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O perigo de infecdo apds cirurgia de implante tem estimulado investigacoes
sobre as potenciais propriedades antimicrobianas de vidros bioativos. O
presente trabalho teve como objetivo produzir vidros e vitroceramicos
bioativos, que, para além de promoverem a regeneragdo do tecido 6sseo,
possam destruir localmente de uma forma eficaz invasores patogénicos por
libertacdo de um agente antibacteriano de uma forma controlada e continua.
Um vidro de composi¢gdo molar 25,43% SiO2 : 32,68% CaO : 10,89% P20s :
31,00% MgO e o mesmo vidro dopado com 1 e 2 mol% Ag-0, escolhido como
agente antibacteriano, foram preparados pelo método de fusdo e vazamento
sob a forma de frita e de blocos monoliticos. As amostras foram caracterizadas
por DRX, SEM/EDS, FTIR/ATR, ATD e AD.

Para obtengdo de vidros ceramicos com diferentes percentagens de fase
cristalina, algumas amostras foram sujeitas a tratamentos térmicos adicionais
a 785, 800, 815 e 830 °C, temperaturas escolhidas de acordo com os
resultados obtidos por ATD. Estas amostras foram caracterizadas por
SEM/EDS, FTIR/ATR, DRX e a quantificacdo das fases presente foi
determinada pelo método de Rietveld.

Quer os materiais vitreos quer os vitroceramicos foram caraterizados em
termos da sua taxa de dissolucdo, bioatividade em meio fisiolégico sintético
acelular e atividade antibacteriana contra a Escherichia coli (E. coli).

Nos testes de dissolugdo em agua destilada todas as amostras apresentaram
um aumento da percentagem de perda de peso com o tempo de imersao, até
168 horas para as fritas e 504 horas para os monoliticos, sem que tenham
ocorrido alteragdes significativas de pH. A introdugéo de prata e a presenga de
fase cristalina favoreceram a degradagcao das amostras nos intervalos de
tempo estudados.

Nos ensaios de mineralizagdo em SBF, até 168 horas para as fritas e 504
horas para os monoliticos, todos os vidros e vidros cerdmicos desenvolvidos
revelaram ser potencialmente bioativos, tendo-se verificado que o
desencadear dos processos que levam a formacdo da camada apatitica
ocorreu mais cedo nas amostras vitroceramicas. Para estudar as
transformagdes ocorridas na superficie das amostras foram utilizadas as
técnicas SEM/EDS, DRX e em algumas amostras FTIR/DRIFT. Durante os
intervalos de tempo estudados ndo ocorreram alteragdes significativas do pH
do SBF. As alteragbes da concentracao idnica do SBF foram monitorizadas
por ICP, tendo-se verificado que até as 168 horas de imersdo todas as
amostras de frita com prata na sua composicao libertam esse elemento para o
SBF em concentragdes idnicas abaixo do limite de toxicidade.

A atividade antibacteriana das amostras vitreas e vitroceramicas de frita contra
a E. Coli foi avaliada de acordo com a norma ASTM E 2149. Verificou-se que
para a mesma concentragao, a diminuigao da granulometria ou 0 aumento da
% de Ag20 adicionado melhoraram as propriedades antibacterianas das
amostras vitreas. As amostras vitroceramicas estudadas nao apresentaram
comportamento antibacteriano para a concentragao e granulometria utilizadas.
Os resultados experimentais obtidos demonstram que os vidros e
vitroceramicos bioativos dopados com prata estudados sdo uma abordagem
eficaz para minimizar o risco de infegdo nos locais de implantagédo, podendo a
sua atividade antibacteriana ser controlada por alteragdo da composigéo, da
granulometria ou pelo controlo da percentagem das fases presentes.
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The danger of infection after implant surgery has stimulated the study of the
potential antimicrobial properties of bioactive glasses. This study aimed to
produce bioactive glasses, which, in addition to promoting the regeneration of
bone tissue, can locally destroy pathogenic invaders by release of an
antibacterial agent in a controlled and continuous manner.

A bioactive glass composition (mol%) 25,43 % SiO2 % : 32,68 % CaO : 10,89
% P20s : 31,00 % MgO and the same glass modified with 1 and 2 mol % Ag:0,
chosen as antibacterial agent, were prepared by the melting quenching
technique under the form of monolithic and frit samples. The samples were
characterized by XRD, SEM/EDS, FTIR/ ATR, DTA and dilatometric analysis.
Some samples were submitted to additional heat treatment at 785, 800, 815
and 830 °C, temperatures chosen in accordance with the DTA results, to obtain
glass ceramics with different percentages of crystalline phase. These samples
were characterized by SEM/EDS, FTIR/ATR, XRD and the quantification of
phases was obtained using the Rietveld method.

Glassy and glass ceramic materials were characterized in terms of its
dissolution rate, bioactivity in a acellular simulated body fluid environment and
antibacterial activity against Escherichia coli (E. coli).

During the studied time intervals, up to 168 hours to frit and 504 hours for
monolithic, all samples showed an increase of the weight loss percentage with
the immersion time in distilled water, without the occurrence of significant
changes in pH. Weight losses were higher in vitreous silver doped samples
and glass ceramic samples.

After soaking in SBF, up to 168 hours to frit and 504 hours for monolithic,
glasses and glass ceramic samples have proven to be potentially bioactive,
starting the formation of the apatite layer early on the glass ceramic samples.
SEM/EDS, XRD and, in some samples FTIR/DRIFT, were used to study the
surface transformation of the samples. During the studied time intervals there
were no significant changes in SBF pH. Changes in ionic concentration of the
SBF were monitored by ICP, and it was found that up to 168 hours of soaking
all frit samples with silver on their composition release this element to the SBF
in ionic concentrations below toxicity values.

The antibacterial activity of the glass and glass ceramic frit samples against E.
coli was evaluated according to ASTM E 2149 method. It was found that for the
same concentration, decreasing the particle size or increasing the % of Ag20
improved the antibacterial properties of the glassy samples. The studied glass
ceramic samples at the used concentration and particle size showed no
antibacterial behavior.

The experimental results show that the studied bioactive glasses and glass
ceramics doped with silver are an effective approach to minimizing the risk of
infection on implantation sites, and their antibacterial activity may be controlled
by changing the composition, the particle size or for controlling the percentage
of present phases.
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Capitulo 1 — Introdugéo e Objetivos

1. Introducao e Objetivos

1.1. Introducgao

Os materiais sintéticos ou naturais utilizados para substituir ou complementar as
funcdes dos tecidos vivos sdo conhecidos como biomateriais, geralmente encontrados
nas classes dos polimeros naturais ou sintéticos, metais, compdsitos e ceramicos [1]. O
presente trabalho centra-se numa subclasse dos biomateriais cerdmicos, os vidros
bioativos (VB).

Desde a introdugdo por Hench na década de 1970 do Bioglass® que os VB tém
sido amplamente investigados [2] para diversas aplicagbes biomédicas, por exemplo
como material de enchimento 6sseo, em tratamentos de superficie de implantes
metalicos ou no fabrico de estruturas porosas temporarias ou scaffolds para regeneragao
6ssea. O seu comportamento bioativo vem da sua capacidade de reagcao com os fluidos
fisioldgicos e o estabelecimento de uma forte ligacdo com o tecido 6sseo, através da
formacdo de uma camada de hidroxiapatite carbonatada semelhante a do osso [3].
Tipicamente, sao utilizados na formulacao destes vidros elementos como silicio, sédio,
potassio, magnésio, oxigénio, calcio e fésforo, a maioria dos quais produtos fisioldgicos
presentes na fase mineral do osso, devendo no entanto a concentracido destes elementos
durante a degradacao, ligacéo e formagao de novo 0sso nunca alcangar concentragdes

que possam prejudicar os tecidos adjacentes [4].

Com controlo da esterilidade dentro das salas de cirurgia e os adequados
protocolos de profilaxia antibidtica, a incidéncia de infecbes associadas aos implantes
ortopédicos tem diminuido significativamente. No entanto, a infecdo ainda representa
uma das complicacbes mais graves e devastadoras que podem envolver dispositivos
biomédicos, podendo ser necessarios complexos procedimentos de revisdo ou, muitas
vezes, a falha do implante e a necessidade da sua total remocéo [5]. Devido ao aumento
da resisténcia das bactérias patogénicas aos antibidticos se estar a tornar um grave
problema de saude publica [6], a introducdo nos VB de ides de prata, conhecidos por
terem propriedades antibacterianas e que podem ser libertados durante a dissolugcéo do
vidro, pode ser encarada como uma estratégia alternativa na prevencao de infegdes pos-

operatérias.
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1.2. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi a obtengdo e caracterizagdo de vidros e vidros
ceramicos potencialmente bioativos com propriedades antibacterianas, preparados pelo
método convencional de fusdo e vazamento. Para tal foi selecionado um vidro, que em
trabalhos anteriores do grupo, demonstrou possuir caracteristicas bioativas em fluidos
fisiolégicos sintéticos e cuja composi¢cao molar é 25,43% SiO, : 32,68% CaO : 10,89%
P-0s: 31,00% MgO. O agente antibacteriano escolhido foi o éxido de prata tendo o vidro
sido dopado com 1 e 2 mol% de Ag20. O estudo centrou-se na influéncia da adicado de
diferentes percentagens de 6xido de prata e da presencga de varias percentagens de fase
cristalina, na estrutura, dissolugcao, potencial bioativo e propriedades antibacterianas das
amostras vitreas e vitroceramicas obtidas a partir das composicdées amorfas por varios

tratamentos térmicos.

1.3. Estrutura da tese

A presente dissertagao esta dividida em cinco capitulos. No capitulo 1 é feita uma
breve introdugdo ao tema e sao apresentados os objetivos e a estrutura da tese. No
capitulo 2 é feita uma revisao da literatura. No capitulo 3 sdo enumeradas as técnicas
experimentais utilizadas na caracterizagdo dos materiais em estudo e é descrito
detalhadamente todo o procedimento experimental. No capitulo 4 sdo apresentados,
analisados e discutidos os resultados experimentais obtidos. No capitulo 5 sé&o
apresentadas as conclusdes retiradas da interpretagcdo dos resultados experimentais e

sdo feitas algumas sugestdes para trabalho futuro.
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2. Revisao da Literatura

2.1. Vidros bioativos

Atualmente, milhdes de préteses, implantes e enxertos 6sseos sao utilizados para
manter a qualidade de vida da populagéo [4], 0 que torna a reparagdo e a reconstrugao
6ssea temas de investigagdo muito importantes [7]. Cientistas e engenheiros de materiais
enfrentam, ha décadas, o desafio de desenvolver biomateriais avancados para reparar

defeitos ou para substituir partes danificadas do corpo humano [4].

Entre os varios materiais utilizados em regeneragdo 6ssea, os VB tém atraido
grande atencgdo desde o primeiro relatério dos trabalhos de Hench et al. [7] publicado em
1971. Estes autores, verificaram que um vidro com a composi¢do molar: 46,1% SiO; :
24,4% Nax0 : 26,9% CaO : 2,6% P.0s, mais tarde chamado de 45S5 e registado pela
Universidade da Florida como Bioglass®, ao ser implantado formava um vinculo tao forte
com 0 0SSO que apenas podia ser removido pela quebra do mesmo [8]. O comportamento
bioativo destes vidros é definido como a capacidade de se ligarem aos tecidos moles e
duros por meio de uma série de reacdes quimicas, que produzem uma interface forte e
compativel entre o vidro e o tecido [4,9-11]. Quando implantados no tecido dsseo
promovem a reparagao 6ssea de forma rapida e eficaz [7,8,12], devido a sua excelente

biocompatibilidade e adequada degradacéo [7].

A descoberta de Hench impulsionou o desenvolvimento de bioceramicos, tendo
sido desenvolvidos novos materiais e produtos obtidos a partir de VB, vidros ceramicos e
ceramicos, tais como hidroxiapatite (HA) sintética e outros fosfatos de calcio [8]. Apesar
de todos eles terem a capacidade de formar uma ligacao interfacial forte com o tecido
vivo adjacente, existem diferencas ao nivel do mecanismo de ligacao, do tempo que esta

demora a processar-se, da espessura da camada de ligacao, etc [13,14].

Nos VB, a dissolugdo da rede vitrea, o desenvolvimento de uma camada de gel
rica em silica e a deposicdo de uma camada de apatite carbonatada (HCA)
biologicamente ativa (semelhante a apatite fisiolégica) sobre a superficie do vidro
[8,9,12,15,16], quando implantado ou em contacto com fluidos fisiolégicos [9], sdo tidos

como passos essenciais para a ligagdo destes biomateriais com os tecidos in vivo [12],
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Testes in vitro, que envolvem a imersao dos VB em fluidos fisioldgicos simulados, tém
demonstrado mecanismos semelhantes para a formacdo da camada de apatite, aos
observados in vivo [12]. Pensa-se que a HCA interage com as fibrilas de colagénio para
se integrar com o0 0sso hospedeiro e que os produtos da dissolu¢ao do vidro estimulam
as células osteogénicas a produzir matriz éssea [8]. Tem também sido demonstrado que
os VB proporcionam um ambiente ideal para a colonizacao, proliferacao e diferenciacéo
de osteoblastos humanos [9,15]. Os osteoblastos que estejam na fase adequada do seu
ciclo de vida amadurecem, proliferam e regeneram novo tecido ésseo. Os que nao estao
na fase adequada do seu ciclo de vida sofrem apoptose. Estes resultados mostram que
um certo nivel de citotoxicidade seletiva (relativamente aos osteoblastos) podera nao

inviabilizar a regeneragao do tecido 6sseo [15].

2.2. Produtos disponiveis de vidros bioativos

A mais importante aplicacdo para os ceramicos bioativos sdo o tratamento de
defeitos 0Osseos, que podem ocorrer como consequéncia de trauma, malformacoes
congeénitas ou doencas, por exemplo a osteoporose ou a remogao de tumores, sendo
utilizados como uma alternativa sintética ao transplante autélogo. O osso, depois do
sangue, é o tecido mais vulgarmente transplantado. O transplante autélogo envolve o
transplante de osso de uma outra parte do corpo do paciente, geralmente da pélvis, para
o local do defeito. As principais desvantagens dos transplantes autélogos sido o
fornecimento limitado de osso e o facto de uma grande parte dos pacientes sofrerem de
dor intensa no local doador. Estudos clinicos e in vivo sobre particulados de VB
disponiveis comercialmente, demonstraram que estes podem ter um melhor desempenho
do que outras particulas bioceramicas, mas nao tdo bom como o transplante 6sseo

autodlogo [8].

Devido a elevada qualidade na integracao e regeneracao dos tecidos, os VB tém
sido utilizados clinicamente em ortopedia e medicina dentaria [8-10,16], sob a forma de
blocos monoliticos, particulados ou gréanulos [8], e como scaffolds na engenharia de
tecidos [1,3,8,9,16-19]. Granulados de vidro bioativo estdo disponiveis comercialmente
para a cirurgia do ouvido, enchimento de cavidades ésseas periodontais [8-10,12,15],
enchimento 6sseo apds a extragdo de tumores, reparacao de defeitos calvarios nos

0ssos do cranio e cirurgia maxilo-facial [8-10,15].
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2.2.1. Blocos monoliticos de vidros bioativos

O primeiro produto a ficar disponivel no mercado foi uma prétese, sob a forma de
cones (disponivel em trés tamanhos), para o ouvido médio, MEP® [8,15], fabricada por
fusdo e moldagem de Bioglass®. Esta préotese que foi desenhada para substituir os ossos
do ouvido médio e transmitir o som do timpano para a céclea, permitiu restaurar a
audicao de pacientes com surdez devido a degradacido dos ossos causada por infecao
[8,19].

