar mais baixo, 8,53 e 8,35, devido ao desenvolvimento de novas fases
nestes compositos. Dentro de uma proposta de degradacdo “controlada”, a partir da
estabilidade da HA e reabsor¢do/degradacdo do vidro bioativo, o compdsito 25VB 1000
interage mais lentamente, quando comparado aos demais compositos, atingindo o patamar de
estabilidade no décimo sexto dia. Quanto a agdo terapéutica relacionada a liberacdo
controlada de ions Ag", foi possivel identificar a partir da andlise dos difratogramas, a

presenga do AgCl apenas nos compdsitos SOVB_530 apos 28 dias de imersao.
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Figura 17: Evolugdo do pH para tratamento em SBF durante periodo de 28 dias. O pH inicial ¢
referente a leitura no momento da imersdo e o primeiro resultado apos 24 horas de imerséo.

4.2.2 Andlise por difragdo de raios-X (DRX) dos compositos pos-imersao em SBF

As medidas de difragdo foram realizadas sobre a superficie das amostras em todos os
casos. Para o composito SOVB 530 28d, a degradacdo apds imersdo em SBF foi mais

acentuada e a peca colocada no porta-amostra para realizagdo da medida, de menor dimensao
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quando comparada as demais pastilhas em suas medidas. Neste caso especifico, foi
aumentado o tempo de medida em relagdo as outras amostras.
Os resultados de difratometria de raios-X, ap6s imersao em SBF, para os compdsitos

25VB_ 530 C sao apresentados na Figura 18.
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Figura 18: Difratogramas das amostras 25VB_530_C, antes da imersdo; 25VB_ 530 14d e
25VB 530 28d e ficha padrao ICSD 087670 para HA.

Na Figura 18, os difratogramas confirmam a estrutura apatitica dos compodsitos
25VB 530, apo6s imersdao em SBF, para os periodos de 14 e 28 dias e também que ndo ha
surgimento de fase adicional e mudancas no perfil dos difratogramas apos a imersao. Como
j& relatado em 2.2.2 a estrutura apatitica ¢ bastante flexivel e segundo Wopenka e
colaboradores [19], podem ocorrer substitui¢gdes iOnicas na rede da apatita sem grandes
distor¢des na sua estrutura, como por exemplo apatitas dsseas caracterizadas por difragcdo de
raios-X e relatadas na literatura como HA, mas que na verdade sao ausentes de hidroxila.

Na Figura 19, sdo apresentados os difratogramas dos compdsitos SOVB 530 C apos
imersdo em SBF por periodos de 14 e 28 dias e fichas padrao ICSD 87670 e ICSD 64734 [96]
respectivamente para HA e AgCl.
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Figura 19: Difratogramas das amostras 50VB_530 antes e apds a imersdo em SBF e as fichas
padrao para HA (ICSD 87670) e AgCl1 (ICSD 64734).

Os difratogramas dos compositos SOVB_530, antes e apos a imersdo, confirmam a
manutencao da estrutura apatitica do material. Identificou-se ainda, ap6s a imersdo em SBF,
picos associados ao Cloreto de Prata (AgCl), de ficha padrao ICSD n°® 64734, localizados em
27,85°,46,19° 54,85°¢ 57,48° 20. Em 32,26° 20 hé sobreposi¢do com o pico da hidroxiapatita.

Os dados de variagdao do pH, discutidos no tépico 4.2.1, sdo indicativos de trocas
10nicas entre amostras € o SBF, e o mecanismo para precipitacdo do cloreto de prata decorre
da interagdo dos ions de Cl" da solu¢do SBF com ions Ag" provenientes da degradagio do
vidro [2,67]. Nao foram identificados picos associados ao AgCl ou Ag nas outras formulagdes
de compdsitos em qualquer temperatura.

