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RESUMO

Biomateriais bioabsorviveis sdo usados como implantes temporarios visando principalmente a
regeneracdo 0ssea, onde a dissolucdo completa do biomaterial deve ocorrer para dar espago
para 0 0sso neoformado, eliminando a necessidade de uma segunda cirurgia para remover 0
implante. Vidros a base de fosfato (PBG — phosphate based glasses) tém propriedades que lhes
permitem serem utilizados como substituto de tecidos dsseos, entretanto possuem propriedades
mecanicas inferiores em comparacao aos vidros silicatos. A adi¢do de 6xidos na composi¢ao
dos vidros altera a estrutura quimica e consequentemente suas propriedades mecanicas, sendo
entdo possivel ajustar as propriedades desejadas através da alteracdo da composicdo vitrea. A
incorporagdo de estroncio nos PBGs tem sido estudada pelo fato de estimular a formagéo de
tecido 6sseo. Embora os vidros fosfatos com estréncio tenham melhor resultado de proliferacdo
celular, a sua taxa de dissolucao € maior. Alguns estudos mostram que a adi¢cdo de MgO reduz
significativamente a taxa de degradacdo de vidros fosfatos sollveis. Além da modificacdo na
composi¢do quimica, a cristalizacdo controlada dos vidros possibilita alterar as propriedades
mecanicas, através da transformacéo do vidro em uma vitroceramica. O objetivo desta pesquisa
foi avaliar o efeito da adicdo do 6xido de magnésio (MgO) e a cristalizacdo controlada dos
vidros P20s-Ca0-Na>O-SrO no comportamento de degradacéo, dureza, modulo de elasticidade,
tenacidade a fratura e bioatividade. A cristalizagdo contribuiu positivamente para a melhora nas
propriedades mecanicas das vitroceramicas em comparacgdo aos vidros precursores, devido a
presenca de diferentes fases, tamanhos e formatos de cristais. Da mesma maneira afetou a taxa
de dissolucdo, gerando uma variacdo entre as vitroceramicas, e sendo maior que os valores dos
vidros precursores. E mesmo com uma taxa de dissolugdo mais alta, as vitroceramicas ndo
apresentaram citotoxicidade, mas sim um comportamento bioativo. A adicdo de MgO ndo
apresentou uma influéncia significativa nos vidros quando comparados, tanto na dureza,
tenacidade a fratura e taxa de dissolucdo, pois a presenca do Al>Os, acabou inibindo a a¢éo do
MgO, mas mesmo adigdes ndo intencionais do 6xido de aluminio, ndo foi o suficiente para

afetar o comportamento bioativo.

Palavras-chave: biovidros, vidros fosfatos, vitrocerdmicas, implantes temporarios,

propriedades mecanicas, dissolucdo, bioatividade.



ABSTRACT

Bioabsorbable biomaterials are materials used as temporary implants, mainly in guided bone
regeneration: a situation where the complete biomaterial resorption should occur in order to
give place to the new formed bone, avoiding the need of a second surgery to remove the implant.
Phosphate based glasses (PBG) has adequate properties to be used as temporary implants but
presents mechanical properties inferior in comparison to silicate glasses. The addition of oxides
in glasses changes its chemical structure and consequently its mechanical properties, so it is
possible to tune PBG properties by changing its compostition. Strontium incorporation in PBG
has been investigated aiming to stimulate bone tissue formation since its incorporation increases
cell proliferation, although it increases the dissolution rate. In other hand, some studies show
the addition of MgO decreases the dissolution rate of PBG. The controlled crystallization can
also be used to improve PBG mechanical properties through the transformation of glasses in
glass-ceramic. The objective of this research was to evaluate the influence of MgO and the
controlled crystallization on dissolution, hardness, elastic modulus, fracture toughness and
bioactivity on a PBG P»0s-Ca0O-Na>O-SrO glass and glass-ceramics. The crystallization
improved the mechanical properties of the glass-ceramics in comparison to the precursors
glasses due to the presence of different crystalline phases, and cristal sizes and shapes. The
dissolution rate increased after the controlled crystallization, and no cytotoxicity was observed.
The MgO addition did not change the hardness, fracture toughness, and dissolution rate since
the presence of Al>Oz inhibited the MgO influence. The unexpected presence of Al>Os did not

affect the bioactive behavior of the glasses and glass-ceramics.

Keywords: Bioglass, phosphate based glass, glass-ceramic, temporary implants,

mechanical properties, bioactivity.
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1 INTRODUCAO

O aumento na expectativa de vida da populacdo mundial decorrente dos avangos
tecnoldgicos da medicina, causa um aumento na incidéncia de fraturas em idosos,
principalmente devido a osteoporose e a perda de massa 0ssea (Kawachi, et al., 2000). Nas
ultimas décadas ocorreu um aumento nos estudos sobre biomateriais, para que possam substituir
de maneira apropriada a parte danificada em resposta ao alto numero de problemas de estrutura
0ssea, originados por processos inflamatorios, acidentes ou osteoporose (Jones, 2015, Ratner et
al., 2012).

Em novembro de 1982, foi definido durante a National Institute of Health Consensus
Development Conference que um biomaterial é “qualquer substancia (que ndo seja um
medicamento) ou a combinacdo de substancias, sintéticas ou naturais, que podem ser usadas
durante qualquer periodo de tempo, integralmente ou como parte de um sistema que trata,
melhora, ou substitui qualquer tecido, 6rgéo, ou fun¢do do corpo” (Williams, 1987). Além
disso, os biomateriais devem atender as exigéncias de biocompatibilidade, geralmente definida
pela norma ISO 10993, ser atdxico, ndo trombogénico, ndo carcinogénico, ndo antigénico, e
ndo mutagénico (Helmus et al., 2008, Ratner et al., 2012).