O segundo implante fabricado em Bioglass® monolitico, também sob a forma de
um simples cone, a ficar disponivel comercialmente foi o ERMI®. Este é utilizado no
preenchimento dos alvéolos resultantes da extragcdo de dentes [8,15] proporcionando

uma fixagao para as proteses dentarias [8].

Nenhum dos dois produtos referidos anteriormente é utilizado amplamente devido
ao facto de possuirem um tamanho fixo. Os cirurgides preferem dispositivos que possam
moldar e cortar em fungdo do caso cirdrgico. O Bioglass® monolitico € mais adequado
para implantes feitos por medida para colmatar as necessidades de cada paciente [8]. O
recente desenvolvimento de novas técnicas de prototipagem rapida pode favorecer o

fabrico de moldes para este tipo de aplicacao.

2.2.2. Particulados de vidros bioativos para regeneragao 6ssea

Médicos dentistas e cirurgides ortopédicos preferem utilizar particulas ou granulos
para preencher um defeito dada a facilidade com que podem ser pressionados/moldados.
O primeiro produto particulado de Bioglass® 45S5 foi o PerioGlas® (agora vendido pela
NovaBone Products LLC, Alachua, FL) [8,19]. Este apareceu no mercado em 1993 como
enxerto 6sseo sintético para a reparagao de defeitos na mandibula, resultantes de
doenga periodontal. Pode ser utilizado para regenerar osso danificado, em torno da raiz
de um dente saudavel para salvar o dente, ou na reparagao 0ssea da maxila, de modo a
que esta esteja apta para a fixagdo de implantes de titdnio. Sob a forma de pasta, este
produto pode também ser utilizado para esterilizacdo do canal radicular antes da insergao
de implantes. Convencionalmente, é utilizado o hidroxido de calcio para elevar o pH a

niveis bactericidas, mas uma pasta de Bioglass® 45S5 é uma alternativa possivel pois
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particulas finas, em concentragédo elevada, podem igualmente provocar um aumento de
pH [8].

Para aplicacdo como enxerto dsseo ortopédico foi langcado em 1999 outro
particulado a base de 45S5, o NovaBone® (Nova-Bone Products LLC) [8,19]. Os
cirurgides normalmente misturam o particulado com sangue do local do defeito e, quando
este comega a coagular, preenchem o defeito com a mistura. O sangue melhora a
manipulagcdo do material e os fatores de crescimento e as células presentes poderao
ajudar a reparacao o0ssea [8]. Outros produtos estao atualmente disponiveis no mercado
como o Biogran® (BIOMET 3i, Paim Beach Gardens, FL) e o BonAlive® (BonAlive

Biomaterials, Turku, Finland) [8].

Uma desvantagem do Bioglass® e do BonAlive® sobre outros materiais
bioceramicos é cristalizarem durante a sinterizagdo, o que ndo permite a produgao de
scaffolds amorfos para enxertos 0sseos sintéticos regenerativos. O conceito de
regeneragdo Ossea baseia-se na utilizagcdo de um scaffold que pode agir como um
suporte tridimensional temporario para guiar a reparagao 6ssea. ldealmente, o scaffold
deve estimular os mecanismos de regeneragdo natural do corpo humano. Os vasos
sanguineos também devem penetrar para que o novo 0sso possa sobreviver. Com o
tempo, o scaffold deve-se degradar, deixando o osso remodelar naturalmente [3,8,19].
Apds compreensdo de como a estrutura atémica e a conectividade da rede se relacionam
com a sinterizacdo e a bioatividade dos vidros, novas composicdes, que podem ser
sinterizadas sem cristalizagdo, tém sido desenvolvidas. O uso de novas técnicas de
conformagao, como o gel-cast foaming, o sol-gel foaming e o solid freeform fabrication,
permitem a produgdo de estruturas que imitam o 0sso poroso. A regeneracao éssea é
favorecida se o scaffold puder ser sujeito a cargas, mas os scaffolds porosos sé podem
ser utilizados em locais sujeitos a cargas reduzidas ou apenas compressivas. Estes
scaffolds deverao ainda ser facilmente modelados pelos cirurgides e partilhar cargas

ciclicas com o osso hospedeiro [8].

2.2.3. Tratamento da hipersensibilidade dentaria

Um particulado muito fino de Bioglass® 45S5 chamado NovaMin® (NovaMin
Technology, FL; actualmente propriedade da GlaxoSmithKline, UK), tem sido utilizado,

desde 2004, num dentifrico para o tratamento da hipersensibilidade dentaria. Os
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dentifricos tradicionais para tratamento da hipersensibilidade dentaria contém
substancias quimicas, como o nitrato de potassio, que temporariamente anestesiam os
nervos e evitam a dor. Estudos clinicos mostram que as particulas de Bioglass® 45S5
aderem a dentina e formam uma camada de HCA com composicdo semelhante ao

esmalte dos dentes, aliviando a dor por periodos mais longos [8].

2.2.4. Revestimentos de vidros bioativos

Revestimentos bioativos sdo importantes para implantes metalicos, tais como as
proteses de anca e os implantes dentarios, porque os metais, sendo bioinertes, sao
encapsulados com tecido fibroso apds implantacdo. Os revestimentos bioativos tém a
capacidade de melhorar a estabilidade dos implantes ligando-os ao tecido 6sseo
hospedeiro [8]. Este tipo de ligacao € vantajosa, dado que evita possiveis deslocamentos
do implante e pode, eventualmente, tornar dispensaveis os cimentos e os dispositivos
mecanicos de fixagdo geralmente associados aos implantes bioinertes [15]. No entanto,
os VB, dado que sao biodegradaveis, podem causar a instabilidade do implante metalico

a longo prazo [8].

Suturas cirurgicas revestidas por particulas de vidro bioativo dopado com prata,
com propriedades antimicrobianas e bactericidas, obtidas por slurry dipping, encontram-

se disponiveis no mercado com as designagdes Vicryl® e Mersilk® [4].

2.3. Processos de producao de vidros bioativos

Os VB podem ser produzidos por fusdo tradicional ou pelo método sol-gel
[8,9,11,12]. Originalmente foram preparados por fusdo da mistura das matérias-primas
precursoras a temperaturas relativamente altas [8,12,20] (> 1300 °C), em cadinhos de
platina e vertidos para um molde de grafite (para a obtengdo de blocos monoliticos) ou
para agua (para obtencao de frita) [8]. No entanto, os avang¢os na tecnologia do processo
sol-gel tém permitido o fabrico de uma nova geracdo de VB, a temperaturas
significativamente mais baixas [8,11,20]. Os resultados de estudos in vitro, em fluido
fisioldgico simulado, e in vivo, em animais, demostraram que os vidros sintetizados por

sol-gel sao mais bioativos e biodegradaveis [20]. Os niveis de bioatividade, isto &, a taxa
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de formacdo da camada de apatite e a sua espessura, dependem da composicao
quimica do vidro e de pardmetros morfolégicos, tais como a area superficial especifica
(ASE) o tamanho e volume dos poros [12,16]. Muitos estudos in vivo, utilizando materiais
bioativos para enchimento de defeitos 6sseos, demonstraram que a taxa de formacao da
camada de apatite na superficie destes materiais controla as taxas de crescimento e de
formacao de osso novo. Portanto, a possibilidade de controlar as reagdes envolvidas na
formacdo da camada de apatite € muito importante para otimizar o processo de

cicatrizagao [12].

Comparativamente com os vidros obtidos por sol-gel, os vidros de fusdo originam,
geralmente, particulas com menor ASE, devido sobretudo a natureza altamente porosa
do material obtido, o que tem consequéncias diretas na respetiva taxa de degradacgao. A
alteracdo do tamanho médio de particula pode conseguir-se variando o tempo de
moagem, um método que parece eficiente para controlar as taxas de dissolugdo dos
vidros obtidos por fusdo. A cristalizagcdo parcial de vidros preparados por fusdo, de que
resultam vidros ceramicos, e a produgdo de estruturas altamente porosas (como os
scaffolds para a engenharia de tecidos) tém sido relatados como alternativas para

controlar as taxas de dissolugéo e a bioatividade [12].

2.4. Vidros ceramicos bioativos

Os vidros ceramicos formam-se por cristalizacao controlada de um vidro base e
sdo compostos por uma ou mais fases cristalinas que precipitam no seio de uma matriz
vitrea residual. Estes vidros sdo produzidos em pelo menos duas etapas, a fusdo e
formacao do vidro e a ceramizacao [13]. O desenvolvimento de cristais no vidro base
ocorre por formacdo de nucleos (nucleacdo) e posterior crescimento para originar

estruturas com identidade cristalina (crescimento cristalino).

Os materiais vitrocerdmicos sao geralmente caracterizados por apresentarem
dureza e resisténcia mecanica elevadas, excelente resisténcia ao desgaste e facilidade
de conformagdo por moldagem do vidro fundido, sendo pequenas as alteragdes
dimensionais sofridas durante a cristalizagdo [15]. Uma vantagem relevante no campo
das aplicagdes biomédicas é o facto de a sua bioatividade poder ser manipulada através

do controlo da percentagem e natureza das fases cristalinas presentes [21]. Em geral os
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VB ceramizados sao estaveis durante um periodo de tempo consideravel, devido a um

decréscimo de solubilidade quando comparados com os respetivos vidros-base [15].

No desenvolvimento de vidros cerdmicos para aplicacbes biomédicas devem ser
referidos dois tipos de materiais, que diferem na aplicagdo e, como consequéncia, nas
propriedades pretendidas: materiais para utilizagdo em ortopedia e materiais usados em
medicina dentaria [13]. A ortopedia requer biocompatibilidade e, na maior parte dos
casos, bioatividade. Dependendo da sua aplicagdo, se vai ou ndo ser sujeito a cargas
elevadas, os vidros ceramicos podem necessitar de cumprir certos requisitos no que diz
respeito a dureza, modulo de Young e resisténcia a fratura [13]. Nos vidros ceramicos
para aplicacbes dentarias restaurativas os requisitos sao diferentes uma vez que estes
materiais tém de ser compativeis com o ambiente oral, mas ndo deve ocorrer bioatividade
na superficie do dente restaurado. Neste caso é importante que propriedades como a cor,
a dureza e o desgaste sejam idénticas as do dente natural. Tendo em conta os requisitos,
sao utilizados sistemas quimicos distintos e o desenvolvimento do vidro ceramico é

centrado em diferentes fases cristalinas que apresentam propriedades distintas [13].

Na area da ortopedia existem no mercado alguns vitroceramicos para aplicacbes
biomédicas como, por exemplo, o Ceravital®, o Biogran®, o Bioverit® e o Cerabone®.
Estes biomateriais tém sido utilizados como particulados para regeneragdo O6ssea,
vértebras artificiais, scaffolds em engenharia de tecidos, espacadores iliacos,
espacadores intervertebrais, implantes do ouvido médio e como substitutos de pequenos

0sso0s [22].

Estdo disponiveis vidros ceramicos que podem ser utilizados no tratamento e
restauracdo de dentes, ou em coroas e facetas gragas a possuirem translucidez,
opalescéncia, brilho, e coloracdo, semelhantes a dos dentes naturais [15,22], por
exemplo o IPS e.max® ou o Dicor®. Qutro vitroceramico, o Biosilicate®, é utilizado no

tratamento da sensibilidade dentaria [22,23].

2.5. Bioatividade

A resposta bioldgica aos materiais artificiais depende de varios parametros, tais
como a composi¢cao quimica, topografia, porosidade e tamanho de grao [24]. A ligacao

dos VB ao tecido ésseo ¢é atribuida a formacado de uma camada de HCA quando entram
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em contacto com os fluidos fisioldgicos, a qual interage com as fibrilas de colagénio do
osso danificado formando uma ligacdo. A formagdo da camada de HCA é bem
compreendida, mas as interagdes bioldgicas na interface osso hospedeiro-HCA ainda
ndo. Pensa-se que a ligagao do tecido ésseo a camada de HCA envolve a adsorcao de
proteinas, a incorporagao das fibrilas de colagénio, a ligagdo de células progenitoras do
0ss0, a diferenciagao celular e a producado de matriz extracelular (MEC) éssea, seguindo-
se a sua mineralizacdo. No entanto, sdo escassas as evidéncias para cada uma destas

etapas [8].

A formacao da camada de HCA é mediada e seguida pela dissolugdo do vidro,
com um mecanismo muito semelhante a sua corrosdo convencional. A acumulagdo dos
produtos da dissolugéo provoca alteragcdo da composicdo quimica e do pH da solugao,
proporcionando locais na superficie do vidro e condigcbes de pH favoraveis a nucleagao
da HCA. A osteogénese esta relacionada com a agao dos produtos da dissolugao dos VB
nas células osteoprogenitoras, estimulando o crescimento de osso novo. No entanto, a
camada de HCA também proporciona uma superficie adequada para fixacdo e
proliferacdo de células osteoprogenitoras. As condi¢des ideais em termos de topografia

da superficie e composi¢cao quimica ainda nao foram identificadas [8].

Hench e os seus colaboradores propuseram um mecanismo para a mineralizacao
da HCA estabelecido com base nos estudos realizados com VB da série Bioglass® [15].
Foram propostas cinco etapas (referentes as reagdes de caracter inorganico) para a
formagédo de HCA em fluido fisiolégico in vivo ou em fluido fisiolégico simulado in vitro
[8,13,15,21]:

i) Ataque protonico rapido a rede vitrea, envolvendo permuta entre ides alcalinos
(Na*) e/ou alcalino terrosos (Ca?*) do vidro por H* ou Hs;O* da solugéo, criando

ligagdes silanol (Si-OH) na superficie do vidro:
Si-O'Na* + H" + OH - Si-OH* + Na* (aq) + OH"

O pH da solugao aumenta e forma-se uma regido rica em silica junto a superficie

do vidro. Se presente na composicao o fosfato também é perdido pelo vidro.

ii) O aumento local de pH leva ao ataque da rede de silica do vidro por OH-,
quebrando as liga¢des Si-O-Si. A silica soluvel é perdida sob a forma de Si(OH)4

para a solugdo, deixando mais Si-OH (silandis) na interface solugéo-vidro:
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Si-O-Si + H0 — Si-OH + OH-Si

iii) Condensacao e repolimerizagdo de grupos Si-OH perto da superficie do vidro,
formando-se deste modo uma camada de silica gel com reducao do teor em ides
alcalinos e alcalino terrosos. Esta etapa pode ser ligeiramente acelerada pela

presenca de ides Ca?* e PO4* em solug3o.

iv) Migracao de ides Ca?* e PO4*, presentes na rede vitrea, para a superficie da
camada de silica gel, através da estrutura bastante aberta do gel. Segue-se o
crescimento de um filme amorfo de CaO-P,0s na camada rica em silica por

incorporacgéo de ides Ca?* e PO4* provenientes da solucéo.

v) Incorporagéo de OH" e CO3* (e eventualmente F-) da solugéo e cristalizagdo do
filme amorfo CaO-P.0Os em HCA. Esta etapa ocorre com maior rapidez caso se

encontrem presentes em solugéo ides Ca?* e PO4*.