Na figura 20, uma ampliagdo das regides 260 que compreendem picos proximo a 25,8°
e entre 31 e 35° 20, associados a HA, permite melhor visualizar alteragdes no perfil dos

difratogramas conforme o tratamento em SBF evolui em tempo.
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Figura 20: Ampliagdo da regido 20 de picos associados a HA para os grupos de compdsitos
tratados a 530°C com25% e 50% de substituigdo em vidro, antes ¢ apds a imersdo em SBF.

Conforme defendido por Londofio-Restrepo e colaboradores [97], o perfil do
difratograma, quando tratamos da largura a meia altura, indica o tamanho do cristalito, mas
ndo definitivamente o quanto ¢ cristalino o material. Wopenka e colaboradores [19]
argumentam que: essencialmente, quanto mais estreitos os picos no padrdo de difracdo de
raios-X, maior ¢ comprimento de continuidade dos planos atdmicos e maior ¢ o tamanho do
cristalito e desta forma, a medida que o tamanho do grao, ou cristalito, se torna menor, seria
refletido em uma ampliagdo dos picos de difracdo. A partir dessa perspectiva, ndo seria correto
afirmar, neste caso, que as amostras, apds imersdao em SBF, s3o menos cristalinas do que as
amostras controle. Novos graos ou particulas de dimensdes nanométricas devem ter se
formado a partir da degradacdo/trocas i6nicas do vidro com o meio somando-se a
hidroxiapatita precursora.

Como j4 abordado no topico 2.3, da conversdo dos vidros boratos em HA, ions Ca**
provenientes do vidro reagem com PO4* da solugdo para precipitar fosfato de calcio amorfo
e/ou cristalino. Admite-se a fase amortfa, fosfato de célcio amorfo, como precursora da fase
cristalina em estudos in vitro e presente no tecido 6sseo com funcionalidade no metabolismo,
como fase reversivel indo do estado amorfo a cristalino e vice-versa [98—101]. As alteragoes
do pH do meio durante o tratamento em SBF comprovam as trocas idnicas, assim como
relatado em trabalhos anteriores, como os de Silva e colaboradores [26] e Alves e
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colaboradores [82], que utilizaram a mesma base vitrea ou muito proxima desta e sua
conversao em hidroxiapatita.

Os difratogramas para o compdsito 25VB 1000, ap6s imersdao em SBF por 14 e 28
dias estdo apresentados na Figura 21 e indicam a presenga apenas de hidroxiapatita associada
a ficha padrao ICSD 87670. A fase adicional NaCaPOs de ficha padrao ICSD 35629, presente

apenas na amostra controle, ndo ¢ identificada nas amostras, apos 14 e 28 dias de imersao.
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Figura 21: Difratograma das amostras 25VB_1000 antes e apds imersdo em SBF e fichas padrao
para HA de codigo ICSD 87670 e NaCaPOs de codigo ICSD 35629.

Na Figura 22, sdo apresentados os difratogramas para os compdsitos SOVB_1000
antes e apos imersdao em SBF, e as respectivas fichas padrdo associadas, ICSD 87670 para

HA ¢ ICSD 35629 para NaCaPOs.
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Figura 22: Difratograma das amostras S0VB_1000 antes e ap6s imersao em SBF e fichas padrao
para HA de cédigo ICSD 87670 e NaCaPO4 de codigo ICSD 35629.

Os difratogramas indicam fase majoritaria de HA antes e ap6s imersdo em SBF. Para
a amostra S0VB_1000 C, foram destacadas concordancias para picos de NaCaPOq listados
anteriormente na tabela 7, e na Figura 22, referenciada na posicao 23° 20 mais marcante. Apds
a imersdo, os picos associados a NaCaPO4 diminuem de intensidade ou desaparecem,
indicando a degradacdo da fase NaCaPO4 em SBF.

O angulo associado a NaCaPOq e destacado na Figura 22, tém pequeno deslocamento
a esquerda com a evolugdo do periodo de imersao, localizando-se antes da imersdao em 23,11
©20, e em 22,93° e 22,83° 20, respectivamente, para 14 e 28 dias de imersao.