Em funcdo do tipo de resposta dada pelo tecido em contato com o material, 0s
biomateriais podem ser classificados em cinco diferentes classes, como: biotdxico, biotoleravel,
biocompativel, bioativo e bioabsorvivel (Jones, 2015; Hench, 1998):

a) Biotdxico: ocorrem mudancas patoldgicas ou rejeicdo do tecido préximo ao material
resultante de processos quimicos e galvanicos. Exemplos: certas ligas de Cadmio, agos
carbono, carbonetos, metil metacrilato.

b) Biotoleravel: convivéncia com o material sem alteracdo perceptivel, formacéo de tecido
fibroso entre o material e o tecido. Exemplos: agos inoxidaveis.

c) Biocompativel: aceitacdo pelo organismo do material, sem resposta adversa do corpo.
Exemplos: titanio, 6xido de aluminio e de zirconia.

d) Bioativo: induz a formacdo de ligacBes bioquimicas das células com a superficie do
material. Exemplos: hidroxiapatita, fosfato tricalcico, certos biovidros.

e) Bioabsorvivel: dissolucdo gradual do material pelo organismo, sem toxidade e rejeicao.
Exemplos: fosfato tricélcico, hidroxiapatita porosa, certos biovidros, PLA (acido

polilatico), PLGA (poli (&cido latico-glicdlico) e ligas de magnésio.
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Os biomateriais bioabsorviveis despertam grande interesse devido a sua habilidade de
serem absorvidos gradualmente pelo corpo (Wang & Yeung, 2017). A propriedade de
degradacdo no ambiente bioldgico torna esses materiais particularmente apropriados para
aplicacdes que sdo temporarias por natureza, evitando assim uma segunda cirurgia para sua
remocdo (Pietrzak et al., 1996). Além disso, os materiais bioabsorviveis podem ser
impregnados com medicamentos, e servem como sistemas de liberacdo controlada desses
medicamentos (Tuil e Guerts, 2011).

Dentre os materiais ceramicos, 0s biovidros sdo uma importante classe de biomateriais.
Embora os biovidros a base de silica tenham mostrado excelentes resultados clinicos em muitas
aplicacBes dentérias e ortopédicas, sua insolubilidade faz com que sejam indicados para
dispositivos com uso por um longo prazo. Além disso, a reacdo da silica com o tecido
circundante ainda é desconhecida (Franks et al., 2000, Abou Neel et al., 2007, Abou Neel et.
al., 2008/A, Crovace et al., 2016).

Consequentemente, vidros & base de fosfato de célcio, sem silica, tem atraido muito
interesse devido as suas propriedades fisico-quimicas. Eles possuem uma taxa de dissolucéo
mais controlada que os vidros contendo silica, sdo mais simples e mais faceis de serem
produzidos, bioativos, osteocondutores, e bioabsorviveis devido a sua habilidade de se dissolver
completamente em um ambiente aquoso (Dubok, 2000 ; Elbatal et al., 2009, Kalita et al., 2007).

A desvantagem desses vidros esta relacionada as suas propriedades mecanicas, e
consequentemente, ndo sdo usados em aplicacdes onde hd uma exigéncia de sustentacdo de
carga, como por exemplo pinos de fixacdo de fratura. Alguns estudos mostraram que a
cristalizacdo controlada dos vidros fosfatos de célcio melhora suas propriedades mecanicas,
porém compromete as propriedades de dissolucdo (Kasuga et al. 2007 e 2009).

Materiais vitroceramicos sdo materiais policristalinos obtidos através da cristalizacdo
controlada de vidros (McMillan, 1979). A cristalizacdo é um tratamento térmico complexo que
depende de parametros cinéticos e termodindmicos, como coeficiente de difuséo, volume
molar, energia livre e energia interfacial entre a fase cristalina e a fase vitrea (Granasy, 1993).
Geralmente é classificada como cristalizacdo superficial ou volumétrica, dependendo se a fase
cristalina cresce a partir da superficie ou de nucleos dentro do volume. No entanto, estes dois
processos ocorrem simultaneamente e competitivamente, mas um deles serd dominante e
definira o processo de cristalizagdo. Diversos métodos utilizando andlise térmica sdo
apresentados na literatura para determinar o mecanismo dominante e 0s parametros cinéticos
de cristalizagéo (Ottoboni, 2009).
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A partir da composicéo do vidro base e do tratamento térmico adotado, € possivel obter
um material vitrocerdamico com diferentes microestruturas, livre de poros e trincas, com
porcentagens diferentes de fases cristalinas, microestrutura com cristais de diferentes formatos,
gerando uma ampla gama de aplicacdes, como nas biomédicas (Topalovic et al., 2017).

Neste trabalho foi escolhido o vidro do sistema P20Os-CaO-Na>O-SrO, com e sem adigédo
de 6xido de magnésio, cuja funcdo é o controle da taxa de dissolugdo. Em um estudo anterior
(Weiss et al., 2014) analisou-se a estrutura vitrea do material, suas propriedades mecanicas
(dureza, médulo de elasticidade e tenacidade a fratura), sua taxa de dissolucdo e sua
bioatividade através da nucleagdo de hidroxiapatita.

Esta tese aborda o efeito da cristalizacdo sobre as propriedades mecénicas, bem como a
analise da evolucéo das propriedades mecéanicas com o processo de dissolucdo. A bioatividade

dos vidros fosfatos também é analisada através do cultivo in vitro de células.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é avaliar o efeito da cristalizagdo e da adi¢do de MgO nos
vidros do sistema P20s-CaO-Na>O-SrO-MgO, nas propriedades mecanicas, quimicas e de

bioatividade, para aplicaces biomédicas.