A composigdo do vidro é a variavel que possui a maior influéncia na taxa de
formagédo da camada de HCA e de ligacao ao tecido 6sseo. Essencialmente, numa rede
de silica menos interligada, € maior a propenséao para a dissolugéo e, portanto, as etapas
acima listadas podem acontecer mais rapidamente. Foi demonstrado que a bioatividade
esta diretamente relacionada com a energia de ativagédo da dissolugdo da silica no vidro
[8]. O mecanismo inicialmente proposto por Hench e seus colaboradores foi
posteriormente desenvolvido e expandido por diversos autores que o aplicaram a novos

tipos de vidros e vitroceramicos bioativos, que nao os inicialmente considerados [15].

Apods a formacado da camada de HCA, ocorre a adsorcdo das proteinas na sua
superficie, as células ligam-se, diferenciam-se e produzem matriz 6ssea. Os osteoblastos
humanos cultivados em VB produzem uma MEC com colagénio que mineraliza formando
nodulos de osso mesmo sem os suplementos habituais de hormonas presentes no meio
de cultura e sem a existéncia de fosfato na composicdo do vidro. Outros bioceramicos
precisam da adicdo de suplementos osteogénicos ao meio para ocorrer a formagao de
nodulos 6sseos. A dissolugao de ides de calcio e de silica a partir de VB parece estimular
a divisdo celular de osteoblastos, a producao de fatores de crescimento e de proteinas da
MEC [8]. O efeito dos produtos de dissolucao de VB de silicato e de vitroceramicos em
relagdo a osteogénese e angiogénese tém sido amplamente investigados. A
vascularizagdo € determinante na regeneragdo de grandes defeitos. Vasos sanguineos

devem desenvolver-se dentro do defeito, caso contrario, qualquer novo osso formado vai
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morrer, pois nao tera acesso a nutrientes. A angiogénese, associada ao desenvolvimento
de novos vasos sanguineos num tecido vivo, pode ser estimulada através do
fornecimento de fatores de crescimento, como, por exemplo, o fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF). Estudos in vitro sugerem que os produtos de dissolugéo de
VB podem estimular os fibroblastos a secretar VEGF e a proliferacdo das células

endoteliais [8].

As propriedades do vidro, por exemplo a sua velocidade de dissolucéo e, por
conseguinte, a taxa de formagdo da camada de HCA, dependem da sua estrutura
atémica. Compreender o papel dos ides individualmente é também importante para a
concecao de novos biomateriais [8]. Os vidros de silicato s&o constituidos por tetraedros
de silica ligados por pontes de oxigénio. O silicio é, por conseguinte, o atomo formador
de rede. O tetraedro de silica e as suas ligagdes podem ser descritos pela notagdao Q",
onde n é o numero de ligagdes por pontes de oxigénio. O sddio e o calcio sao
modificadores de rede partilhando os oxigénios de tetraedros adjacentes e dando origem
a oxigénios nao ligantes [8,20]. Um alto teor de silica corresponde, geralmente, a um
vidro com uma rede altamente interligada que contém uma grande proporg¢do de pontes
de oxigénio ligantes e, consequentemente, baixa dissolugdo e bioatividade. Em regra,
vidros obtidos por fusdo com conteudos de SiO; superiores a 60 mol% sao bioinertes
[8,25]. Vidros preparados por sol-gel podem, no entanto, ser bioativos com percentagens
de SiO, até 90 mol% [8]. O papel do MgO na bioatividade de vidros é ainda controverso
[21,26]. Esta reportado na literatura que a adicdo de MgO diminui a bioatividade de vidros
contendo Ca0O-SiO- [21,27]. Este facto foi atribuido ao efeito do MgO na supressao da
dissolucdo do calcio, o que inibe a formagdo da camada de silica gel [21,27].
Posteriormente, outros autores mostraram que €& possivel desenvolver vidros com

elevado teor em MgO (~18%) sem perda da sua bioatividade [21,28].

2.6. Propriedades antibacterianas

A adesdo bacteriana aos biomateriais € um processo extremamente complexo
que levanta grande preocupacao médica dada a sua influéncia sobre a morbidade dos
pacientes que fazem uso de préteses, envolver avultados gastos [29] e limitar a utilizagédo
de muitos dispositivos em aplicagdes clinicas [16]. Atualmente, o aumento da resisténcia

das bactérias aos antibiéticos, causada pelo seu excessivo uso, coloca problemas sérios
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no tratamento de doengas infeciosas, bem como na pratica epidemiolégica. A
administracdo sistémica de antibidticos é a profilaxia normalmente utilizada contra a
infegdo bacteriana apds cirurgia de implante. No entanto, a deplecao indesejavel da flora
microbiana benigna normalmente presente no corpo esta associada a administragédo
parentérica e oral de antibidticos [16]. Além disso, a administracido sistémica de
medicamentos, em tal condi¢ao clinica, ndo é suficientemente eficaz devido a deficiente
circulacdo sanguinea no local do ferimento e a baixa concentracao local do medicamento
[30].

A maioria dos casos de contaminac&o bacteriana dos biomateriais ocorre durante
a sua colocagao, por contato direto com o meio externo ou com tecidos colonizados como
a pele [29]. Uma situagdo mais grave é a formagao de biofilmes bacterianos [29-32]. Os
biofilmes sao comunidades sésseis caracterizadas por células ligadas a um substrato, a
interface ou umas as outras, embebidas numa matriz de substancias poliméricas
extracelulares por elas produzidas, e que exibem um fenétipo alterado no que diz respeito
a taxa de crescimento e a transcricao de genes. A formacao de biofilmes ocorre como
resultado de uma sequéncia de eventos: adesdo microbiana superficial, proliferacao
celular, producdo da matriz e desprendimento. As bactérias associadas ao biofilme
apresentam diminuicido da suscetibilidade aos antibiéticos, desinfetantes e as defesas do
hospedeiro [29,31,33].

O perigo de infegdo apods cirurgia de implante tem estimulado investigagdes sobre
as potenciais propriedades antimicrobianas de VB. Estudos tem demonstrado que estes
biomateriais obtidos quer por fusdo quer por sol-gel, em meio aquoso ou na presenga de
humidade [34], apresentam atividade antibacterianas contra diversas estirpes, sendo
esse comportamento muito dependente da composi¢cdo, concentracdo, tamanho de
particula e microrganismo testado [17]. Este efeito é devido a lixiviagdo de ides a partir da
superficie do vidro a qual provoca alteracbes do valor de pH, da forga idnica, e da
pressao osmaotica, o que contribui para a diminuicdo da viabilidade dos microrganismos
[2,8,15,16,34-40]. Infelizmente, a cultura de outros tipos de células nao foi realizada
nestes estudos para se verificar se essas condigbes de pH seriam téxicas para outras
linhagens celulares [8]. A adicdo de prata baixa as concentracbes a que os VB
apresentam comportamento antibacteriano. Os ibes de prata sdo incorporados na
estrutura do vidro, por adicdo de um percursor desse elemento as matérias-primas, néo
formando uma fase separada, assim, a sua taxa de libertacido é definida pela taxa global

de degradacdo do vidro [31], permitindo uma libertagdo controlada deste agente
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antibacteriano no local da infecdo Ossea [20]. Entre os agentes antibacterianos
inorganicos conhecidos, a prata tem sido empregue para combater infegbes [9,16,41,42]
desde os primérdios das culturas mediterranea e asiatica, encontrando-se bem
documentado o uso de folhas de prata no tratamento cirurgico de feridas e fraturas
Osseas [9,16]. O tratamento com prata parece reduzir as fases de granulagdo e
inflamagao na cicatrizagcdo dos tecidos e induzir a reparacdo da epiderme [9]. A sua
capacidade terapéutica foi comprovada contra uma ampla gama de microrganismos
causadores de doencgas, mais de 650, mesmo a baixas concentragdes [43]. A prata
apresenta um efeito bactericida sem toxicidade para as células humanas [30,42,43], para
concentragdes muito baixas, 0,1 a 1,6 ppm [33,44]. No entanto, em trabalhos recentes, foi
referido que o efeito antimicrobiano nao esta diretamente relacionado com o teor em
prata mas sim com o seu estado de oxidagao (o estado de oxidagao +1 € mais eficaz do
que os outros estados de oxidacao, +2 e +3), com a coordenacgio local em torno da prata

no vidro e, mais geralmente, com alteragdes na estrutura do vidro [31].

Os VB sao, para além da prata, utilizados como veiculo para a entrega localizada
e controlada de outros ides metalicos [3]. Deste modo, consegue-se a manutencio da
concentracdo dos ides a niveis terapeuticamente desejaveis no local de reparacao, a
minimizagdo dos efeitos secundarios devido a entrega direcionada do farmaco para um
tipo particular de célula ou tecido e a administragdo potencialmente reduzida ou étima do
farmaco [45,46]. Este tipo de entrega terapéutica é vantajosa pois quando um farmaco é
administrado sistemicamente, a um ser humano ou animal, apenas uma pequena fracao
da dose atinge o tecido alvo, sendo que a maior parte € desperdicada, devido a sua
distribuicdo por outros tecidos e a sua metabolizagdo ou excreg¢ao antes de atingir o local
de acado [47]. Os estados de oxidagdo de alguns ides metalicos serem instaveis e
poderem ter efeitos tdxicos quando ingeridos [18] também deve ser tido em
consideracdo, pois impedem a sua administracdo sistémica. Estudos baseados nos
efeitos de ibes metalicos numa gama ampla de patologias [48,49] e das suas fungdes e

efeitos bioldgicos [18,19] sao revistos na literatura.

A Escherichia coli (E. coli) foi escolhida nesta investigagdo preliminar como
exemplo de bactéria gram-negativa porque € encontrada, em concentragées muito
elevadas, em sitios de infecao relacionadas com biomateriais [9,10]. As bactérias gram-
positivas sdo menos suscetiveis ao catido Ag* do que as gram-negativas. Existem duas
explicacdes para este facto. O primeiro envolve a carga das moléculas de peptidoglicano

na parede celular bacteriana. As bactérias gram-positivas possuem maior quantidade de
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peptidoglicano do que as gram-negativas dado que as suas paredes celulares sdo mais
espessas. Como o peptidoglicano é carregado negativamente e os ides de prata sdo
carregados positivamente, mais prata pode ficar ligada ao peptidoglicano em bactérias
gram-positivas do que em bactérias gram-negativas. A diminuicdo da sensibilidade das
bactérias gram-positivas também pode simplesmente ser explicada pelo facto da sua

parede celular ser mais espessa do que a das bactérias gram-negativas [33,50].

Embora a eficacia da prata como um agente antibacteriano seja um facto
estabelecido, o0 mecanismo responsavel pela sua atividade antimicrobiana ainda n&o é
bem conhecido [9,16,34,41] e pode ser diferente dependendo da bactéria [34]. As
bactérias tem mais dificuldade em desenvolver resisténcia a prata do que aos antibiéticos
convencionais, porque o metal ataca uma ampla gama de alvos nos microrganismos, o
que significa que estes teriam que desenvolver, simultaneamente, uma série de
mutacbes para se protegerem [42]. O ido Ag® é transportado através da membrana
celular mesmo na auséncia de transportadores especificos de prata. E possivel que os
ibes de prata tenham acesso ao interior das células através de proteinas
transmembranares que normalmente funcionam para transportar outros ides. E reportado
na literatura que a prata, para entrar na célula, compete com o cobre num mecanismo
associado ao transporte deste elemento [10]. Embora ainda nao tenha sido provado [33],
admite-se que os ides de prata, depois de entrarem na célula se associam ao
acido desoxirribonucleico (ADN) bacterial [4,9,30,33,42,43,50]. Foi proposto que o Ag*
entra na célula e intercala entre os pares de bases de purina e pirimidina interrompendo a
ligagdo de hidrogénio entre as duas cadeias antiparalelas, desnaturando a molécula de
ADN [33]. Como consequéncia a bactéria perde a sua capacidade de replicacao [30,42] e
de expressao das proteinas da subunidade ribossomal [42]. Na literatura sdo referidos
trés mecanismos que podem levar a morte das células bacterianas quando em contacto
com o Ag*. Num é sugerido que o catido Ag* pode ligar-se fortemente a grupos dadores
de eletrbes em biomoléculas que contenham enxofre, oxigénio ou azoto, o que pode
resultar em defeitos na membrana celular das bactérias [9,16,43,50]. A formacao de
complexos entre proteinas e os catibes Ag* € o outro mecanismo apontado como
causador da morte das bactérias por perturbar o seu metabolismo, permeabilidade e
respiracao [9,16,20,30,33,42,43,50]. Por ultimo é também referido que os ides metalicos
catalisam a producédo de radicais livres de oxigénio que podem oxidar as estruturas

moleculares das bactérias [43].
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3. Procedimento e Técnicas Experimentais

3.1. Procedimento Experimental

3.1.1. Preparacao de amostras vitreas

Foi selecionado um vidro de referéncia, que em trabalhos anteriores demostrou ter
caracteristicas bioativas em fluidos fisiolégicos sintéticos, cuja composicdo molar é
25,43% SiO: 32,68% CaO : 10,89% P20s: 31,00% MgO, doravante referido como GO.

Procedeu-se a adicdo de 1 e 2 mol% de Ag.0 ao GO (denominados doravante
como G1 e G2 respetivamente) com o intuito de se avaliar a influéncia da presenca de
ibes de prata nas propriedades dos vidros e, em particular, na inibicdo do crescimento
bacteriano. Foi mantida uma razdo molar entre o CaO e o P,Os de 3:1 a qual é
equivalente a existente no osso natural [51]. A composi¢cdo molar dos trés vidros é

apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Composi¢cao molar dos trés vidros utilizados neste estudo.

Amostras Composigao (mol%)

MgO CaO P20s SiO2 Ag20
GO 31,00 32,68 10,89 25,43 -
G1 30,69 32,36 10,78 25,18 0,99
G2 30,39 32,04 10,68 24,93 1,96

Foram utilizadas as matérias-primas, sob a forma de pd, com grau de pureza e

fornecedor indicados na Tabela 2.

Tabela 2 - Matérias-primas utilizadas.

Matéria-prima Grau de pureza (%) Fornecedor
SiO2 100,00 Merck

CaCOs3 99,95 Sigma-Aldrich
MgO 97,00 Sigma-Aldrich
CaHPO4-2H20 98,00 Fluka

AgNOs 99,99 ABC
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As matérias-primas necessarias para a preparagao de 30 g de cada vidro foram
pesadas e homogeneizadas em 30 ml de alcool etilico comercial. Para tal recorreu-se a
cubas de agata e a um moinho planetario. As misturas foram agitadas durante 45 minutos
a 250 rpm e, em seguida, foram secas durante 48 horas a 50 °C. A fusao foi realizada em

cadinhos de platina-rédio num forno elétrico, em ar, a 1500 °C durante 90 minutos.

Para a produgdo de fritas, doravante designadas por GOF, G1F e G2F, os
fundidos foram vertidos para agua a temperatura ambiente. As fritas foram decantadas e
secas durante 48 horas a 50 °C. Apds a secagem, foram moidas a seco num moinho de
agata e peneiradas com uma tela de 20 um.

Apenas com o intuito de se realizar um estudo exploratério sobre a influéncia da
distribuicdo granulométrica nas propriedades antibacterianas das fritas, foram preparadas

amostras de granulometria superior (entre 20 e 63 um).