A fase NaCaPO4 aos 28 dias de imersdo surgiu como segundo candidato na pesquisa

ao banco de dados, ja que a fase principal indicada nao suprimiu 100% dos picos.

4.2.3 Andlise por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier para os

compdsitos pos-imersdo em SBF

A Figura 23 apresenta os espectros de absor¢ao para os compositos 25VB 530 C apos
a imersao em SBF, para os quais estdo identificados os grupos caracteristicos da HA utilizada

na elaboragdo dos compositos.
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Figura 23: Espectros de absor¢do para amostra 25VB 530 C, antes ¢ ap6s imersdo em SBF, em
periodos de 14 e 28 dias.

A partir das analises dos valores de niumeros de onda das atribuigdes inseridos na
tabela 10, € possivel verificar que ndo ocorrem alteragdes significativas nas posigoes das
bandas ou picos apos a imersao.

As posicdes e atribuicdes dos modos vibracionais identificadas nos espectros, para os

diferentes periodos de imersao, estdo na tabela 10.

Tabela 10: Atribui¢oes das principais bandas de absor¢do do compdsito 25VB 530, antes e apos
a imersao em SBF.

Centro da banda/pico (cm™)
Atribuigodes Referéncias
25VB 530 C 25VB 530 14d 25VB 530 14d
(02 - PO4*) 474,45 472,52 472,52
570,88 570,88 570,88
(vs - PO4>")
601,74 601,74 601,74
(v1 - PO4) 962,4 962,4 962,4 [20,24,87]
1047,26
1047,26 1051,22
(v3 - PO4>") 1053,05
1091,62 1091,62 1091,62
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(oL - OH") 632,6 632,6 632,6

(vs - OH") 3571,89 3571,89 3571,89
1415,64 1415,64 1415,64
(03 - COsz')
1456,14 1458,07 1458,07

(v1 - PO4*" ) modo de estiramento simétrico, ndo degenerado; (v2 - PO4>" ) modo de
deformacdo, duplamente degenerado; (vs - PO+> ) modo de estiramento assimétrico,
triplamente degenerado; (v4 - PO4*" ) modo de deformagio, triplamente degenerado; (v -
OH" ) modo de deformacio; (vs - OH™ ) modo de estiramento; (v3 - CO3* ) modo de
estiramento assimétrico.

Independente da temperatura, 530 °C ou 1000 °C, os compositos com 50% em vidro
apresentaram satura¢do na regido entre 1000 e 1100 cm™ (alongamento antissimétrico de
PO4*) nas medidas pos-imersdo em que utilizamos 1% de material em KBr. As medidas
foram refeitas, utilizando-se 0,5% de material.

A Figura 24 apresenta os espectros de FTIR para os compositos SOVB 530 C apoés a

imersdo em SBF.
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Figura 24: Espectros de absor¢do para amostra SOVB 530 C, antes e ap6s imersdo em SBF, em
periodos de 14 e 28 dias, com destaque dos grupos quimicos em suas respectivas regioes.
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Na Figura 24, as atribui¢des identificadas, estdo associadas a HA, em qualquer periodo
de imersao, mostrando-se mais intensos na amostra S0VB 530 14d, quando comparada a
amostra controle e amostra imersa por 28 dias. A razdo poderia ser a deposi¢ao de camadas
alternadas de fosfato de calcio amorfo, sua cristalizagdo, nova formacao de fosfato de calcio
amorfo e sua cristalizacao ao longo dos periodos de imersao, indicando a biaotividade do
material e a alternancia no perfil dos espectros, para os diferentes periodos de imersao. Sabe-
se que ambos os precursores sdo bioativos e que a conversao de vidros boratos em HA ¢ mais
rapida que do que em vidros silicatos. Os resultados de pH, topico 4.2.1, indicam uma rapida
alteracdo e estabilidade do pH, ja nos 3 primeiros dias de imersdao em SBF para S0VB_530 ¢
aos 5 dias de imersdo para S0VB_1000.