1.2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos sdo:
Verificar as alteragdes estruturais realizadas pela adicdo do MgO nos vidros fosfatos.
Verificar o efeito da cristalizagdo na taxa de dissolucao dos vidros e vitroceramicas.

Verificar o efeito da adi¢cdo de MgO na taxa de dissolucéo dos vidros e vitroceramicas.

A w np e

Verificar o efeito da cristalizacdo nas propriedades mecanicas (dureza, médulo de

elasticidade e tenacidade a fratura) dos vidros e vitroceramicas.

5. Verificar o efeito da adi¢cdo de MgO nas propriedades mecénicas (dureza, modulo de
elasticidade e tenacidade a fratura) dos vidros e vitroceramicas.

6. Verificar o efeito da cristalizagdo no comportamento biolégico dos vidros e
vitroceramicas.

7. Verificar o efeito da adicdo de MgO no comportamento biologico dos vidros e

vitroceramicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serd apresentada uma revisdo bibliografica sobre os conceitos de
estrutura de materiais vitreos e materiais cristalinos, biovidros fosfatos de célcio e suas
propriedades (dissolugdo, tenacidade a fratura e bioatividade) e os efeitos das adi¢gdes do o6xido

de magnésio nas propriedades dos vidros e vitro ceramicos.
2.1 VIDROS

Existem varias defini¢cGes de vidros, mas para que um material seja considerado vidro,
ele deve ser um sélido amorfo completamente desprovido de estrutura atdmica de longo alcance
e periddica, e exibir uma regido de transicdo vitrea (Muller et al., 1993; Shelby, 1997).

De acordo com a teoria estrutural de Zachariasen (1932), o arranjo atdmico dos vidros
é caracterizado por uma rede tridimensional que apresenta auséncia de simetria e periodicidade,
conforme a figura 1 (b). A figura 1(a) ilustra a representacdo esquematica para um 6xido

cristalino.

o Atomos de silicio
* Atomos de oxigénio

Figura 36. Representacdo esquematica bidimensional da estrutura de: (a) um composto
cristalino; (b) a forma vitrea do mesmo composto.
Fonte: Adaptado de Zachariansen, 1932.
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Materiais vitreos podem ser obtidos tanto por processos fisicos quanto quimicos.
Usualmente o método de fusdo e resfriamento rapido é utilizado, onde uma mistura de reagentes
é fundida, normalmente em altas temperaturas, seguido de um resfriamento térmico rapido para
obtencdo do material amorfo.

Com base na analise do grafico que relaciona o efeito da temperatura no volume
especifico durante a formag&o de um vidro fundido, conforme figura 2, é possivel perceber que
a medida que a temperatura diminui, ocorre uma reducdo no volume especifico até a
temperatura de fusdo (Tr). A partir de T¢ existem duas maneiras possiveis de continuar o
processo:

(a) ocorre a cristalizacdo e aparece uma descontinuidade na curva;

(b) a cristalizacdo é evitada e o liquido passa para um estado de super-resfriado.

No caso (a), apds terminar a cristalizacdo, a inclinacao da curva se torna menor enquanto
o0 sélido se contrai novamente. Se o liquido se transformar em um vidro, abaixo de Tt ndo ha
evidéncia de mudanca no coeficiente de contragcdo do liquido super-resfriado comparado ao

liquido original.

Vitreo

Volume especifico —>

Cristalino

Temperatura —>»

Figura 37. Efeito da temperatura no volume especifico durante a formacéo de um vidro
fundido.
Fonte: Adaptado de Holand e Beall (2002).
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Apos a temperatura de transigdo vitrea (Tg), a inclinagdo da curva se torna similar a do
solido cristalino. Esta temperatura marca a transicao do liquido super-resfriado para o estado
vitreo, que é uma funcdo da taxa de resfriamento, dessa maneira € um intervalo de transicao,
onde os limites desse intervalo sdo identificados pela maior e menor taxa de resfriamento usada

para determinar Tq (Zanotto, 1992; Avramov et al., 2003; e Warren e Biscop, 1938).

2.1.1 Elementos constituintes dos vidros

A estrutura vitrea é classificada em trés categorias de 0xidos constituintes: formadores,
modificadores e intermedidrios.

Os formadores de rede sdo elementos que sozinhos sdo capazes de formar uma rede
tridimensional, que é a estrutura basica do vidro. Exemplos sdo: SiO2, GeOz, B203, P2Os,
AS203, V20s.

Os modificadores de rede sdo 6xidos que ndo participam da formacéo da rede e tendem
a quebra-la, como os 6xidos de metais alcalinos e alcalinos terrosos. Esses 6xidos quando
adicionados quebram a ligacdo do oxigénio, podendo alterar propriedades fisicas e quimicas
dos vidros. Exemplos s&o: Li»O, Na.0O, K20, Ca0, BaO, MgO, SrOx.

Os elementos intermediarios podem atuar tanto quanto formadores como modificadores,
pois mesmo nado formando estruturas vitreas quando presente isoladamente, pode entrar na rede
vitrea e substituir um formador de rede. Exemplo sdo: B20s, PbO, ZnO, CdO, TiO2 (Coleman
& Nicholson, 2006).

Na Figura 3 tem-se a representacdo do efeito da adicdo do modificador de rede Na* na
rede primitiva de SiOz, e também a existéncia dos oxigénios ligantes (BrO — bridging oxygens),
onde um oxigénio é ligado a dois silicios; e dos oxigénios ndo-ligantes (NBrO — non-bridging

oxygens), onde um oxigénio ¢ ligado a um silicio.



20

Oxigénios Ligantes (BrO)

/\

Oxigénios
——— Nao-Ligantes
(NBrO)

\

Formadores

— derede

Modificadores
de rede

Figura 38. Representagdo esquematica de um vidro silicato de sodio.
Fonte: Coleman & Nicholson, 2006.