Para a obtencdo de amostras monoliticas das composicbes GO, G1 e G2,
doravante designadas por GOM, G1M e G2M, o fundido foi vertido para um molde de
latdo pré-aquecido e de forma paralelepipédica. Os blocos monoliticos obtidos foram
retirados do molde e imediatamente colocados numa mufla de recozimento durante 1
hora a temperatura de 750 °C (conforme sugerido pelos resultados da ATD) para
relaxamento das tensdes. Para o arrefecimento até a temperatura ambiente a mufla foi
desligada. Os blocos monoliticos de forma paralelepipédica foram cortados em fatias,
numa maquina de corte com disco diamantado e, em seguida, as fatias foram polidas,
com lixas de granulometria sucessivamente mais fina. O acabamento final foi efetuado
com um pano de veludo molhado com uma suspenséo de diamante (2 pm) utilizando
uma polidora [52]. Apés o polimento as amostras foram limpas com agua destilada em

ultrassons.

3.1.2. Preparacgao de amostras vitroceramicas

Para a obtencdo de materiais vitroceramicos com diferentes fases cristalinas e
percentagens de fases foram realizados varios tratamentos térmicos, em ar, a amostras
de frita moida e de monoliticos polidos, das trés composicdes em estudo.

Utilizando um forno tubular de pequenas dimensdes (didmetro=5,6 cm e

comprimento=50,0 cm) as amostras foram sujeitas a um aquecimento a 10 °C min™’,
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seguindo-se um patamar a temperaturas pré-selecionadas com base nos resultados
obtidos por ATD durante 1 hora e, por fim, um arrefecimento a 10 °C min' até a
temperatura ambiente. Foram utilizadas quatro temperaturas de patamar: 785, 800, 815 e
830 °C. As amostras de frita cristalizada foram moidas e peneiradas numa tela de 20 pym
por forma a garantir um tamanho maximo de particula idéntico ao das amostras GOF,
G1F e G2F.

Foram selecionadas para os ensaios de quantificacdo de fases as amostras com 1
mol% de Ag:0, de frita e de monoliticos, tratadas termicamente a 800 e 830 °C durante
uma hora, doravante designadas por G1F 800, G1F 830, G1M 800 e G1M 830. As
percentagens das fases (amorfa e cristalina) presentes nas amostras vitroceramicas
selecionadas foram determinadas utilizando o método de Rietveld, descrito por A.
Gualtieri [53] e A. Gualtieri e G. Brignoli [54]. Para a realizacdo das analises de DRX as
amostras foram previamente misturadas com 10% em peso de corindo The National
Institute of Standards and Technology - (NIST) 676, utilizado como padrao e tratado nos
refinamentos como uma fase adicional [55]. O refinamento de Rietveld foi efetuado com o
auxilio do programa GSAS (General structure analysis system) [56] e com a sua interface
grafica EXPGUI [57].

3.1.3. Ensaios de dissolug¢ao em agua destilada

O estudo da dissolucao de todas as amostras foi efetuado em agua destilada
(pH=6,0) a 37 °C e em condigbes estaticas, tendo-se avaliado a percentagem de perda
de peso das amostras e a variagdo do pH da solugdo com o tempo de imersdo. Para as
amostras de frita foram utilizados os tempos de imerséo: 2, 4, 8 e 16 horas e para as
amostras monoliticas: 16, 72, 168, 336 e 504 horas, tendo todas as medicdes sido feitas
em triplicado.

Para a determinacao da percentagem de perda de peso das amostras (%AP) foi

utilizada a seguinte equagao:
% AP = Pi;ﬁ x 100 Equacao 1

4

onde: P; — peso inicial da amostra e Pr — peso da amostra apds imersao.
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Entender detalhadamente o comportamento da dissolucdo é de extrema
importancia quando novos vidros sao projetados para diferentes aplicagdes clinicas [58],
na medida em que, os produtos da degradacgéo libertados e as alteracbes de pH
induzidas no meio envolvente ndo podem comprometer a viabilidade dos tecidos. A
reacdo entre um vidro e uma solucao aquosa é afetada por fatores como a composicao
do vidro, o pH da solugao, a relacédo entre a area da superficial do vidro e o volume da
solucao, a temperatura e o tempo de reacao [59]. Os fluidos circundantes desempenham
um papel importante nas reacdes superficiais e na ligacdo dos biomateriais ao 0sso vivo,
sendo a agua destilada e a agua desionizada as solucbes fisioldgicas mais simples

utilizadas em testes de imersao in vitro [60].

Na literatura € indicado que nos ensaios de mineralizacgdo de amostras
monoliticas devera ser mantida uma relagcado de 10 ml de fluido fisiolégico simulado por
cada cm? de area exposta do material [9,13,16,21,52,61]. A mesma relagdo foi adotada
no presente estudo para as amostras monoliticas tanto nos ensaios de mineralizagdo em
fluido fisiolégico simulado como nos ensaios de dissolugao em agua destilada. Na
impossibilidade experimental de manter a mesma relagdo para as amostras de frita,
devido aos seus elevados valores de ASE, para a realizacao dos referidos ensaios foram

adicionados 10 ml de liquido por cada 0.0250 g de material em pé.

Para os ensaios de dissolu¢gao das amostras de frita, foram colocados 0,0250 g de
cada amostra dentro de recipientes de polipropileno tendo os conjuntos sido pesados.
Foram adicionados 10 ml de agua destilada a cada recipiente que, depois de
devidamente fechados, foram colocados numa estufa a 37 °C durante os intervalos de
tempo pré-determinados (2, 4, 8 e 16 horas). Findo o tempo de imers&do, as amostras
foram retiradas da estufa, medido o pH da solugdo e removido o liquido sobrenadante.
Os recipientes foram colocados destapados na estufa a 50 °C durante 48 horas para

secagem e, findo esse tempo, foram novamente pesados.

No caso das amostras monoliticas estas foram medidas para se determinar a sua
area superficial (cm?). O volume de agua destilada adicionado a cada amostra foi
calculado de modo a manter uma razdo de 10 ml de agua destilada por cada cm? de area
exposta da amostra como referido anteriormente. As amostras foram imersas em agua
destilada (pH=6,0) dentro de recipientes estanques de polipropileno os quais foram

mantidos a 37 °C numa estufa em condicbes estaticas. Depois de imersas durante os
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intervalos de tempo pré-determinados (16, 72, 168, 336 e 504 horas) as amostras foram

retiradas, lavadas com agua destilada, secas a 50 °C durante 48 horas e pesadas.

3.1.4. Ensaios de mineralizagao em fluido fisiolégico sintético

Os ensaios de mineralizacdo em fluido fisiologico sintético permitem avaliar, in
vitro, o potencial bioativo dos materiais, ou seja, a capacidade de precipitarem na sua

superficie fosfatos de calcio.

Nestes ensaios as amostras foram imersas em fluido fisiolégico simulado acelular
(SBF), de composicao idnica semelhante a do plasma sanguineo humano, preparado de
acordo com o protocolo apresentado por T. Kokubo et al. [62,63]. A composic¢ao idnica do

plasma sanguineo humano e do SBF sio apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Concentragdo idnica do plasma humano e do SBF.

Concentragao idnica (mMol L)

Na* K* Mg?* Ca? Cr HCO*  HPOs> SO4*
Plasma 142,0 5,0 1,5 2,5 103,0 27,0 1,0 0,5
SBF 142,0 5,0 1,5 2,5 147,8 4,2 1,0 0,5

O SBF foi preparado, tendo todo o material de laboratério utilizado sido
previamente esterilizado por exposi¢ao a radiagdo ultravioleta durante 15 minutos. A um
litro de agua destilada, foram adicionadas, sob agitacdo constante, as quantidades
referidas de cada reagente seguindo a ordem indicada na Tabela 4. O SBF foi mantido a

5 °C no frigorifico em garrafas de polipropileno por ndo mais de 30 dias.
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Tabela 4 - Ordem de adicéo, reagente, quantidade, fornecedor e grau de pureza dos reagentes utilizados na
preparagéao de 1 litro de SBF [62,63].

Ordem de adigéo Reagente Quantidade Fornecedor Grau de pureza (%)
1 NaCl 7,996 g Panreac 99,5

2 NaHCOs3 0,350 g Sigma-Aldrich 99,7

3 KCI 0,224 g Sigma-Aldrich 99,5

4 KoHPO4.3H20 0,228 g Calbiochem 100,0

5 HCI (1M) ~90% de 40 ml ) Panreac 37,0

6 MgCl2.6H20 0,305¢g Sigma-Aldrich 99,0

7 CaCl2.6H20 0,548 g Fluka 99,0

8 Na2S04 0,071g Panreac 99,0

9 NH2C(CH20H)s 6,057 g Merck 99,8

) O volume total de HCI n&o foi usado, para que no final, o restante, fosse utilizado para acertar o valor de

pH para valores préoximos do plasma sanguineo humano (entre 7,2 a 7,4).

Todo o material de laboratdrio utilizado no decorrer dos ensaios de mineralizacéo
foi esterilizado através de exposicao a radiacao ultravioleta durante 15 minutos e todas as

medic¢des realizadas em duplicado.

O SBF foi retirado do frigorifico e foram colocados 0,0250 g de cada amostra de
frita e 10 ml de SBF, dentro de recipientes estanques de polipropileno. Estes foram
mantidos numa estufa a 37 °C, em condicbes estaticas, durante trés intervalos de tempo:
16, 72 e 168 horas. No final de cada tempo de imersao, apos se verificar por observacao
macroscopica de que nao existiam sinais de contaminagao bioldgica, foi medido o pH e o
sobrenadante foi retirado, filtrado e colocado em recipientes estanques de polipropileno
no frigorifico a 5 °C até se proceder a sua analise por ICP. Os p6s foram lavados com
agua destilada, para remocgéo total do SBF e cessacao das reagbes superficiais [11],

filtrados e colocados em estufa a 50 °C durante 48 horas para secagem.

Todas as amostras monoliticas foram medidas para se determinar a sua area
(cm?). Foi calculado o volume de SBF a adicionar a cada amostra mantendo uma razao
de 10 ml SBF por cada cm? de area exposta da amostra. As amostras e o SBF foram
colocados em recipientes estanques de polipropileno. Os recipientes, devidamente
fechados, foram mantidos em estufa a 37 °C durante cinco diferentes intervalos de
tempo: 16, 72, 168, 336 e 504 horas, em condicbes estaticas. No final de cada tempo de
imersao foi verificado por observacdo macroscépica de que nao existiam sinais de

contaminacao bioldgica e o pH foi medido. O sobrenadante foi retirado, filtrado e

28



Capitulo 3 — Procedimento e Técnicas Experimentais

colocado em recipientes estanques de polipropileno no frigorifico a 5 °C. As amostras
monoliticas foram lavadas com agua destilada, para remover totalmente o SBF e garantir
a cessacgao das reacdes superficiais [11], e colocadas em estufa a 50 °C durante 48

horas.

3.1.5. Ensaios de avaliagao da agcao antibacteriana in vitro

A avaliacdo da agao antibacteriana in vitro dos materiais desenvolvidos foi
realizada no laboratério do Professor Doutor Antonio Correia, Microlab, do Departamento
de Biologia da Universidade de Aveiro. O teste € baseado na norma da American Society
for Testing and Materials - (ASTM) E2149 para a determinacdo de atividades
antimicrobianas de agentes antimicrobianos imobilizados (Standard Test Method for
Determining the Antimicrobial Activity of Immobilized Antimicrobial Agents). Foi ensaiada
uma estirpe bacteriana de referéncia pertencente a colegdes de cultura e que é
normalmente utilizada como indicadora da suscetibilidade a agentes antimicrobianos: a
gram-negativa Escherichia coli (E. coli) ATCC25922.

A atividade antibacteriana foi avaliada pela percentagem de reducdo do numero
de unidades formadoras de colénias (UFC mL™") numa suspensdo apés incubagdo com

as amostras. A reducéo (R) foi quantificada pela seguinte equacgao:

CO_

c ¢ %100 Equacao 2
0

R =

onde: C, — numero de UFC observadas na amostra de controlo e C - numero de UFC

obtidas apds incubagao na presenca do material em teste.

Os ensaios foram realizados sob agitacdo constante num volume final de
suspensdo de 1,1 mL tendo cada teste sido realizado em ftriplicado. As células
bacterianas foram enumeradas através do método convencional de contagem em placa.
O material de laboratorio e as solugdes foram previamente esterilizadas por calor humido,
numa autoclave (a 120 °C durante 20 minutos). As fritas foram esterilizadas numa estufa
a 160 °C durante 2 horas.

Cada amostra de frita foi pesada e de seguida incubada na auséncia de luz, com

uma quantidade definida de células de E. coli ATCC25922. As células foram obtidas a
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partir de um crescimento de cerca de 16 horas, a 37 °C em meio de cultura Luria-Bertani,
Merck. Para eliminagdo de restos de meio de cultura as células foram centrifugadas a
4000 G, durante 5 minutos duas vezes. As células sedimentadas foram novamente
colocadas em suspensdo em volumes definidos da solugdo tampao KoHPO4a pH=7
(obtendo densidades celulares entre 10° a 10’ UFC mL™") e incubadas com as amostras
de frita durante 1 hora, a 20 °C com agitagdo. Apds a incubagdo, diluicbes seriadas de
aliquotas da suspensao de células foram semeadas em placas de petri contendo meio de
cultura Luria Agar, Merck. Apés incubagcdo (37 °C, 24 horas), as UFC foram
determinadas, permitindo o calculo de R [64]. As amostras de frita sem adicdo de Ag.0 a
sua composicao, GOF com duas granulometrias, foram utilizadas como controlo bem

como uma amostra contendo somente as células indicadoras (sem frita).

3.1.6. Esquema resumo do procedimento e técnicas experimentais
utilizadas

O esquema resumo do procedimento e técnicas experimentais utilizadas no

decorrer do presente trabalho € ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 - Esquema resumo do procedimento e técnicas experimentais utilizadas.
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3.2. Técnicas Experimentais

Para a caracterizacdo dos materiais obtidos foram utilizadas diversas técnicas

experimentais.

3.2.1. Analise térmica diferencial (ATD)

Esta técnica permitiu determinar as temperaturas a que ocorrem as
transformacdes mais relevantes durante o aquecimento das composicbes em estudo.

Esta analise foi realizada num equipamento Netzsch STA 409 EP.

3.2.2. Analise dilatométrica (AD)

A variacao dimensional das amostras monoliticas com o aumento da temperatura

foi caracterizada utilizando um dilatdmetro Bahr Thermo Analyse DIL 801 L.

3.2.3. Difracao de raios-X (DRX)

Esta técnica experimental foi utilizada para se confirmar o caracter amorfo dos
vidros e identificar as fases cristalinas presentes nos vitroceramicos e nos precipitados
formados nos ensaios de mineralizacdo em fluido fisioldgico sintético. Esta analise foi
realizada a temperatura ambiente num difractémetro Rigaku Geigerflex Dmax-sérieC,
equipado com monocromador curvo de grafite, utilizando radiagdo CuKa (40 Kv e 30 mA).
As condicbes utilizadas foram 26 = 10-80°, uma velocidade de 3°/min. As fichas utilizadas
na identificagdo de fases foram fornecidas pelo Joint Committee on Powder Diffraction

Standards/International Center for Diffraction Data; Swarthmore, Pensilvania, EUA.

Foram realizadas analises de DRX de angulo rasante a algumas amostras
monoliticas para identificar os compostos depositados sobre a sua superficie depois de
terem sido imersas em fluido fisioldgico sintético e em acido cloridrico 1M. Para tal

utilizou-se um difractémetro XPert Pro (NL) com monocromador de grafite e radiagao
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CuKa (45 kV e 40 mA). As condi¢des utilizadas foram 26 = 10-80°, uma velocidade de
0,0260° e 98,39 s por ponto.