A tabela 11 reune os valores de nimeros de onda das atribui¢des identificadas nos

espectros das amostras SOVB_530, para os diferentes periodos de imersao.

Tabela 11: Atribuicdes das principais bandas de absor¢do do compoésito SOVB 530, antes e apos
a imersdo em SBF.

Centro da banda/pico (cm™)
Atribuigdes Referéncias
50VB_530 C 50VB_530_14d 50VB_530 14d
572,8 572,8 570,8
(vs - POS")
601,7 603,6 603,6
(v1 - PO4) 962.,4 962.,4 962,4
1049,1 1049,19 1049,19
(v3 - PO4>") 1058,8 1060,7 1089,6
[20,24,87]
1091,6 - -
(uL-OH") 632,6 632,6 632,6
(vs - OH") 3571,8 3571,8 3571,8
1410 1415 1413
(03 - COs™)
1463 1465 1465
(v1 - PO4* ) modo de estiramento simétrico, ndo degenerado; (v2 - PO4* ) modo de
deformacio, duplamente degenerado; (vs - PO4> ) modo de estiramento assimétrico,
triplamente degenerado; (v4 - POs* ) modo de deformagio, triplamente degenerado; (vL -
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OH") modo de deformagcdo; (vs - OH™ ) modo de estiramento; (vs - CO3>" ) modo de
estiramento assimétrico.

Para os compésitos 25VB 1000 C apds imersao em SBF, apresentados na Figura 25,
surge um ombro centralizado em 848 cm™!, adicionalmente aos grupos ja identificados para
amostra pré-imersdo. A vibracdo em 848 cm! ¢ atribuida por Rojas e colaboradores [102], ao
alongamento B-O de BO4™ em grupos tri, tetra e pentaborato. Apds a imersao em SBF, a regido
com uma banda centrada em 1033,8 cm™' deriva-se em picos posicionados em 1018 cm,
1035 cm™ e 1060 cm! também atribuidos aos grupos fosfato, modo de estiramento
assimétrico (v3 - PO4>").

Vyi
7/

25VB_1000_28D
—— 25VB_1000_14D
PO, —— 25VB_1000_C

Absorbancia (u.a.)

/ L
7/

T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 3500 4000
Numero de onda (cm™)

Figura 25: Espectros de absor¢do para amostra 25VB 1000 C, antes e apds imersdo em SBF,
em periodos de 14 e 28 dias, com destaque dos grupos quimicos em suas respectivas regioes.

Para as amostras com 14 e 28 dias de imersao, distinguem-se nitidamente vibracdes
em 721 cm™, 744 cm™ e 783 cm’! atribuidas a flexdo simétrica em BOs3~, anteriormente
identificada em 716 cm™. Para os mesmos periodos de imersdo, os picos 1932 cm™ e 2005
cm’! atribuidos a BOy™ ficam mais nitidos e intensos. Como relatado anteriormente, as
vibragcdes identificadas para os grupos borato estdo relacionadas a incorporagdo dos mesmo
na estrutura da apatita, resultado numa boroapatita com substitui¢cdes idnicas nos locais de

PO+ ¢ OH" da hidroxiapatita precursora [7,68,89,92].
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Na Figura 26 sao apresentados os espectros FTIR para o compésito SOVB 1000 C

antes e apds a imersao em SBF.

/L
7/

—— 50VB_1000_28d
—— 50VB_1000_14d
—— 50VB_1000_C

Absorbancia (u.a.)

/L
T 7/

T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 3500 4000

Numero de onda (cm™)

Figura 26: Espectros de absorc¢ao para amostra 5S0VB_1000_C, antes e apds imersdo em SBF,
em periodos de 14 e 28 dias, com destaque dos grupos quimicos em suas respectivas regioes.