2.2 BIOVIDROS

Os biovidros sdo uma importante classe de biomateriais que surgiram na década de 60
com estudos realizados por Larry Hench a pedidos do governo norte-americano, devido ao
grande numero de amputag6es ocorridas pela Guerra do Vietnd (Best et al., 2009). No inicio
dos anos 70 foi definida a composicdo (% peso) do biovidro 45S5 (45% SiO2, 24,5% CaO,
24,5% NaO e 6% P.0s), conhecido como Bioglass®, e que atualmente € o vidro mais
conhecido e comercializado em aplica¢des biomédicas.

A partir dessa composicdo, foram realizados varios estudos, sendo definido um indice
de bioatividade e duas classes de materiais bioativos. A classe A sdo aqueles materiais que
levam tanto a osteoconduc¢do (o implante apresenta compatibilidade bioldgica que permite a
migracdo do tecido 6sseo ao longo da interface osso-implante) e a osteoproducdo (o implante
estimula a producdo de tecido 6sseo na interface osso-implante). Na classe B ocorre apenas a
osteoconducao (Best et al., 2009).

O biovidro com a composicdo 45S5 tem sido usado como referéncia e demonstra
sucesso nas aplicacOes clinicas, especialmente na area dental e ortopedica. No entanto, ha
algumas limitac6es como o efeito a longo prazo da silica e a lenta degradacdo do biovidro (em
torno de 1 a 2 anos para desaparecer do corpo humano), que levam a continuidade de pesquisas
de novos materiais para aplicacfes biomédicas (Knowles et al., 2001). Outros estudos mostram
que a silica reduz a taxa de bioabsorcao, ocasionando uma reacao local ndo muito conhecida,

levando a preocupacdes sobre o0 uso in vivo a longo prazo (Skelton et al., 2007).
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Os biovidros e as bioceramicas marcaram a segunda geracdo de desenvolvimento dos
biomateriais, a evolugdo historica dos biomateriais pode ser definida em quatro geracdes. Na
primeira geracdo (1960 e 1970) foi desenvolvido materiais bioinertes, com estudos focados para
as propriedades mecanicas dos biomateriais. A segunda geracdo (1980) foi marcada pelo
desenvolvimento de materiais bioativos e bioabsorviveis, na qual se destacam os biovidros e as
bioceramicas. A terceira geracdo (1990) se destaca pelo desenvolvimento de biomateriais com
boa dissolucéo e adsorcao pelos tecidos 6sseos, com o objetivo de promover a formacao natural
do tecido (Hench, 1998). Vidros e vitroceramicas bioativas se encontram nessa geracao
(Crovace, et al., 2016).

A partir do pioneiro 45S5, muitos outros vidros bioativos foram desenvolvidos (Tabela

1) conforme apresentados a seguir.

Tabela 16. Exemplos de usos comerciais de biovidros. Fonte: Baino, 2018.
Vidro Produto

45S5 NovaBone: pasta injetavel dentro de 0ssos e dentes
NovaBone: (particulas 90-710 um) para uso ortopédico
NovaBone: Blocos porosos
Perioglass: (particulas 90-710 um) para reparo do 0sso da mandibula
Biogran (particulas 300-360 pum)
NovaMin: particulas e BioMin para prevencao da hipersensibilidade

dental e remineralizacdo dos esmaltes dos dentes

S53P4 BoneAlive: particulas e placas personalizadas para reparo de fraturas de
orbital
13-93 Implantes, fibras, discos, granulados e p6 para reparo de 0sso
S55F5 Implantes, fibras, discos, granulados e p6
70S30C P6 (sol-gel) para reparo de 0sso

Y203.Al,03.Si20 | (TheraSphere) Micro esferas (20 ou 30 um) para tratamento de cancer

do figado combinado com radioterapia.
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2.3 VIDROS A BASE DE FOSFATO (PBG) E SUAS APLICACOES

Vidros a base de fosfatos (PBG — Phosphate Based Glass) foram desenvolvidos para
aplicacdes biomédicas por Burnie e Gilchrist (1981) na década de 80 e, segundo Skelton et al.
(2007) e Knowles et al. (2001), esses vidros representam uma Opg¢&o promissora como
biomateriais devido a caracteristica da bioabsor¢do. Com a adic¢do de elementos modificadores
de rede, como Ca?* (célcio), Na* (sédio), Mg?* (magnésio), Sr?* (estroncio) e K* (potassio), é
possivel alterar a estrutura do vidro, a rede de fosfato, e consequentemente alterar as
propriedades fisico-quimicas desses vidros.

Além disso, os vidros fosfatos de calcio sdo possiveis candidatos a serem utilizados
como biomateriais de reparo e regeneragdo 0ssea, pois o calcio e o fosforo sdo os dois elementos
principais do tecido dsseo, além de outros ions que podem estar presentes como Na*, K*, Mg?*,
F(Zhang et al., 2011).

2.3.1 Estrutura dos vidros fosfatos

Vidros fosfatos consistem de uma estrutura tetraédrica regular baseada nos grupos PO4
(tetraedros de fosfatos — formadores de rede). A terminologia geralmente usada é o Qn, sendo
n representado pelo nimero de oxigénios ligados no tetraedro (Abou Neel, 2008/B).