Para a quantificagao, utilizando o método de Rietveld, das fases cristalina e
amorfa presentes em algumas das amostras vitroceramicas recorreu-se a um
difractdmetro ©/6 Panalytical X'Pert Pro (NL) equipado com um detetor rapido RTMS e
com um monocromador de grafite utilizando radiacdo CuKa (40 kV e 40 mA). As
condigbes utilizadas foram 20 = 20-80°, uma velocidade de 0,0167° e 50 s. No percurso
do feixe incidente foram montadas fendas anti-dispersao e anti-divergéncia ambas com
0,125°. No percurso do feixe difratado foram colocados um filtro de Ni, uma fenda Soller

(0,01 rad) e uma lamina anti-dispersao (5 mm).

3.2.4. Analise granulométrica

Esta técnica foi utilizada para as amostras de frita moidas apds peneiracéo a
20um.

A distribuicdo granulométrica foi realizada utilizando o equipamento Coulter LS
230 (Particle Size Analyzer) com um sistema 6ético secundario (PIDS), cujo principio de
funcionamento se baseia no método de difracdo de raios laser e que permite avaliar o
tamanho das particulas em suspenséo, numa gama de tamanhos entre 0,4 a 2000 pym.
Os ensaios foram realizados usando como meio suspensor a agua e apés agitacao em

ultrassons durante cinco minutos.

3.2.5. Analise da area superficial especifica (ASE)

A area superficial especifica (ASE) das amostras de frita moidas e peneiradas foi
determinada num equipamento Micromeritis Gemini 2370 V5.00, por adsorcéo fisica de

azoto, usando a isotérmica de adsorg¢ao Brunauer, Emmett e Teller (BET).
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3.2.6. Microscopia eletréonica de varrimento (SEM) e Espectroscopia

de dispersao de energia (EDS)

A observagao das superficies das amostras foi realizada por microscopia
eletrénica de varrimento (SEM) num microscépio HITACHI, modelo S4100, equipado com

um sistema de microanalise quimica por espetroscopia de dispersao de energia (EDS).

Para observacdo no microscépio, as amostras foram fixadas em porta amostras
de aluminio com cola de carbono, no caso dos monoliticos, e com fita-cola de carbono de
dupla face no caso das fritas moidas. Foi posteriormente depositado um filme fino de
carbono sobre todas as amostras utilizando o equipamento EMITECH K950. Em alguns
casos foi necessario depositar um filme fino de ouro utilizando um equipamento Polaron
E5000.

3.2.7. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Esta técnica permite identificar grupos, arranjos quimicos e estruturas de
materiais, com base na frequéncia das vibra¢des das ligacdes quimicas presentes nas

amostras.

Foram obtidos espectros de FTIR utilizando a técnica de reflexado total atenuada
(ATR) utilizando um espectrometro FTIR Bruker tensor 27 com um acessorio de ATR da
marca Specac. Esta técnica foi utilizada para verificar possiveis alteragdes quimicas no

material decorrentes da introdugao da prata e da realizagao de tratamentos térmicos.

Para caracterizar os precipitados formados na superficie das amostras monoliticas
apos os ensaios de mineralizagdo em fluido fisiolégico sintético recorreu-se a técnica de
refleccdo difusa no infravermelho com transformada de Fourier (DRIFT), utilizando um

espectrometro FTIR Mattson 7000 com um acessorio de DRIFT da marca Specac.
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3.2.8. Espectrofotometria por plasma com acoplamento indutivo (ICP)

A quantificagdo dos elementos presentes na solucao fisioldgica sintética, apds
imersdo das amostras, foi determinada por espectroscopia de emissao por plasma com

acoplamento indutivo num espectoémetro Jobin Yvon 70 Plus.

3.2.9. Medicao de pH

Durante os ensaios de dissolugdo em agua destilada e de mineralizacdo em fluido
fisiologico sintético, a variagdo do pH das solugdes foi monitorizada utilizando um
medidor de pH HI98103 Checker®. O elétrodo de pH foi calibrado utilizando solugdes

standard Hamilton Duracal Buffer.
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4. Apresentacao e Discussao de Resultados

4.1. Caracterizagao das amostras vitreas

4.1.1. Amostras de frita

Por observacdo macroscoépica, as amostras de frita GOF, G1F e G2F revelaram-se
homogéneas, livres de inclusdes, transparentes e sem cor.
A natureza amorfa das fritas foi confirmada por DRX como verificado nos

difratogramas apresentados na Figura 2.

Intensidade (u.a.)

10 20 30 40 50 60
26 (%)

Figura 2 - Difratogramas de raios-X das amostras em p6 de GOF, G1F e G2F.

Na Figura 3 sdo apresentadas as micrografias obtidas por SEM das trés amostras
de frita em p6 depois de moidas e peneiradas em tela de 20 ym. As particulas possuem
forma irregular e uma distribuicao larga de tamanhos, apresentando algumas particulas

de forma acicular e com um comprimento superior a 20 pym.
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Figura 3 - Imagens por SEM das fritas GOF (a), G1F (b) e G2F (c) depois de moidas e peneiradas em tela de

20 um.

O EDS realizado a estes pos confirmou a presenga de prata nas amostras G1F e
G2F e a auséncia de segregacao ou de formagao de uma fase com prata. Na Tabela 5

sdo apresentados os resultados da composi¢ao atdmica determinada por EDS.

Tabela 5 - Composicao atémica das fritas em estudo determinada por EDS.

Amostras Mg Si P Ag Ca Cal/P
GOF 19,14 22,28 21,07 - 37,51 1,78
G1F 21,58 23,23 21,57 1,57 32,06 1,48
G2F 17,94 19,59 18,45 2,37 41,66 2,25

Na Figura 4 estido patentes os resultados obtidos na ATD na qual se utilizou uma

taxa de aquecimento de 10 °C min™' desde a temperatura ambiente até aos 1090 °C.
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Figura 4 - Curvas de ATD obtidas para as fritas GOF, G1F e G2F.

Por observagdo da Figura 4 verifica-se que a deflexdo endotérmica
correspondente ao intervalo de temperaturas onde se situa a temperatura de transicao
vitrea (Tg) tem inicio, para todas as composigdes, por volta dos 700 °C e termina por volta
dos 730 °C. Para as trés composicdes observa-se ainda um ombro e dois picos
exotérmicos associados a formacido de fases cristalinas. As temperaturas relevantes

retiradas da Figura 4 encontram-se resumidas na Tabela 6.

Tabela 6 - Temperaturas relevantes obtidas por ATD (),

Amostras  Tg (°C) Te1 (°C) Tpt (°C) Tp2 (°C) To3 (°C)
GOF ~710 782 804 850 890
GIF ~705 795 819 874 903
G2F ~ 704 776 792 852 894

) onde: Ty - temperatura de transigéo vitrea; Tc1 - inicio 1° pico de cristalizagéo; Tp1, Tp2 € Tps - 1°, 2° e 3°

picos de cristalizagao, respetivamente.

A adicdo de 1 mol% de prata aumenta ligeiramente as temperaturas a que
ocorrem 0s picos exotérmicos de cristalizagdo (Tp1, Tp2 € Tp3), em relagdo a amostra sem
prata, o que ja nao se verifica para a adicao de 2 mol% de prata. A adi¢cao de prata reduz
ligeiramente (cerca de 5°C) a Tg.

Com base nestes resultados a temperatura de recozimento utilizada na

preparagao das amostras monoliticas foi 750 °C.
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Para verificar possiveis alteragdes quimicas decorrentes da introdugao da prata

foram realizadas analises FTIR/ATR as trés amostras de frita.

2324 1500

G2F

G1F

GOF

Transmitancia (u.a.)

2600 2350 2100 1850 1600 1350 1100 850 600 350

Numero de onda (cm-')

Figura 5 - Espectros FTIR/ATR das amostras GOF, G1F e G2F.

Por observacgéo dos espectros da Figura 5, a introdugcédo de 1 e 2% molar de Ag.0
nao induz alteracbes quimicas detetaveis por FTIR/ATR, verificando-se apenas um
pequeno desvio do comprimento de onda a que ocorrem as principais bandas de
vibragado. As atribuicbes das principais bandas de vibracdo detetadas nas amostras com
a composicdo GOF encontram-se na Tabela 7. Nao foram encontradas bandas

associadas a presenga de prata nas amostras.

Tabela 7 - Atribuigédo das principais bandas de vibragdo da amostra GOF.

Banda (cm™) Atribuicao

450-480 Flexdo da ligagao Si-O-Si [7,16,20,34,60,65].
518-570 Flexao da ligagédo P-O [21,60,34].

725-815 Estiramento simétrico da ligagao Si-O-Si [7,20,34].

Oxigénios néo ligantes, Si-O-, formados devido a presenca de ides
alcalinos e/ou alcalino terrosos na rede vitrea [21,65].

950-1050 Estiramento assimétrico da ligagédo Si-O-Si [20,21,30,60,65].
Presenca de carbonatos de calcio, resultantes da reagédo do CO:2
atmosférico com o calcio presente na superficie do vidro [21,30,66].
2320-2360 Presenga de CO2 atmosférico no interior do aparelho [21,30,66].

920-940

1350-1600
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4.1.2. Amostras monoliticas

As amostras GOM, G1M e G2M depois de recozidas sdo homogéneas, sem
inclusdes, transparentes e sem cor (observagao macroscopica).

Os resultados da DRX das amostras apds moagem e peneiragdo numa tela de 20
pm (condigbes idénticas as das fritas) estdo representados na Figura 6 e confirmam a

natureza amorfa das amostras.
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Figura 6 - Difratogramas de raios-X das amostras monoliticas GOM, G1M e G2M moidas.

As amostras monoliticas foram analisadas por SEM e, tal como observado
macroscopicamente, revelaram-se homogéneas e sem inclusdes, o0 que indica que os
ides de prata foram incorporados uniformemente na estrutura do vidro. Na tabela 8 séo
apresentados os resultados da composicdo atdbmica das amostras determinada por EDS

a qual confirmou a presenca de prata nas amostras G1M e G2M.

Tabela 8 - Composigdo atémica das amostras monoliticas determinada por EDS.

Amostras Mg Si P Ag Ca Cal/P
GOM 25,15 24,40 20,94 - 29,53 1,41
G1M 27,58 23,82 19,94 1,46 27,20 1,36
G2M 27,88 23,28 19,51 1,65 27,70 1,42

Os resultados de EDS ndo revelaram grandes diferencas em termos de
composigao atdbmica entre as trés amostras monoliticas, 0 mesmo nao acontecendo para
as trés amostras de frita, Tabela 5.
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Na Figura 7 sao apresentadas as curvas da variagdo dimensional das amostras
monoliticas (GOM, G1M e G2M) com o aumento da temperatura, obtidas por analise
dilatométrica (AD). Estas analises foram realizadas com uma taxa de aquecimento de 10
°C min', desde a temperatura ambiente até o operador as ter interrompido para

salvaguarda do aparelho.
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Figura 7 - Curvas dilatométricas das amostras GOM, G1M e G2M.

As curvas dilatométricas obtidas ndo permitiram o calculo de T4. As temperaturas
de amolecimento dilatométrico (Tr) e os coeficientes de expansido térmica linear no
intervalo entre 200 e 400 °C (az00-400) foram determinados, estando os resultados obtidos

patentes na Tabela 9.

Tabela 9 - Temperaturas de amolecimento dilatométrico (Tr) e coeficientes de expanséo térmica
linear (a200-400).

Amostras Tr (°C) 0200-400 (°C)
GOM ~ 745 10,4 E-6
G1M ~ 728 12,0 E-6
G2M ~732 11,8 E-6

O comportamento dilatométrico dos vidros depende fundamentalmente da sua
composig¢ao e histéria térmica [67]. Uma vez que estas amostras tém a mesma histéria
térmica, as diferengas resultam da introdugao de 1 e 2% molar de Ag20.

Os vidros com Ag-0O na sua composi¢ao apresentam um coeficiente de expansao

térmica linear no intervalo entre 200 e 400 °C ligeiramente superior ao do vidro sem
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prata. O Ag.0 é um 6xido modificador, criando geralmente numa estrutura vitrea pontos
de descontinuidade reticular e, consequentemente, uma diminuicdo da coesao. No
entanto, nos casos em estudo, a introdugéo de 1 e 2 mol% de Ag-O nao parece ter sido
significativa para que esse efeito fosse notério.

A retragdo dos monoliticos comegou a ocorrer a temperaturas ligeiramente
inferiores para as composi¢cdes com prata. A introducdo de Ag-.O na composi¢cao parece
ter diminuido a temperatura a que comeca a ocorrer o amolecimento dilatométrico, o que,

de certa forma, indicia uma maior mobilidade estrutural nos vidros com prata.

4.2. Caracterizagao das amostras vitroceramicas

As amostras de frita e de monoliticos das trés composi¢cdes em estudo foram
sujeitas a tratamentos térmicos a quatro temperaturas, com o intuito de se obterem

amostras vitroceramicas, como descrito no Capitulo 3.

4.2.1. Amostras de frita cristalizada

Nas figuras 8, 9 e 10 estao representados os difratogramas dos pds de frita antes
e apos tratamento térmico, durante 1 hora as temperaturas indicadas. Antes das analises
as amostras de frita cristalizada foram moidas num almofariz de agata e peneiradas

numa tela de 20 ym.
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Figura 8 - Difratogramas de raios-X dos pés de frita GOF, antes e apds tratamento térmico de 1 hora, as
temperaturas indicadas. A insergao mostra a ATD da GOF na gama de 650-1050 °C.
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Figura 9 - Difratogramas de raios-X dos pés de frita G1F, antes e apds tratamento térmico de 1 hora, as
temperaturas indicadas. A insergdo mostra a ATD da G1F na gama de 650-1050 °C.
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Figura 10 - Difratogramas de raios-X dos pos de frita G2F, antes e apos tratamento térmico de 1 hora, as

temperaturas indicadas. A insergdo mostra a ATD da G2F na gama de 650-1050 °C.

O resumo das leituras das Figuras 8, 9 e 10 é apresentado na Tabela 10.

Tabela 10 - Resumo das leituras das Figuras 8, 9 e 10.

Amostras Sem tratamento térmico 1 hora785°C 1 hora800°C 1 hora815°C 1 hora 830°C

GOF Amorfa Whitlockite -\ iiockite  Whitlockite  Whitlockite
(incipiente)

G1F Amorfa Whitlockite -\ iiockite  Whitlockite  Whitlockite
(incipiente)

G2F Amorfa Amorfa Whitlockite Whitlockite Whitlockite

As amostras GOF e

G1F apods tratamento térmico de uma hora a 785 °C

apresentam uma fase cristalina (whitlockite - Caz71Mgo29(PQOa4)2), 0 que ndo acontece na

amostra G2F que permanece amorfa. Este resultado ndo esta de acordo com o sugerido

pela ATD (imagem inserida e

Tabela 6) onde T¢1 € Tp1 ocorrem a temperaturas inferiores

para G2F. Esta diferenca pode ser devida a utilizacdo de termopares com sensibilidades

diferentes nos dois equipam

entos (forno da ATD e forno de tratamentos térmicos). O

tratamento térmico de uma hora a 800 °C promoveu a cristalizagdo de whitlockite em

todas as amostras. Os tratamentos térmicos a 815 e 830 °C intensificaram os picos

obtidos nos difratogramas o que permite antever um aumento da cristalinidade das

amostras tratadas a essas temperaturas.
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Das amostras de frita cristalizada foram escolhidas as amostras G1F tratadas
termicamente a 800 e 830 °C, doravante designadas como G1F 800 e G1F 830
respetivamente, para integrar o leque de amostras a serem avaliadas nos testes de

dissolucao, de potencial bioativo e propriedades antibacterianas.