Os espectros de absor¢do apresentados na Figura 26, para os compositos
50VB 1000 C, indicam que ap6s a imersao em SBF, o perfil fica mais bem definido, assim
como ocorreu em todos os compodsitos pos imersao em SBF. O estreitamento dos picos em
qualquer caso, indica um aumento da cristalinidade do material.

Para as amostras com 14 e 28 dias de imersdo, a vibragdes identificadas
respectivamente em 710 cm™! e 742,5 cm™! na amostra controle, deslocam-se para 721 cm™! e
744 cm’!, ainda na mesma regido atribuida a flexiio simétrica em BO3*" Para os mesmos
periodos de imersdo, os picos 1932 cm™ e 2005 cm™! atribuidos a BO>™ ficam mais nitidos e
intensos. O ombro em 638 cm™! para a amostra controle e atribuido a hidroxila da HA,
desaparece apoOs a imersao em SBF, para ambos os periodos de 14 e 28 dias.

A regido atribuida ao modo de estiramento assimétrico triplamente degenerado (1000
cm™ a 1100 cm™), antes com uma banda centralizada em 1043 cm™! para a amostra controle
(50VB_1000_C), apresenta picos distintos em ambos os periodos de imersdo (14 e 28 dias).
Para 50VB 1000 14d sdo identificados maximos em 1014 cm™ e 1054 cm' e para
50VB_1000 28d, maximos em 1004, 1016, 1029, 1045, 1060, 1074 ¢ 1091 cm™'.

Da mesma forma que para os compdsitos 25VB 1000 _C, os espectros dos compositos

50VB 1000 C imersos em SBF, demonstram a auséncia dos modos vibracionais da hidroxila
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caracteristica da HA, e a presenca dos modos vibracionais de grupos boratos que podem
caracterizar uma boroapatita.

Os modos vibracionais identificados neste estudo para os grupos boratos, também
estdo presentes para uma oxiboroapatita caracterizada por Ternane e colaboradores [88].
Jillavenkatesa e colaboradores [103], identificaram nos espectros de FTIR para fosfato
tetracalcico (C4P20y), banda forte em 1015 cm™ e bandas fracas em 1035cm™ e 1049 cm™
que poderiam estar correlacionadas com divisio do modo fundamental v; — PO4>". Como
apresentado no tépico 2.2.2, fosfato tetracalcico ¢ relatado como um possivel produto da
decomposicdo da HA em tratamento térmico, mas no caso deste estudo, ndo foram
identificadas por difracdo de raios-X, fases adicionais ao NaCaPO4e HA.

A estrutura apatitica dos compositos foi caracterizada por difracdo de raios-X e as
auséncias de vibragdes OH", presenca dos grupos fosfatos caracteristicos da HA, além dos
grupos borato (em todos os casos identificadas por FTIR) indicam uma boropatatita para os
compdsitos tratados a 1000 °C [7,68,89,92]. Demonstram também que somente a analise por

difragdo de raios-X, nao ¢ suficiente para caracterizar uma hidroxiapatita.

4.3 Indice de cristalinidade por FTIR

O indice de cristalinidade (IC) foi calculado pelo método semiquantitativo de Weiner
e Bar-Yosef [77], conforme descrito no topico 3.2.3.1. A Figura 27 apresenta os valores

calculados para o indice de cristalinidade.

75
—m— IC_FTIR_25VB_530
7.0 4 —A— IC_FTIR_50VB_530
' —v— IC_FTIR_50VB_1000

Q 6.5 . . —@ IC_FTIR_25VB_1000
§ 6.0 A
S . &
£5%7
©
% 5.0
|
O 45+
] v
o 4,0
s v .
T35
s v L

3,0 -

[ 4
2,5 : . :
c 14d 28d

Periodo de imersao em SBF

Figura 27: Efeito da imersdo em SBF, nos periodos de 14 ¢ 28 dias, sobre a cristalinidade da HA
nos compositos 25VB e 50VB tratados a 530 °C e 1000 °C.
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Observa-se que o IC para os compositos tratados a 530 °C, onde ndao houve
desenvolvimento de fases adicionais a HA, s3o maiores que os indices calculados para os
compositos tratados a 1000 °C, onde estdo presentes as fases cristalinas HA e NaCaPO4. O
calculo do IC utiliza o grau de resolug¢ao das bandas do modo de deformagao assimétrico (v4)
de PO4>" entre aproximadamente 602 e 569 cm™!, caracteristicas da HA nesta regido.