A estrutura dos vidros fosfatos, pode ser classificada em funcdo da unidade estrutural
basica, que esta relacionada com a configuracdo dos atomos de fésforo e oxigénio (Hoppe,

1996, Brow, 2000), conforme Figura 4 e pela quantidade de fosfato:

o ultrafosfatos: contém mais de 50% de P.Os, unidades com duplas ligagbes (Qz) e com
trés ligacdes (Q3). Estruturas Qs tem trés BrO e um NBrO por tetraedro de fosfasto;

e polifosfatos: contém menos de 50% de P>Os, unidades com uma Unica ligacdo (Q1) e
duplas ligacoes (Q2);

o metafosfatos: contém 50% de P2Os e unidades com duplas ligagdes (Qz);

e pirofosfatos: contém 33% de P.Os e unidades com uma Unica ligacao (Qu);

e ortofosfatos: contém menos de 25% de P»Os e unidades nédo ligadas de PO4 (Qo).
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Figura 39. Nomenclatura e representacao do tetraedro PO4 com diferentes estruturas.
Fonte: Brow, 2000.

O tetraedro béasico de fosfatos forma longas cadeias e anéis que criam uma rede vitrea
tridimensional. Essa pode ser interrompida por certos cations, gerando oxigénios nao-ligantes
na estrutura do vidro. Certos ions modificadores podem criar ligacGes cruzadas entre 0s
oxigénios ndo-ligantes de duas diferentes cadeias, dessa maneira reforcando a rede vitrea
(Omrani, et al., 2015, Deuvi, et al., 2010).

Quando a estrutura de um vidro silicato € comparada com vidro fosfato (Figura 5) sdo
observadas algumas semelhancas. Por exemplo, a forte afinidade do silicio pelo oxigénio
também ocorre entre o fésforo e o oxigénio. Porém, a unidade PO4 é diferente da SiOa
(tetraedros silicatos). Os tetraedros SiOs formam uma rede e podem compartilhar todos os
quatro &tomos de oxigénio. No caso do P.Os 0s &tomos de oxigénio que nao sdo compartilhados,

formam uma ligacdo dupla (Brow, 2000).
O ﬁ
Si P

0~ T N0 0”1 No

@) O
(a) (b)

Figura 40. Tetraedro de silicato (a) e fosfato (b).
Fonte: Abou Neel et al., 2008/A
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Em comparacéo aos vidros silicatos, os vidros fosfatos sdo instaveis quimicamente, e a
adicao de 6xidos metélicos melhora essa estabilidade. Os vidros fosfatos possuem propriedades
unicas de dissolucdo em meio aquoso com taxas de degradacdo que variam de horas a alguns
meses, em funcdo da composicdo do vidro e da aplicacédo pretendida (Dias et al. 2003 e 2005;
Vitale-Brovarone et al., 2011).

Com a adicdo de dopantes modificadores de rede, tais como Na2O (éxido de sédio), K20
(6xido de potassio), Fe2O3 (Oxido de ferro), Al.Oz (6xido de aluminio), TiO2 (6xido de titanio),
MgO (6xido de magnésio) e CaO (6xido de calcio), é possivel controlar a taxa de degradacéo
através da criacdo de oxigénios ndo-ligantes (NBrO) que resultam na despolimerizacdo da rede
de fosfato, e além disso, induzir uma resposta biologica especifica e melhorar a
biocompatibilidade (Knowles, 2001; Abou Neel, et al., 2005; Omrani, et al., 2015).

Os vidros fosfatos sdo fortes candidatos a diversas aplicacoes, devido a facilidade de
fabricagdo, com temperaturas de trabalho relativamente baixas. A partir dos vidros fosfatos é
possivel produzir diferentes formas, como discos, microtubos, microesferas e fibras. Tais,
formas ganharam interesse pela area de biomateriais, devido a similaridade da composicédo
quimica dos vidros fosfatos a fase mineral do osso, pela capacidade de absorcdo em fluido
coporal, boa biocompatibilidade e ndo citotoxicidade (Intawin et al., 2018). Estudos realizados
por Frank et al. (2001), mostram que vidros fosfatos com 45% (mol) de P20Os, sdo facilmente
fundidos e apresentam bons resultados de biocompatibilidade in vitro (Thonglem et al., 2013).

Em estudo prévio (Weiss et al., 2014) mostramos que a adicdo de estrdncio no vidro
fosfato aumentou a taxa de dissolucdo, mas com a adicdo de MgO e TiOg, essa taxa pode ser
controlada. Com a adicdo de MgO, a taxa de dissolugdo diminui, pois esse age como um
elemento modificador de rede, ja o TiO2 quando adicionado gerou uma diminui¢do maior ainda,
pois esse age como um elemento intermediario, ou seja, ele age como elemento modificador,

mas também como formador de rede.
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2.4  VITROCERAMICAS
2.4.1 Historia e aplicacOes

Vitroceramicas sdo materiais policristalinos obtidos pela cristalizacdo controlada de
materiais vitreos. Esses materiais sdo normalmente processados em duas etapas: a primeira
etapa é a fusdo e conformacdo do produto vitreo no formato desejado; e a segunda é a
transformacdo do vidro num material policristalino (mono ou multifasico), através dos
mecanismos de nucleacdo e crescimento dos cristais. O numero de cristais, a taxa de
crescimento e o tamanho dos cristais podem ser controlados pelo tempo e temperatura do
tratamento térmico (McMillan, 1979, Deubener et al., 2018).

Uma tentativa inicial de obter um material vitrocerdamico foi feita por Reaumur, um
quimico, que descobriu que, se as garrafas de vidro fossem embaladas em uma mistura de areia
e gesso, depois submetidos a calor intenso por varios dias, elas seriam transformadas em objetos
opacos. No entanto, ele ndo conseguiu controlar a cristalizagdo (Stokey, 1960).