Foi realizado FTIR/ATR as amostras G1F, G1F 800 e G1F 830, para verificar

possiveis alteracbes quimicas decorrentes da realizagdo dos tratamentos térmicos,

Figura 11.
G1F 830
~ | G1F 800
©
2
3 | GIF
c
5@
€
[2])
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|_
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Figura 11 - Espectros FTIR/ATR das amostras G1F, G1F 800 e G1F 830.

Por observagdo da Figura 11 é notdria uma ligeira alteracdo dos espectros,
ocorrendo o aparecimento de novas bandas, apds os tratamentos térmicos efetuados as
amostras. A cristalizacdo da whitlockite provocou o aparecimento de bandas a (i) 570
cm™, relativa a flexdo das ligagdes P-O [16,60,69]; (i) 1020 cm™ relacionada com o
estiramento simétrico das ligagdes P-O [34] e (iii) 1100 cm™, associada ao estiramento
das ligagdes P-O[30,69].

As distribuicbes de tamanho de particula obtidas pelo método de difragao de raios

laser para as cinco amostras de frita sdo apresentadas na Figura 12.
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Figura 12 - Distribuigdo granulométrica dos pds de frita moidos.

O formato das distribuicbes é revelador da presenga de aglomerados pois existem
particulas de didmetros superiores a 20 um e o po6 foi peneirado com uma tela de 20 ym.
A existéncia de particula de forma acicular de comprimento superior a 20 pm,
identificadas por SEM (Figura 3), também podem estar a afetar estes resultados. No
entanto, as amostras vitrocerdmicas apresentam uma distribuicdo granulométrica
bastante mais estreita. Assim, os resultados obtidos para o didmetro de particula,
apresentados na Tabela 11, estdo condicionados pela presenga de aglomerados, nao

correspondendo ao das particulas individualizadas.

Tabela 11 - Diametro médio das particulas obtido por difragdo de raios laser.

Amostras Diametro médio das particulas (um)
GOF 8,02

G1F 10,69

G1F 800 5,91

G1F 830 4,83

G2F 8,56

Pela técnica de adsorcgao fisica de azoto, usando a isotérmica de adsorcéo e o
método BET, obtiveram-se os valores apresentados na Tabela 12 para a ASE das cinco

amostras.
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Tabela 12 - ASE determinada por BET.

Amostras ASE (m?3/g)
GOF 2,1
G1F 2,93
G1F 800 3,63
G1F 830 5,47
G2F 2,37

As amostras vitroceramicas sdo as que revelam a maior ASE o que esta de
acordo com os resultados obtidos para a distribuicdo granulométrica, possivelmente
devido a presenca de menor quantidade de aglomerados nestas amostras. O tratamento

térmico podera também ter aumentado a rugosidade superficial das particulas, Figura 13.

25.0kV X3.08K

Figura 13 - Imagem em SEM da superficie de uma particula de G2F apés tratamento térmico a 815 °C.

4.2.2. Amostras monoliticas cristalizadas

Nas figuras 14, 15 e 16 estdo representados os difratogramas de raios-X
efetuados as amostras monoliticas moidas, antes e apds tratamento térmico, para as trés
composigdes em estudo.
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Figura 14 - Difratogramas de raios-X dos pos de GOM antes e ap6s tratamento térmico de 1 hora as
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Figura 15 - Difratogramas de raios-X dos pds de G1M antes e apos tratamento térmico de 1 hora as

temperaturas indicadas. A insergdo mostra a ATD da G1F na gama de 650-1050 °C.
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Figura 16 - Difratogramas de raios-X dos pos de G2M antes e apos tratamento térmico de 1 hora as

temperaturas indicadas. A insergao mostra a A1u da G2F na gama de 650-1050 °C.

apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Resumo das leituras das Figuras 14, 15 e 16.

O resumo dos resultados relevantes retirados das Figuras 14, 15 e 16 séao

Amostras  Sem tratamento térmico 1hora785°C 1hora800°C 1hora815°C 1 hora830°C

GOM Amorfa Amorfa Whitlockite \\itiockite  Whitlockite
(incipiente)

G1M Amorfa Amorfa Whitlockite Whitlockite Whitlockite

G2M Amorfa Amorfa Whitlockite Whitlockite Whitlockite

Apos tratamento térmico a 800 °C durante 1 hora, deu-se a formagdo da mesma

fase cristalina, a whitlockite [Caz71Mgo20(PO4)2], para as composicbes com prata

enquanto que para GOF, a essa temperatura, a presenga dessa fase € ainda incipiente.

Verifica-se que o tratamento térmico de uma hora a 815 °C promoveu a cristalizacdo de

whitlockite em todas as amostras, tendo os tratamentos térmicos a 830 °C intensificado

0s picos obtidos, o que permite antever um aumento da cristalinidade das amostras

tratadas a essa temperatura.
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Comparando os resultados nas Tabelas 10 e 13, verifica-se que, para as mesmas
composigdes, a formagao de fase cristalina ocorre a temperaturas mais baixas nas
amostras de frita do que nas amostras monoliticas. Isto significa que a cristalizagao é
afetada pela area superficial das amostras, a qual é muito superior na frita do que nas
amostras monoliticas. A relacdo entre Ca e P na composi¢ao dos vidros é proxima da da
fase que cristaliza, a whitlockite. Por isso, a ceramizacdo destes vidros processa-se
facilmente em volume [51]. Se este fosse o principal contributo para a cristalizacao nao
deveriam detetar-se diferengas entre amostras com diferentes areas superficiais. O
favorecimento da cristalizacdo nas fritas significa que €& também importante a

componente de cristalizacao superficial.

Foram obtidas imagens em SEM das amostras de monoliticas, antes e apos
tratamento térmico (Figura 17), depois de serem atacadas quimicamente por forma a
dissolver alguma fase amorfa superficial e revelar as possiveis fases cristalinas
presentes. Os ataques quimicos foram realizados inicialmente com HCI 1M durante 60
segundos. Posteriormente, devido a formacao, na superficie das amostras, de compostos
com cloro e prata, proveniente da composicdo dos vidros, optou-se por usar na

preparacao das restantes amostras HNO3; 1M durante o0 mesmo intervalo de tempo.
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GOM G1M G2M

Sem tratamento térmico
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5
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Figura 17 - Micrografias em SEM das amostras monoliticas, sem e com tratamento térmico, atacadas
durante 60 segundos com HNOs 1M (a,b,c) e com HCI 1M (d-o).
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Na Figura 17 pode observar-se o efeito do tratamento térmico na microestrutura
das amostras. Antes dos tratamentos térmicos as amostras revelam uma fase amorfa e
homogénea; apds tratamento térmico, é observada a ocorréncia de formagdes de secao
circular com pouca espessura, assinaladas com (1) na Figura 17, que correspondem a
fase cristalina whitlockite identificada por DRX. Em algumas micrografias das
composi¢des com prata, verifica-se ainda a deposicao, sobre a superficie das amostras,
de umas formacdes de menor dimensdo, brilhantes e de cor branca assinaladas com (2)
na Figura 17.

Para as 3 composi¢des apresentadas na Figura 17 parece claro que o aumento
da temperatura de tratamento térmico favorece o crescimento dos cristais formados no
seio da matriz vitrea.

Por forma a avaliar possiveis diferencas ou semelhangas composicionais, foi
realizada uma analise por EDS a zona da matriz amorfa, as formagbes de sec¢ao circular
indicadas nas imagens (e) e (h) e a estrutura referenciada na imagem (n). Os resultados
obtidos sdo apresentados na Tabela 14, juntamente com os resultados referentes a

composi¢ao G1M.

Tabela 14 - Composicdo atémica determinada por EDS das amostras monoliticas antes e apds tratamento

térmico.
Amostras  Zona Imagem (0] Mg Si P Ca Ag Cal/P
G1M Matriz 54,71 12,49 10,79 9,03 12,32 0,66 1,36
G1M 785 Matriz 55,09 13,9 11,05 9,05 10,28 0,63 1,14
Formagéo de segéo circular (1) 66,92 7,85 7,93 6,45 10,41 0,44 1,61
G1M 800 Matriz 56,61 10,63 9,8 7,94 14,43 0,58 1,82
Formacgéo de sec¢éo circular (1) 65,67 7,06 8,07 6,77 11,65 0,77 1,72
G1M 830 Estrutura 69,13 7,78 7,11 6,48 9,01 0,49 1,39

A composi¢ao atomica da estrutura da amostra G1M tratada a 830 °C (Figura 17
(n)) é bastante mais préxima da apresentada pelas formag¢des de secao circular do que
pelas zonas da matriz das amostras G1M 785 e G1M 800 (Figura 17 (e) e (h)) as quais
exibem uma composicao préoxima da composicdo da amostra G1M, toda ela amorfa.
Assim, pode concluir-se que a amostra G1M 830 possui uma composicdo quimica
idéntica a das formacdes de secéao circular, atribuidas a fase de whitlockite. Com efeito, a
avaliar pelo difratograma de raios-X na Figura 15, esta € a fase que precipita
maioritariamente no seio da matriz vitrea quando se faz o seu tratamento térmico a 830
°C.
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A presenca de prata revelada por EDS nos precipitados de sec¢ao circular € um
indicador de que este elemento tenha funcionado como agente nucleante, num processo
de nucleacao heterogénea [67,70], tendo ficado retida dentro da estrutura da whitlockite.
Por observagdo dos DRX apresentados nas Figuras 15 e 16 verifica-se que a presenga
de prata proporcionou de facto o aparecimento de whitlockite a 800 °C para G1M e G2M,
cristalizacdo essa apenas revelada a 815 °C para a composi¢cao sem prata, GOM. De
igual modo, em relagdo as fritas, as temperaturas T¢1 e Tp1 sS40 mais baixas para as
composicdes G2F do que para GOF, sem prata (Figura 14 e Tabela 6). Nas imagens das
amostras tratadas a 785 e 800 °C (Figura 18), é evidente que a nucleagcdo na presenca
de prata provocou o aparecimento de um maior numero de cristais em relacdo a
composigao sem prata.

Na Figura 18, com imagens de menor ampliagcédo relativamente as apresentadas
na Figura 17, pode observar-se a evolugdo, em tamanho e em quantidade, das
formacgbes cristalinas precipitadas na matriz vitrea, sendo claro, que no tratamento

térmico a 830 °C ¢ significativa a percentagem de fase cristalina presente.
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Figura 18 - Micrografias em EM dos monoliticos GOM, G1M e G2M, apods tratamento térmico as
temperaturas indicadas e ataque quimico com HNO3 1M (b,c) durante 60 segundos e os restantes com HCI
1M durante 60 segundos.

As formacbes de menor dimensao, brilhantes e de cor branca presentes em
algumas imagens da Figura 17, identificadas como (2), estdo também patentes em
algumas das imagens da Figura 18 correspondentes a amostras com prata atacadas
quimicamente com HCI. Por EDS verificou-se que estas formagbes sdo constituidas
maioritariamente por Cl e Ag. Provavelmente durante o ataque acido, o ido cloro,

proveniente do HCI, reagiu com o ido de prata presente nos vidros. Esta hipotese é
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reforcada ao observar-se a Figura 19 na qual se apresentam as micrografias da amostra
G2M, tratada a 785 °C, atacada com HCIl e com HNO:s.

25.8kV X1B8.8k '32.88rm 28.8kV X1@.
Figura 19 - Micrografias obtidas por SEM da amostra G2M tratada termicamente a 785 °C durante uma hora
atacada com HCI 1M (a) e com HNO3 1M (b).

Foram escolhidas as amostras monoliticas cristalizadas G1M tratadas
termicamente a 800 e 830 °C, doravante designadas por G1M 800 e G1M 830,
respetivamente, para serem avaliadas nos testes de dissolugéo, de potencial bioativo e

de atividade antibacteriana.

4.2.3. Quantificacao das fases presentes

As percentagens de fases amorfa e cristalina presentes nas amostras
vitrocerdmicas selecionadas foram determinadas com recurso ao método de Rietveld,

estando os resultados apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 - Fatores de acordo do método Rietveld e composigdo das amostras vitroceramicas.

o Fatores de acordo®” Fases (%pp)
Amostras N°devaridvels 2y @%) Rwe(%) 2 Whitlockite  Amorfa
Frita G1F 800 26 7,26 5,97 2,10 25,5 74,5
G1F 830 27 9,09 5,90 2,46 27,5 72,5
Monoliticas G1M 800 28 20,89 5,26 0,95 2,8 97,2
G1M 830 25 11,93 6,22 2,43 21,4 78,6

(I R(F?) - Fator de estrutura; Rup - Residuo ponderado do difratograma; x2 - Precisdo do ajuste.
Por observacao da Tabela 15 verifica-se, para a mesma composi¢cao, um aumento

da percentagem de fase cristalina com o incremento da temperatura do tratamento

térmico. Pode ainda concluir-se que, para a mesma temperatura de tratamento térmico,
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as amostras monoliticas apresentam uma menor percentagem de fase cristalina do que
as amostras de frita. Estes resultados evidenciam o contributo de uma cristalizacao
superficial para o processo global de cristalizagdo e estdo de acordo com os obtidos por
SEM e DRX (segbes 4.2.1 € 4.2.2).

4.3. Ensaios de dissolugao em agua destilada

4.3.1. Amostras de frita

A variagdo do pH da agua destilada e %AP das amostras de frita foram
determinadas as 2, 4, 8 e 16 horas de imersdo. Todas as medicbes foram feitas em

triplicado.

Os resultados da evolugao do valor do pH com o tempo de imersao das amostras

de frita estdo representados graficamente na Figura 20.

6,5 1
—
6,0 A 3
GOF
:g- —t— G1F
~— G1F 800
5,5
—4&— G1F 830
—a— G2F
5,0 T T T T
0 4 8 12 16

Tempo de imersédo (horas)

Figura 20 - Evolugdo do pH da suspensdo com o tempo de imersao das amostras de frita.

Os valores de pH variam, ao longo do ensaio, entre 5,72 e 6,17. Nas primeiras
horas de imersdo ocorre uma pequena redugcdo do valor de pH para a maioria das
amostras. No entanto, ao fim das 16 horas de imersdo todos os valores voltam a estar

préoximos do valor inicial (pH= 6,0), a excecao do valor obtido para a amostra G1F.
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A adicdo de 1 e 2 mol% de Ag.O a composi¢cado original e o aumento da
percentagem de fase cristalina nas amostras n&o influenciam significativamente o valor

do pH da suspenséo para os tempos de imersao estudados (Figura 20).

Os resultados da %AP das amostras de frita com o tempo de imersdo estao

representados na Figura 21.
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Figura 21 - Evolugao da %AP das amostras de frita com o tempo de imersdo em agua destilada.

Verifica-se um aumento de %AP com o incremento do tempo de imersédo para
todas as amostras de frita até as 16 horas de imers&o.

Anteriormente (secdo 4.1.2) foi sugerido que o Ag.O, apesar de presente em
pequena percentagem, deve entrar na composi¢gdo como o6xido modificador, criando
pontos de descontinuidade reticular e, consequentemente, uma diminuicao da coesdo. A
adicdo de 1 e 2% de prata a composigao original aumentou a sua taxa de dissolugao e
causou um aumento da %AP, o que estda de acordo com os dados reportados na
literatura [71].