Em ambas as temperaturas, 530 °C ¢ 1000 °C, os compo6sitos com maior propor¢ao de
HA na composicao, tém IC maiores para as amostras controle (antes da imersao). Em SBF,
os compdsitos tratados a 1000 °C, mostram uma tendéncia de aumento da cristalinidade nos
dois periodos de imersao analisados, em acordo com o relatado na literatura para uma
conversao do vidro bioativo em HA, no ensaio de bioatividade in vitro [25]. Os espectros de
FTIR de 25VB_1000 ¢ 50VB_1000 como um todo, apos a imersdo em SBF, também mostram
alteragdes para uma melhor definicdo de picos e bandas. Os compositos tratados a 530 °C
mostram também variagdes no IC, oscilando entre um aumento ¢ diminui¢do na sua
magnitude nos diferentes periodos de imersdo, que também mostram concordancia com os
seus respectivos espectros de FTIR como um todo. Também ¢ relatada essa possivel alteragao
da cristalinidade ao longo de diferentes periodos de imersao a partir de formagao de camadas
sobrepostas de HA e de diferentes graus de cristalinidade, a partir da degradagdo do vidro no

ensaio de bioatividade in vitro [27,82,90].

4.4 Densidade

A difusdo atomica, formacdo de fase liquida preenchendo vazios pré-existentes na
conformagdo das pastilhas e/ou formacao de novas fases, a partir de diferentes temperaturas
de tratamento térmico, sdo fatores que podem interferir na relagdo massa/volume de um
material, resultando em mudangas nos valores de densidade [69,104,105].

A figura 28 apresenta os resultados de densidade dos compositos, do vidro e da HA

tratados a 530 °C.

57



o 530°C
—— Guia para os olhos

—

2,75

Densidade (g/cm®
g
1

2,25+

T T T T
0%VB 25%VB 50%VB 100%VB
Proporgao de vidro dos compésitos

Figura 28: Resultados de densidade em 530 °C para os compdsitos nas diferentes proporgdes de
vidro e hidroxiapatita; da pastilha de 100% HA (indicada por 0%VB) e da pastilha 100% vidro
(0%HA).

A medida que a propor¢io de vidro aumenta nos compoésitos tratados a 530 °C, a
densidade diminui, o que estd de acordo com uma densidade menor para o vidro puro
(aproximadamente 18%) quando comparada a HA pura. Esta redu¢do ndo ¢ inversamente
proporcional. Os valores de densidade encontrados para 25% e 50% em vidro sdo menores do
que os valores para uma média ponderada em relagdo proporcao/densidade de seus
componentes, € neste caso poderia estar ocorrendo uma retengdo de vazios/porosidade no
interior das pastilhas [106]. Como ja apresentado no topico 4.1.1 para difragdo de raios-X dos
materiais precursores, a Unica fase cristalina identificada ¢ de HA, ndo ocorrendo fases
adicionais decorrentes do tratamento térmico a 530 °C, que poderiam estar acompanhadas de

expansdo volumétrica.

4.5 Analise de variacao dimensional

Segundo Knowles e colaboradores [69], o vidro também atua como inibidor do
crescimento de grao, melhorando as propriedades mecanicas do compdsito. Uma retragdo
linear do compdsito indica o vidro agindo como auxiliar de sinterizagdo, contribuindo para a
melhora das propriedades mecanicas [58].