Em 1959, aproximadamente 200 anos apds a experiéncia de Reaumur, um pesquisador
da empresa Corning Glass (Donald Stokey), realizava pesquisas com vidros fotocromaticos.
Acidentalmente deixou um pedaco de dissilicato de litio com particulas de prata precipitados
no forno. Quando apds certo tempo, percebeu que o vidro se tornou opaco, cristalizado
totalmente, se transformando em um outro material. A partir disso, Stookey havia descoberto
uma nova classe de materiais (Zanotto, 2010; Deubener et al., 2018).

Essa classe de materiais apresenta vantagens, pois em funcdo da composicdo e dos
tratamentos térmicos adotados € possivel controlar a microestrutura com auséncia de poros e
trincas, obtendo propriedades interessantes como por exemplo, propriedades mecanicas,
térmicas, quimicas, dielétricas e bioldgicas que sdo geralmente superiores aos metais e
polimeros em muitas aplicacdes (Serbena et al., 2015).

Atualmente € possivel encontrar vitroceramicas em diferentes aplicagfes, como

utensilios domesticos e aplicacGes biomédicas (Pernot, et al., 1993).
2.5 CRISTALIZACAO DE VIDROS

A cristalizagdo é um processo onde € obtida uma estrutura ordenada a partir de uma
estrutura amorfa, menos ordenada. Em vidros, a cristalizacdo envolve um tratamento térmico
controlado, que pode ocorrer em uma ou duas etapas, a nucleacéo e o crescimento de cristais
(McMillan, 1979).
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O tratamento térmico € realizado em uma faixa de temperatura entre a temperatura de
fusdo e temperatura de transi¢do vitrea do vidro, onde a viscosidade € suficientemente baixa
para permitir o movimento atbmico e, portanto, a cristalizacdo (McMillan, 1979).

Na etapa de nucleacgdo, surge uma nova fase, mais ordenada chamada de embrido. Estes
embribes apresentam variagdes constantes no tamanho, séo criados e dissolvidos conforme
existam mudancas estruturais devido a agitacdo térmica. A partir de determinado tamanho
critico, os embrides ndo serdo dissolvidos e formardo uma nova fase cristalina, o nucleo. A
velocidade na qual esse processo ocorre é denominado taxa de nucleacéo (Holand, 2002).

Na etapa de crescimento de cristais, que pode ocorrer em outra temperatura, esses
nacleos crescem. A quantidade e o tamanho dos cristais podem ser controlados pela taxa de
nucleacdo e crescimento, respectivamente. Ou seja, se o tempo na temperatura de nucleacéo for
controlado pode-se controlar o nimero de cristais, mas se o tempo de tratamento na temperatura
de crescimento for controlado pode-se controlar o tamanho dos gréos cristalinos e a fracdo da
fase cristalina (Muller et al., 2000).

2.5.1 Nucleacao

A Teoria Classica de Nuclea¢do mostra que um material vitreo quando submetido a um
tratamento térmico entre a temperatura de transicdo vitrea (Tg) e a temperatura maxima de
cristalizagdo (Tc), tende ao estado de menor energia, o estado cristalino (Shelby, 1997;
Avramov et al., 2000).

A nucleacdo se inicia na matriz vitrea a partir de embrides que tenham a possibilidade
de crescer, acima de um tamanho critico, passando a um nucleo estavel. Para um embrido

esférico de raio r, a variacdo da energia livre (AG), é dada pela expressdo 1:

AG = —(3)m® AGy + 4nr?o 1)
Onde:
AG ¢ a variagdo de energia livre
AGv € a variacdo de energia pelo volume
4nr? é a energia superficial

o ¢ a energia interface com a area.
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Para a formacdo de um nlcleo existem duas barreiras para serem vencidas, a
termodindmica e a cinética. A barreira termodindmica (W*) envolve a mudanca na energia livre
do sistema quando um nucleo é formado e a barreira cinética (AGp) envolve a necessidade do
transporte da massa para o crescimento de uma nova fase, a partir de um liquido desordenado.
A taxa de nucleacdo (1) significa o namero de nucleos por unidade de volume e por unidade de

tempo, dado pela equagéo 2.

I = Aexp [— %} (2)
Onde:
A ¢é um fator pré-exponencial
AGp € a barreira cinética (transporte de massa para crescer a nova fase)
W* ¢ a barreira termodinamica para nucleacdo (mudanca de energia livre do sistema)
K ¢é a constante de Boltzmann
T é a temperatura de nucleacéao

Portanto, a nucleacdo é um processo que leva a formacdo de nucleos. Existem dois tipos
de nucleacgéo:

- Homogénea: ocorre de forma aleatéria, sem sitios preferenciais de crescimento e 0s
nacleos tem a mesma composicao quimica dos cristais formados.

- Heterogénea: ocorre a partir da presenca de sitios ativos oriundos de impurezas e/ou

defeitos presentes no material, preferencialmente através das interfaces vidro/sitios ativos.

2.5.2 Crescimento dos cristais

A etapa de crescimento dos cristais € dependente da formacg&o dos nucleos. Apos esses
se formarem e ultrapassarem um raio critico (r*), os cristais tenderdo a crescer.

A taxa de crescimento dos cristais € dada pela equacéo 3:

U= ayvexp (%) {1 — exp er_(T;} (3)
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Onde:

ao é a distancia da separacéo interatbmica
v ¢ a frequéncia vibracional

AG’¢ a barreira cinética

AG é a barreira termodinamica

Segundo Fokin et al. (2005), existem trés modelos utilizados para descrever 0 processo
de crescimento de cristais, baseados no tipo de interface liquido-cristal. Que séo: crescimento
normal (ou continuo), crescimento por discordancias em espiral, crescimento por nucleacdo
superficial.