As duas amostras vitroceramicas G1F 800 e G1F 830 possuem percentagens de
fase cristalina idénticas (25,5 e 27,5%, conforme Tabela 15), apresentando valores de
%AP proximos mas ligeiramente superiores ao de G1F, com excegéo do valor obtido
para 8 horas de imersao. Duas situagdes podem estar a contribuir para estes resultados
(i) as amostras vitroceramicas apresentam uma maior ASE (Tabela 12) o que facilita a

dissolucao das particulas ou (ii) a fase cristalina precipitada € mais soluvel que a matriz
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vitrea residual. Com efeito, o facto de a fase precipitada ser um fosfato de calcio,
empobrece progressivamente a matriz vitrea nestes elementos a medida que se
processa a cristalizacdo, tornando o vidro remanescente cada vez mais rico em silica e
provavelmente menos soluvel. Esta situacido foi encontrada por outros autores [13] que
verificaram que a fase vitrea é mais estavel nas matrizes residuais dos vidros ceramicos

obtidos a temperaturas de cristalizacido mais elevadas.

4.3.2. Amostras monoliticas

A variacao do pH da agua destilada e da %AP das amostras monoliticas foram
determinadas apés 16, 72, 168, 336 e 504 horas de imersdo, tendo todas as medicdes

sido feitas em ftriplicado.

Os resultados da variagao do pH da agua destilada com o tempo de imersao das

amostras monoliticas estao representados na Figura 22.
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Figura 22 - Evolugéo da variagéo do valor de pH da suspensédo com o tempo de imersao das amostras
monoliticas.

O valor minimo de pH foi 5,08 e 0 maximo 6,56. A excepcao da amostra G2M, ao
fim de 168 horas de imersdo, o pH da solucido atinge os valores minimos e, passadas
504 horas de imersao, o pH das solugdes ¢é ligeiramente inferior ao pH inicial da agua

destilada.
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A adicao de 1 e 2 mol% de prata nao afeta significativamente a variagdo do valor
do pH da solugdao com o tempo de imersao. Para as composi¢cdes sem e com 1 mol% de
Ag-0, o valor maximo de pH ocorre as 16 horas e, para 2 mol% de adicdo de prata, o
valor maximo de pH ocorre as 72 horas.

A presenca da fase cristalina nas amostras nao influencia significativamente a
variagdo do pH da solucdo para os tempos de imersdo estudados. No entanto, as
amostras cristalizadas apresentam uma reducéo do valor de pH as 16 horas de imersao;

G1M, para esse tempo de imersdo, apresenta o valor maximo.

Os resultados da variagdo da %AP de todas as amostras monoliticas estéo

patentes na Figura 23.
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Figura 23 - Evolugéo da %AP das amostras monoliticas com o tempo de imersdo em agua destilada.

Para tempos de imerséo inferiores a 16 horas nenhuma das amostras monoliticas
apresentou perdas de peso detetaveis na balanga utilizada, ao contrario das amostras de
frita que, devido a sua maior ASE, apresentaram perda de peso para 2 horas de imerséo.
Ao fim de 504 horas (21 dias) todas as amostras monoliticas apresentam valores de %AP
baixos (entre 1,38 e 2,19) inferiores aos das amostras de frita ao fim de 16 horas de
imersao, para as quais as perdas variaram entre 4,70 e 6,40%.

A partir das 72 horas de imersao todas as amostras monoliticas revelaram um
aumento da %AP com o incremento do tempo de imersao.

A partir das 168 horas verifica-se que a adicdo de prata favorece a dissolugcao das

amostras, provavelmente pelo mesmo motivo apontado para as amostras de frita, ou
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seja, a introducao da prata podera ter provocado uma diminuigdo da coeséo reticular, por
se tratar de um ido modificador de rede.

As amostras cristalizadas foram as que apresentaram os maiores valores de %AP
para todos os tempos de amostragem. Como referido anteriormente para as amostras de
frita, € de admitir que a whitlockite seja a fase mais soluvel no vidro ceramico,
comparativamente com a matriz vitrea residual, que fica progressivamente mais rica em
SiO; pelo facto de o Ca e o P estarem a ser utlizados na formacido dos cristais de

whitlockite.

4.4. Ensaios de mineralizagao em fluido fisiolégico sintético

4.4.1. Amostras de frita

Apés imersdo em SBF acelular, onde foram mantidas a 37 °C durante os
intervalos de tempo definidos (16, 72 e 168 horas), as amostras foram analisadas por
SEM, EDS e DRX para se verificar se ocorreu deposicao de fosfatos de calcio nas suas
superficies e, desta forma, avaliar o seu potencial bioativo. A variacdo do pH do SBF foi
monitorizada e o SBF foi analisado por ICP para se efetuar o estudo da variacdo nas
concentragoes dos ides lixiviados das amostras para a suspensdo com o decorrer do

tempo de imerséo.

Por observacao da Figura 24 verifica-se que nao ocorreram variagdes acentuadas
dos valores de pH do SBF durante a imersao das amostras de frita. O valor minimo de
pH medido foi de 7,13 e o maximo foi de 7,89. Passadas 168 horas de imersao o pH do

SBF é apenas ligeiramente superior ao inicial.
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Figura 24 - Evolugéo do pH do SBF com o tempo de imersdo das amostras de frita.

Para os tempos de imersdo estudados, a adicao de 1 e 2 mol% de prata e a

variacao da percentagem de fase cristalina presente nas amostras nao influenciou a

variagao do valor de pH do SBF.

A variagdo, com o tempo de imersdo, da concentragdao dos ibes relevantes

presentes no SBF apds imersao das amostras de frita foi avaliada por ICP, estando os

resultados obtidos apresentados nas Figuras 25, 26 e 27.
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Figura 25 - Variagdo das concentragdes idnicas de Mg e Si com o tempo de imersdo das amostras de frita.

64



Capitulo 4 — Apresentacao e Discussao de Resultados

A imersao das amostras de frita moida da origem a lixiviagdo de Si e Mg para o
SBF.

Como nao existe Si no SBF, todo o silicio quantificado em solugéo € proveniente
da dissolucdo das amostras de frita. Apdés o aumento inicial até as 16 horas a
concentracdo de Si no SBF mantem-se praticamente constante até as 168 horas de
imersao para todas as amostras.

A libertacdo de Mg é superior nas amostras vitroceramicas até as 72 horas de
imersdo, mas, para tempos superiores, a libertacdo de Mg parece parar nas amostras
vitroceramicas mas continuar nas amostras vitreas. A formacao da camada superficial de
fosfato de calcio mais cedo nos vitroceramicos, como demonstrado posteriormente,
podera ter impedido a progresséo da dissolugdo do Mg nessas amostras, processo esse

que continua a ocorrer nas amostras amorfas.

-

2]

o
)

N
N
o

Ca - GOF
——Ca - G1F

Ca - G1F 800
——Ca - G1F 830
—— Ca - G2F

P - GOF
—8—P - G1F

P - G1F 800
—a—P - G1F 830
—8—P - G2F

120

100

80

60

40

20

Concentragdo iénica Cae P (mg L")

0 T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168

Tempo imerséo (horas)

Figura 26 - Variagao das concentragdes ionicas de Ca e P com o tempo de imersdo das amostras de frita.

Para todas as amostras verifica-se um aumento significativo da concentracao
idnica de Ca em suspensao desde o inicio até 16 horas de imersido sugerindo que até
esse tempo esta a ocorrer dissolucdo desse ido a partir da frita. Esse valor volta a
diminuir ou a mantem-se idéntico até as 168 horas, consoante as amostras, o que é
indicativo de que podera ter comegado a ocorrer precipitagdo de compostos com calcio
as 16 horas de imersao para todas as amostras.

A partir das 16 horas de imersado a tendéncia geral para todas as amostras € a
diminui¢do da concentracdo do fésforo em solugdo o que sugere que esteja a ocorrer

precipitacdo desse elemento conjuntamente com o calcio. No entanto, para as amostras
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vitroceramicas, essa precipitacdo podera ter-se iniciado antes visto que os valores
verificados as 16 horas ja s&o inferiores aos originais. A acentuada diminuicdo da
concentracao iénica de calcio e fésforo as 72 horas para a frita G2F é concordante com a

precipitacado de particulas esféricas tipicas de fosfato de calcio evidentes na Figura 28 n).
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Figura 27 - Variagdo da concentracéo i6nica de Ag com o tempo de imersédo das amostras de frita.

Na Figura 27 verifica-se que as 16 horas de imersao todas as amostras com prata
na sua composicao libertam esse elemento para o SBF em concentragdes idnicas abaixo
do limite de toxicidade [33,44,71]. As primeiras 6 horas apds a implantacdo de um
dispositivo sdo consideradas criticas, pelo que uma libertagdo inicial de ides de prata
como a verificada pode considerar-se benéfica para reducado da adesao bacteriana [73].

Ao fim de 16 horas a lixiviagido dos ides de prata € mais elevada a partir das
amostras vitroceramicas do que a partir das fritas de vidro ndo ceramizado, mantendo-se
esse valor praticamente constante nas outras duas amostragens realizadas as 72 e 168
horas de imersédo. Nestas amostras a libertacdo de prata deixa de existir a partir das 72
horas de imers&o.

Nas amostras vitreas G1F e G2F verifica-se uma ligeira diminuicdo da
concentracdo de prata em solugdo as 72 horas de imersdo, estando este facto
relacionado com o consumo de prata em solu¢do para a formacgao de cloreto de prata,
como adiante sera mostrado nas analises de DRX, Figuras 32 e 35. A formagao destes
compostos pode diminuir a atividade antibacteriana destas amostras, por redugao da
concentragcdo de ides de prata em solugao [73]. Ao fim de 168 horas de imersido as

amostras G1F e G2F foram as que libertaram maior quantidade de prata para o SBF.
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Figura 28 - Imagens por SEM das amostras de frita apos imersdo em SBF durante os tempos indicados.
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As imagens obtidas por SEM, Figura 28, mostram que ocorre uma variagcéo da
morfologia da superficie das amostras vitreas entre as 16 e as 72 horas de imers&o. As
amostras vitrocerdmicas nao apresentam uma alteragdo de morfologia da superficie tdo
evidente entre esses dois tempos, o que pode significar que nessas amostras as
alteragdes de morfologia terdo ocorrido antes das 16 horas. As amostras vitroceramicas
foram as que apresentaram a maior %AP em agua destilada até as 16 horas de imersao
(Figura 21) resultados que estdo de acordo com os obtidos por ICP. Observando as
Figuras 25 e 27, pode verificar-se que foram as amostras vitrocerAmicas as que
libertaram uma maior quantidade de ides para o SBF até as 16 horas de imersao. Estes
resultados evidenciam que as trocas idnicas entre as amostras vitroceramicas e o SBF
comegaram a ocorrer antes das 16 horas. Para além disso, a diminuigdo da concentracéo
de P em solugdo, em relagao ao valor inicial as 16 horas de imersdo (Figura 25),
demonstra que ja se deve ter iniciado a precipitacdo de algum composto com esse
elemento. No caso do Ca, o fato do valor da sua concentracdo se manter praticamente
constante para todos os tempos de imersdo, pode significar que a sua precipitagcao
comecgou a acorrer antes das 16 horas, como referido anteriormente, com o contributo de

ides de Ca provenientes néo s6 do fluido como também das amostras imersas.

Ao fim de 168 horas de imersdo verifica-se que ocorreu a nucleagcdo e o
crescimento de particulas esféricas, tipicas de uma estrutura apatitica na superficie de
todas as amostras. Uma analise por EDS revelou que os precipitados s&o ricos em calcio
e em fésforo e por DRX confirmou-se a sua natureza cristalina. Os resultados obtidos
para a evolucado da razao Ca/P nos precipitados com o tempo de imersao no SBF, em
funcdo da percentagem de Ag.O e da percentagem de fase cristalina presente na
amostra, encontram-se representados nas Figuras 28 e 29, onde se delimitou os valores

de interesse para a razao Ca/P, entre 1 para a bruxite e 1,67 para a HA.
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Figura 29 - Resultados obtidos por EDS para a evolugéo da razdo Ca/P nos precipitados formados sobre as
fritas imersas em SBF por varios tempos, em funcédo da % de Ag20 adicionada a composigéo original.
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Figura 30 - Resultados obtidos por EDS para a evolugdo da razdo Ca/P nos precipitados formados sobre as
fritas imersas em SBF por varios tempos, em fungéo da % de fase cristalina presente na amostra.

As amostras vitrocerdmicas sao as que apresentam a menor variagdo da razao

Ca/P nos intervalos de tempo estudados.

Foram realizadas DRX aos pés das cinco amostras de frita em estudo apds
imersdao em SBF encontrando-se os resultados nas Figuras 31 a 35. A formagao de uma

camada de apatite sobre a superficie das amostras foi confirmada por DRX.
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Figura 31 - Difratogramas das amostras de GOF apds imersdo em SBF durante os tempos indicados.
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Figura 32 - Difratogramas das amostras de G1F apds imersdo em SBF durante os tempos indicados.
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Figura 33 - Difratogramas das amostras de G1F tratadas termicamente (1 hora a 800 °C) apds imers&do em
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SBF durante os tempos indicados.
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Figura 34 - Difratogramas das amostras de G1F tratadas termicamente (1 hora a 830 °C) apds imersédo em

SBF durante os tempos indicados.
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Figura 35 - Difratogramas das amostras de G2F apds imersdo em SBF durante os tempos indicados.

Ao fim de 168 horas de imersao ocorre a formacgao incipiente de HA na superficie
da amostra GOF (Figura 31). Para o mesmo tempo de imersdo as amostras G1F e G2F
(Figuras 32 e 35) apresentam a formacéo incipiente de fosfato de calcio e cloreto de
prata. A formagao de AgCl, na superficie da amostra G2F, verifica-se apdés 72 horas de
imersdo. A formacgao de cloreto de prata na superficie das amostras de vidros bioativos
dopados com prata depois de imersos em SBF é referida por diversos autores [10,72-74].

Nos difratogramas das amostras cristalizadas (Figuras 33 e 34), a presenca de
whitlockite no bulk das amostras, torna dificil avaliar uma possivel deposicido desse
composto na superficie das amostras pela técnica de DRX. No entanto, os resultados de
ICP, SEM/EDS e %AP mostram que as amostras em questao sao as primeiras a iniciar a

precipitacdo de compostos de Ca e P.

4.4.2. Amostras monoliticas

A variagao do valor do pH do SBF durante a imersdo das amostras monoliticas
durante os intervalos de tempo 16, 72, 168, 336, e 504 horas foi monitorizada

encontrando-se os resultados obtidos na Figura 36.
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Figura 36 - Evolugao do pH do SBF com o tempo de imersdo das amostras monoliticas.