O diametro inicial de 13 mm, considerado para todas as amostras, foi o diametro
interno do pastilhador. A tabela 13 retine a média das variagdes no didmetro das pastilhas
apos a sinterizagdo para as diferentes amostras.
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A variacao linear foi calculada em relagdo ao diametro antes (/o) € ap6s a sinterizagao

(1) pela expressao

%L =|=2| x100%
Tabela 12: Varia¢do linear na maior dimensdo.

Amostra Diametro ap0s a sinterizagao (mm) (x0,001) | Variagao linear
100VB 530 C 11,967 7,9%
50VB 530 C 12,896 0,8%
25VB 530 C 12,939 0,5%
50VB 1000 C 12,207 6,1%
25VB 1000 _C 12,261 5,7%
100HA 1000 _C 12,676 2,5%

E possivel verificar uma maior variagdo na retragio com a elevagdo da temperatura de
tratamento térmico. Amostras 100% vidro tiveram a maior retragao linear, em média 7,9%
para o grupo tratado a 530 °C. Para os compdsitos com 25 e 50%, em massa de vidro, e
tratados a 530 °C, a retragdo linear ¢ em média 0,5% e 0,8% respectivamente. Para a
temperatura de 1000°C a variagdo € mais significativa e maior para uma maior propor¢ao de
vidro: os compdsitos S0VB 1000 com retragdo média de 6,1% e os compdsitos 25VB_1000
com retragdo média de 5,7%. A HA pura tratada a 1000 °C apresentou retracdo média de
2,5%.

A figura 29 apresenta a imagem do vidro precursor (100VB_530) e dos compositos
25VB 530 Ce50VB 530 C,naqual € possivel notar uma variagdo nos diametros conforme
o percentual de vidro diminui. As amostras foram aproximadas apos a sinterizagdo, para

registro da fotografia.

Figura 29: Imagens apo6s a sinterizag¢do a 530 °C, para: a) 100VB_530 C, b) 25VB 530 Cec)
50VB_530 _C.
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5. CONCLUSAO

Ficou demonstrada flexibilidade da rede estrutural da apatita, por meio de
substitui¢des 10nicas em sua estrutura, em consequéncia do tratamento térmico e da presenca
do vidro. As caracterizagdes ndo indicam formagao de fases relatadas na literatura como
indesejaveis estruturalmente, devido a problemas de expansibilidade como CaO, que se
converte em Ca(OH)> e também B-TCP, a-TCP ou a'-TCP que tém propriedades interessantes
de solubilidade, mas ndo necessarias ou desejaveis nesta elaboracdo. A presenca do cloreto
de prata ap6s 28 dias de imersao nos compositos contendo 50% de vidro e tratados a 530 °C
¢ positiva quanto a uma retencdo e liberacdo controlada no meio, dos ions prata. Os
compodsitos tratados a 1000 °C indicam a presenca de grupos PO4* caracteristicos da apatita,
bem como COs* e grupos boratos indicando uma estrutura mais suscetivel a substituigdes
ionicas e mais semelhantes estruturalmente ao mineral 6sseo, que se apresenta como uma
hidroxiapatita ndo estequiométrica, deficiente em célcio, e suscetivel a substituigdes. Os
compdsitos tratados a 1000 °C produziram um novo material, com estrutura que se assemelha
a uma boroapatita. A estabilidade da HA precursora combinada com a degradagao/interagao
do vidro demonstrada pelas variagdes de pH, ¢ também um dos objetivos do material como
substrato reabsorvivel, que possa induzir a mineralizacdo in vivo. A utilizagdo de
hidroxiapatita em proporcdes massicas elevadas na composicdo, possivelmente sobrepde as
caracteristicas que a identificam, sobre resultados de uma nova camada formada, mas as
trocas i0nicas indicadas pelas variagdes em resultados de pH, alteracdes dos perfis dos
espectros de absor¢do e variagdes na cristalinidade da fase HA apds a imersao em SBF,
indicam a formacao de HA nos compdsitos pos-imersao em SBF; além do fato de que ambos

0s materiais precursores sao bioativos.
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