O processo de cristalizagdo pode ser controlado pelas taxas de nucleacdo (I) e
crescimento (U), conforme mostrado na Figura 6. A taxa de nucleacdo (1) ocorre entre a
temperatura Ty e T3, e a taxa de crescimento dos cristais (U) ocorre entre a temperatura T e Tt.
A partir da temperatura Ty a nucleagdo inicia até certo valor de temperatura, o crescimento dos
cristais ocorre na regido entre T» e Tr, dessa maneira tem-se um tratamento duplo, onde a
cristalizacdo ocorre em duas etapas. Contudo, pode ser realizado em uma Unica etapa, entre T»
e T3, em que a nucleacdo e o crescimento dos cristais ocorrem simultaneamente. A cristalizacdo
depende da maneira de como as curvas | e U se superpdem. Se a regido entre o intervalo T1 e
T for pequena, ndo ocorrera a cristalizacdo e o sistema permanece no estado vitreo. Se as taxas
| e U forem grandes e haver superposicdo entre as curvas, havera possivelmente uma
cristalizacdo completa. As curvas para | e U podem ser determinadas experimentalmente e por

analise térmica como 0 DSC ou DTA (Araujo, 1998).

T, T; TEMPERATURA T; T

Figura 41. Taxa de nucleacdo (1) e crescimento de cristais (u) em funcdo da temperatura.
Fonte: Adaptado de Araujo, 1998.
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A cristalizagdo ocorre a partir de um tratamento térmico no material vitreo, onde o ciclo
térmico pode ser em duas ou em uma etapa, como observado na figura 7. Ocorrendo
primeiramente a nucleacdo numa dada temperatura por determinado tempo, apds ocorre 0

crescimento dos cristais numa temperatura maior em um determinado tempo (Barsoum, 1997).

.-—-..‘.

@)

; Cristalizagdo

-

-

E Nucleagio

— Diminuigao controlada

g_ datemperatura

o)

I_ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 }
Tempo

Figura 42. Ciclo de tratamento térmico em uma e em duas etapas, para a obtencdo de uma
vitroceramica.
Fonte: Adaptado de Mingarro et al., 1993.

A fracdo cristalina pode ser determinada por técnicas de andlise térmica (DTA e DSC)
ou por método experimental através da analise por microscopia éptica, onde é possivel obter a
taxa de nucleacédo (I) e de crescimento dos cristais (U) para um determinado vidro (Fokin, et
al., 2010).

2.6 CINETICA DE CRISTALIZAGCAO

A partir do estudo da cinética de cristalizacdo é possivel controlar a formacao de novas
fases cristalinas com composi¢des e morfologias especificas. Esse estudo pode ocorrer através
de métodos cinéticos desenvolvidos a partir da teoria proposta por Avrami (1939, 1940, 1941)
, utilizando dados gerados nas medidas de analise térmica (DTA ou DSC). Avrami definiu uma
relacdo valida para situagdes isotérmicas, mas os estudos cinéticos feitos a partir de DTA/DSC
séo estudos ndo isotérmicos (Cheng, 1999).
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Johnson, Mehl, Avrami e Kolmogorov (JMAK) desenvolveram um modelo para
interpretar a cinética de cristalizacdo a partir do crescimento de nucleos (Cabral et al., 2003).
Este modelo cinético pode ser aplicado tanto em condi¢fes isotérmicas quanto em condigdes
ndo isotérmicas (Leyliane e Cabral, 2014). A partir deste modelo sob condi¢fes isotérmicas, a
fracdo cristalizada € escrita como uma fungéo do tempo e possui a seguinte relacdo, conforme
equacéo 5:

x(t) =1 — eKOn (5)

Onde:

x € a fracdo cristalizada;

t é 0 tempo;

n é o coeficiente de Avrami (descreve o mecanismo de cristalizacdo e fornece
informacdo qualitativa sobre a natureza dos processos de nucleagéo e crescimento dos cristais);

K: é uma constante cinética dependente da temperatura, expressa pela equacdo do tipo

de Arrhenius), sendo expressa pela equacéo 6:

K = Kyexp (;—5) (6)
Sendo que:
Ko é o fator de frequéncia;
E é aenergia de ativacdo (barreira energética a ser vencida para que a transformacao ocorra);
R é a constante de gas ideal = 8,31 J/mol.K;
T é a temperatura.
O coeficiente K inclui a taxa de nucleagéo () e a taxa de crescimento (U), a relagéo da

equacao (5) com | e U é dada pela equacéo 6:
x(t) = 1—exp|-g f, 1) [ ut™de"| dr'| @)

Onde g ¢ um parametro cujo valor estd relacionado a forma do cristal formado, t’e t”’
sdo os tempos relacionados a nucleacdo e ao crescimento dos cristais, respectivamente
(Schmelzer, 2005).

Aplicando a primeira derivada da fracdo cristalizada (x) em funcdo do tempo (t), e
eliminando o tempo (t) através da equacdo 5, tem-se a equacéo para taxa de cristalizacdo dada

pela equacéo (8):
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& — kn (1 - 0)[-In (1 - x)]

n-—1
= n
dt

(8)

A validade da equacdo de JIMAK ¢é dada paras seguintes situacdes:

- Condicdes isotérmicas de cristalizacao;

- Nucleagcdo homogénea ou heterogénea, porém distribuida de forma aleatoria;

- Velocidade de crescimento da nova fase, dependente da temperatura, mas
independentemente do tempo.

E possivel, a uma dada temperatura, determinar os valores de n e k por meio do grafico
de In[-In(1-x)] versus In t. As constantes serdo, respectivamente, os coeficientes angular e linear

da reta obtida. Para isso, aplica-se o logaritmo neperiano, a fim de obter a equagéo 9:
In[—n(1—x)]=nlnk +nlint 9)
O coeficiente de Avrami pode ser relacionado com fatores que regem as velocidades
das transformacdes de fases, tais como interface, difusdo e geometria das particulas resultantes,

além do mecanismo de cristalizacdo e da morfologia dos cristais, conforme tabela 2.