A variagao do valor de pH observada durante os tempos de amostragem € pouco
significativa, ndo permitindo tirar ilagcbes sobre quais as reacdes que estardo a ocorrer
entre a superficie do material e o SBF. O valor minimo medido foi de 7,00, e o valor
maximo foi de 7,67. Para todas as amostras verifica-se uma ligeira diminuicdo do valor de
pH as 16 horas de amostragem, continuando a diminuir até as 72 horas de imerséo para
as amostras G1M e G1M 830. Com o aumento do tempo de imersao o valor de pH tende
a aproximar-se do inicial para todas as amostras. A introdugéo de 1 e 2 mol% de Ag-O na
composicdo e a presenca de fase cristalina nao afetam significativamente estes

resultados experimentais.
A superficie de todas as amostras monoliticas apos imersao em SBF (16, 72, 168,

336, e 504 horas) foi analisada por SEM e EDS. As imagens obtidas sdo apresentadas
nas Figuras 37, 38 e 39.
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Figura 37 - Imagens em SEM das amostras monoliticas apds imersdo em SBF durante os tempos indicados.
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As imagens das amostras GOM obtidas até as 168 horas de imerséao, Figura 37 a),
b) e c), revelam alteragbes da superficie devido a dissolugdo das amostras.

Tal como verificado nas amostras de frita, na superficie das amostras vitreas
monoliticas com Ag2.0 na sua composi¢cdo (G1M e G2M) ocorre a formacado de AgCl. A
sua quantidade é maior na superficie da amostra G2M, possivelmente devido a maior
disponibilidade de prata em solugdo apds dissolugdo. Conclui-se ser AgCl o composto
formado com base nos resultados obtidos por analises de EDS e de DRX de angulo
rasante efetuadas a superficie das amostras. Por observacao da Figura 37 f) e o) as
particulas de AgCl parecem ja nao se encontrar sobre a superficie mas, aparentemente,
cobertas. O EDS realizado a essa amostra revelou a presenga de Ag, mas nao de Cl,
elemento nunca antes identificado, o que indica que as particulas de AgCl se encontram
realmente cobertas.

As amostras vitroceramicas apresentam um comportamento distinto das amostras
vitreas até as 168 horas de imersao. Apesar de o EDS revelar a presenca de Ag e de Cl
em concentragdes atdmicas idénticas as das amostras vitreas as 72 horas de imersao, e
de os DRX de angulo rasante revelarem a presenca de AgCl (Figura 37 h) e K)) da Figura
36 nao se verifica a formagao de particulas de AgCl com as dimensdes observadas na
superficie das amostras vitreas. A existirem serdo muito mais pequenas ou nao se
encontravam na zona onde foram efetuadas as micrografias. As amostras G1M 800 e
G1M 830 apresentam na sua superficie nucleos de uma formacgao do tipo apatite as 72 e
16 horas de imersao, respetivamente. Na Figura 38 encontra-se um pormenor dessa

formagédo na amostra G1M 830 apds 16 horas de imersao.

Figura 38 - Pormenor da superficie da amostra G1M 830 °C apods 16 horas de imerséo.
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Figura 39 - Imagens por SEM das amostras monoliticas apds imersdo em SBF durante os tempos indicados;
onde: c), f), i), I) e 0) sdo pormenores da superficie das amostras imersas durante 504 horas.
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Na Figura 39 pode observar-se que ao fim de 336 horas de imersdao em SBF
ocorreu a nucleacido e o crescimento de particulas esféricas, tipicas de uma estrutura
apatitica, na superficie de todas as amostras. Ao fim de 504 horas de imersao, a
superficie de todas as amostras encontra-se coberta, quase na sua totalidade, por essas
formagbes. As particulas de AgCI identificadas nas Figura 37 foram cobertas pela

camada apatitica [72].

Os resultados obtidos para a evolugao da razao Ca/P com o tempo de imersao no
SBF, em fungao da percentagem de Ag.0O adicionada a composicao original e em fungao
da percentagem de fase cristalina presente na amostra, encontram-se representados nas
Figuras 40 e 41, onde se delimitou os valores de interesse para a razao Ca/P, entre 1

para a bruxite e 1,67 para a HA.
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Figura 40 - Resultados obtidos por EDS para a evolugéo da razdo Ca/P nos precipitados formados sobre os
monoliticos imersos em SBF por varios tempos, em fungéo da % deAg20 adicionada a composigao original.

As amostras com adicdo de 1% de Ag.O apresentaram, desde as 16 horas,
valores de Ca/P mais proximos de 1,67 do que a composi¢cao sem prata.

77



Capitulo 4 — Apresentacao e Discussao de Resultados

2,0
_ B m _
154 [1
016 horas
o
3 10 A @72 horas
(@]
B 168 horas
0336 horas
0,5 1
B504 horas
0,0

0,0% (G1M) 2,8% (G1M 800) 21,4 % (G1M 830)

% Fase cristalina

Figura 41 - Resultados obtidos por EDS para a evolugdo da razdo Ca/P nos precipitados formados sobre os
monoliticos imersos em SBF por varios tempos, em fungéo da % de fase cristalina presente na amostra.

Comparando com os valores obtidos para G1F, a presenca de 2,8 e 24,4% de
fase cristalina nas amostras provocou, de um modo geral, um aumento de Ca/P. Para as
504 horas de imersao o valor encontrado para Ca/P na amostra G1M 830 é o mais baixo

de todos os tempos de imersao.

Foram também realizadas analises de FTIR/DRIFT, as amostras monoliticas
imersas durante 504 horas, Figura 42.
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Figura 42 - Espectros FTIR /DRIFT das amostras imersas durante 504 horas.
A hidroxiapatite (HA) apresenta duas bandas caracteristicas, uma entre 960 e

1100 cm™ atribuida as vibragbes caracteristicas do estiramento das ligagées P-O, e outra

entre 450 e 660 cm™ atribuida & vibragao de flexdo das ligagoes P-O.
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Na Figura 42 podemos verificar que todas as amostras apresentam vales a ~605 e
~567 cm™', nimeros de onda caracteristicos da vibragédo de flexdo das ligagdes P-O da
HA cristalina, e um ombro a ~960 e um vale a ~1038 cm™ atribuidos as vibracdes
caracteristicas do estiramento das ligagdes P-O também na HA [13,16,60,65,69]. A
amostra G1M 830 apresenta ainda um vale a ~871 cm™' correspondente a vibragdo das
ligacbes C-O dos grupos carbonato na HCA [16]. Todas as amostras, decorridas 504
horas de imersdo em SBF, apresentam as bandas associadas as ligagdes PO4* na HA, o

que evidencia a deposicao desse composto nas suas superficies.

A dopagem com prata e a presenga de fase cristalina ndo comprometeram o
potencial bioativo do material, tendo a presenca de maior percentagem de fase cristalina
antecipado o desencadear dos processos de formacdo da HCA. A anadlise por EDS
efetuada as formacgdes esféricas depositadas apds 504 horas de imersao revelou razbes
Cal/P entre 1,44 e 1,69 ou seja proximas da existente na HA (Ca/P=1,67), Figuras 40 e

41, e por FTIR/DRIFT foi confirmada a presenca desse composto, Figura 42.

4.5. Ensaios de avaliagao da acao antibacteriana in vitro das
amostras de frita

Na Figura 43 estao representadas as variagbes das percentagens de redugéo das
UFCs de Escherichia coli (E. coli) com a concentragdo dos pos de frita, a percentagem de

Ag20 na frita e a granulometria das amostras.
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Figura 43 - Evolugao da percentagem de reducédo das UFCs com a concentragao em po6 das fritas (1; 0,1;
0,025 e 0,010 mg mL™"), percentagem de Ag20 na frita e granulometria das amostras.

As duas amostras sem prata, GOF (@<20 um) e GOF (20 ym<@<63 um), ndo
apresentam ou é incipiente a atividade antibacteriana para as concentracbes e
granulometrias estudadas.

Zhang et al. [35] e Munukka et al. [36] concluiram que varias composi¢des de VB
sem a adicdo de um agente antibacteriano especifico demonstraram um forte efeito
bactericida apds incubacdo com diferentes bactérias aerébicas mas apenas em
concentragdes elevadas (100 mg mL™"). O efeito bactericida dessas amostras foi atribuido
as variacdes de pH, de pressao osmotica ou de forga idnica no meio. No presente estudo
algumas das composi¢des apresentam um efeito antibacteriano total para concentragdes
muito inferiores a esse valor (0,1 mg mL") e em alguns casos até inferiores (0,01 mg mL-
"), efeito esse que se devera exclusivamente a presenca da prata. As amostras vitreas
com prata apresentam todas atividade antibacteriana para as concentracdes estudadas
mas exibem comportamentos distintos. Para ambas as composi¢cdes é notdria a
influéncia da granulometria. Para a mesma concentragdo, o aumento da granulometria
diminui a acio antibacteriana, donde se pode concluir que a dissolucdo das amostras e a
consequente libertacdo do ido de prata é favorecida pela diminuicdo do tamanho das
particulas. As amostras com 2 mol% de Ag20 e com menor granulometria (< 20 ym),
apresentam uma reducgédo quase total (98,9%) das UFCs para uma concentragdo de

0,025 mg mL-". A G1F necessita de uma concentragéo superior, 0,1 mg mL™", para atingir
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um efeito bactericida total. Dos resultados obtidos pode concluir-se que o aumento da
percentagem de Ag.O adicionado a composi¢cao original favorece a atividade

antibacteriana das amostras assim como a diminui¢cdo das suas granulometrias.
Na Figura 44 estao representadas as percentagens de redugdo das UFCs em

funcdo da percentagem de fase cristalina presente nas amostras, para uma concentragao

de 0,025 mg mL"' e uma granulometria inferior a 20 ym.
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Figura 44 - Percentagem de redugio das UFCs a uma concentragdo de 0,025 mg mL-'em fungéo da
percentagem de fase cristalina presente nas amostras.

Para esta concentragdo (0,025 mg mL™") e granulometria (<20 ym) as amostras
vitroceramicas nao apresentam atividade antibacteriana, enquanto que G1F apresenta
uma percentagem de redugdo das UFCs de 55,26% e G2F de 98,96% (Figura 43),
apesar da concentracdo iénica da prata no SBF, apds 16 horas de imersao detetada por
ICP, ser superior nas amostras vitroceramicas ( 1,7 mg L' paraG1F 800 e 1,8 mg L™ para
G1F 830) relativamente as amostras vitreas (1,5 mg L' para G1F e 1,4 mg L™ para G2F)
como verificado na Figura 27.

A concentragdo ionica da prata no SBF apds 16 horas de imersao das amostras
G1F e G2F, determinada por ICP, é semelhante (1,5 mg L' para G1F e 1,4 mg L para
G2F) no entanto, para a concentragdo de 0,025 mg mL™, apresentam valores de
percentagem de redugao das UFCs bastante distintos (55,26% para G1F e 98,96% para
G2F), o que nos permite concluir que o teor de prata determinado por ICP nao permite

antever o comportamento antibacteriano das amostras.
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5. Conclusoes e Trabalho Futuro

5.1. Conclusoes

Todas as fritas e monoliticos preparados apresentaram-se homogéneos, sem
inclusdes, transparentes e sem cor por observagao macroscopica. O EDS confirmou a
presenca de prata nas composi¢cdes dopadas e o DRX a natureza amorfa de todas as

amostras.

Nas amostras vitrocerdmicas obtidas pelo tratamento térmico dos materiais
amorfos detetou-se a presenca de whitlockite [Caz71Mgo20(PO4)2]. O processo de
cristalizacao é favorecido pela presenca da prata. Por comparagao dos resultados obtidos
nas amostras monoliticas e de frita verificou-se ainda a importancia do contributo do

processo de cristalizacao superficial, devido ao favorecimento da cristalizacdo nas fritas.

Os resultados obtidos nos ensaios de dissolugdo em agua destilada sugerem que
as amostras (frita e monoliticas) se degradam ao longo dos intervalos de tempo
estudados sem que ocorram oscilagdes acentuadas dos valores de pH, o que poderia ser
prejudicial para as células em contacto com o material. Tanto nas amostras monoliticas
como de frita a presenga de prata e de fase cristalina promoveu o aumento da
percentagem de perda de peso (%AP). Com base em trabalhos anteriores sobre o
mesmo sistema, admite-se ser provavel que a fase cristalina precipitada nos
vitroceramicos, a whitlockite, seja mais soluvel que a matriz vitrea residual, que vai
enriquecendo progressivamente em SiO, e empobrecendo em Ca e P a medida que se

se processa a cristalizagao, tornando-se menos degradavel que o vidro original.

Nos ensaios de mineralizagao, a imersao das amostras de frita até 168 horas e de
monoliticos até 504 horas, ndo alterou significativamente os valores de pH do SBF, ndo
se verificando quaisquer alteracdes resultantes da introducdo de mais prata ou do
aumento da percentagem de fase cristalina. Nas fritas foi detetada a deposicao de
fosfatos de calcio na superficie de todas as amostras apos as 16 horas de imersao
existindo indicios de que esse processo se tenha iniciado mais cedo nas amostras

vitroceramicas. Em todas as amostras monoliticas verifica-se a deposicao de fosfatos de
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calcio as 336 horas de imersdo mas, tal como para as amostras de frita, parece ter-se
iniciado mais cedo das amostras vitroceramicas. Este resultado é indicador de que a
adicdo de prata e a cristalizagdo das amostras ndo comprometeram a bioatividade do
vidro original. Nas amostras vitroceramicas as reagdes, entre a superficie das amostras e
o SBF, que levam a formagao da HCA, ocorrem mais cedo, tanto nas amostras de frita

como nas monoliticas.

Nas concentragdes utilizadas nos ensaios antibacterianos, as amostras de frita
sem prata (GOF) nao apresentam propriedades antibacterianas para as duas
granulometrias estudadas (#<20 ym e 20 ym<@<63 um). A adicao de 1 mol% de Ag.0 a
composicao original provocou um efeito bactericida total para a concentragdo de 0,1 mg
mL' e granulometria $<20 pym. A adigdo de 2 mol% de Ag.O, com a mesma
granulometria, promoveu um efeito bactericida praticamente total (R=98%) para uma
concentragdo bastante inferior (0,025 mg mL™). A adigdo de uma maior percentagem de
prata a composigao original aumenta a redug¢ao das UFCs para concentracdes inferiores.
Para a mesma concentracdo a diminuicdo da granulometria das amostras provoca um
aumento do efeito bactericida devido ao incremento da ASE das particulas. Estes
resultados demonstram que as propriedades antibacterianas sdo devidas a presenca e
libertagao do ido de prata das amostras. As amostras vitroceramicas G1F 800 e G1F 830
com granulometria <20 um nao apresentaram inibicao do crescimento bacteriano para a

concentragdo 0,025 mg mL™".

Os resultados obtidos permitem concluir que os vidros e os vitroceramicos
bioativos dopados com prata preparados neste trabalho sdo uma abordagem eficaz para
minimizar o risco de infecdo nos locais de implantagdo. A sua atividade antibacteriana
pode ser controlada através da alteracdo da composicdo, da granulometria e da

quantidade de fases cristalinas presentes.
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5.2. Trabalho futuro

Os vidros bioativos desenvolvidos neste trabalho apresentam propriedades que

justificam a sua utilizagdo em trabalhos futuros. Deste modo sugere-se:

e Estudar, no caso das amostras monoliticas, as suas propriedades mecanicas e
antibacterianas e a influéncia da vitrificacao e da adicdo de prata nessas propriedades.
Avaliar a influéncia da rugosidade superficial na sua potencial bioatividade pois, no
decorrer dos ensaios de imersao destas amostras em SBF, verificou-se que a espessura
da camada apatitica formada era superior nas superficies laterais ndo polidas do que nas

superficies polidas.

o Testar outras estirpes bacterianas.

o Realizar testes de citocompatibilidade com células adequadas a cada aplicagao

pretendida.

e Produzir e caraterizar compésitos de matriz polimérica utilizando como

enchimento os vidros em p6 produzidos neste trabalho.
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