Tabela 17. Relacdo do coeficiente de Avrami (n) e a morfologia dos cristais. Fonte: Avrami,

Mecanimos de Cristalizagéo Constalngtlellde Avrami Morfologia dos cristais
Esferas Homogéneo 4 Tridimensional
Heterogéneo 3 Tridimensional
Discos Homogéneo 3 Bidimensional
Heterogéneo 2 Bidimensional
Cilindros Homogéneo 2 Unidimensional
Heterogéneo 1 Unidimensional

A teoria de Avrami foi desenvolvida assumindo que os nudcleos sdo distribuidos
aleatoriamente pela matriz e a taxa de crescimento é dependente da temperatura sobre condi¢es

isotérmicas.
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Para 0s metodos néo isotérmicos, sdo utilizadas técnicas de andlise térmica, como a
andlise térmica diferencial (DTA) e a calorimetria diferencial de varredura (DSC). Varios
trabalhos indicam o uso dessa ferramenta no estudo da cinética de transformacoes de fases e de
reacOes quimicas. Para materiais vitreos, podem ser utilizadas para investigar a capacidade de
um material formar vidro, a estabilidade para a cristalizagdo, se a nucleacdo sera volumétrica
ou superficial. Varios artigos indicam o uso de curvas como uma ferramenta Util e simples para
obter informac@es sobre a nucleacdo e o crescimento de cristais em matrizes vitreas (Fokin, et
al. 2010; Marotta, et al. 1981; Ray 1997).

Na figura 8 é possivel obter informac6es sobre os parametros de cristalizacdo como: a
temperatura de transicdo vitrea (Tg), temperatura de inicio de cristalizacdo (Tx), temperatura de

pico de cristalizacdo (T¢).

ENDO EXO

Temperatura

Figura 43. Curva esquematica de um sistema vitreo analisado por DTA, onde apresenta as
seguintes temperaturas: temperatura de transicdo vitrea (Tg), temperatura de inicio de
cristalizagédo (Tx), temperatura de cristalizagédo (Tc), temperatura de inicio de fusdo (Tm) e
temperatura de fusdo (Tf).

Fonte: Hruby, 1972.

A partir dos dados gerados nos ensaios de DTA é possivel utilizar o método de Kissinger
para estudar a cinética de cristalizacdo em condic¢des ndo isotérmicas (Kissinger, 1957). Este
modelo permite calcular a energia de ativacdo para a cristalizacdo, sendo a equagédo 10 a

seguinte:
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n(5)=-Z+c (10)

Sendo que:

B ¢ a taxa de aquecimento;

Tc é a temperatura de pico de cristalizacéo;
E é a energia de ativacao

C é uma constante, que representa: In (Ko.E/R)

E possivel obter a energia de ativacéo, pela inclinagio da reta gerada pelo grafico de In
(B/T¢?) versus 1/Te.

A partir do valor de energia de ativacdo (E) obtido através do método de Kissinger e
utilizando o modelo de Augis — Bennet (Augis et al., 1978) ¢é possivel determinar o valor do

indice de Avrami (n), que pode ser calculado a partir da equacéo 11:

n=2. I (12)
4 (%)

Sendo que:

AT ¢ um intervalo de temperatura que corresponde a largura do pico de cristalizagcdo na
metade da sua altura;

E é a energia de ativacao;

R é a constante de Boltzman;

n ¢ o coeficiente de Avrami, para pico largo (AT grande e n pequeno) tem-Se uma
cristalizacdo superficial e um pico de cristalizacdo estreito (AT pequeno e n grande), implica
numa cristalizacdo volumétrica (Ray e Day, 1990).

Se o valor de n foi igual a 1, a cristalizacédo é superficial, se os valores de n forem iguais
ou proximos de 3, a cristalizacdo é volumétrica. (Ray et al., 1997).

2.7 VITROCERAMICAS BIOATIVAS E SUA APLICACOES

As vitroceramicas bioativas sdo biomateriais desejaveis pela possibilidade de controlar
as propriedades finais desejadas, a partir do controle das fases cristalinas e do tamanho dos
cristais, em funcdo de mudancas na composicdo e na estrutura do vidro base (Hench, 1991;
Holand et al., 2002).
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Materiais bioativos sdo aqueles capazes de formar uma resposta bioldgica entre o tecido
e o implante, através de uma ligacdo quimica (osteointegracdo). Devido a similaridade quimica
e estrutural entre os materiais bioativos e a parte mineral 6ssea, 0s tecidos 6sseos se ligam aos
materiais, gerando a osteoconducao por meio de recobrimento das células 6sseas (Kokubo et
al., 1990; Kokubo, 1992; Kokubo, 1998).

Um meétodo de classificacdo de bioatividade de materiais de ceramicos foi desenvolvido
por Kokubo et al. (1990), através de uma solucgédo de ions de composicao similar a do plasma
do sangue humano, conhecida como SBF (simulated body fluid). Apds a imersao de amostras
em SBF, se o material bioativo, ocorrerd a formacdo de uma camada de hidroxicarbonato de
apatita (HCA) em sua superficie.

O mecanismo de formacédo da camada de HCA tem sido estudado in vitro e in vivo. Esse
processo envolve cinco estagios (conforme tabela 3 e figura 9) e foi descrito no trabalho de
Peitl et al. (2012). Para materiais com altos niveis de bioatividade esses estagios ocorrem de

forma muito rapida.

Tabela 18. Mecanismo de formacéo da camada de HCA na superficie de um biomaterial.
Fonte: Adaptado de Peitl et al., 2012.

Estagio Reacdo

I Ocorre uma rapida troca de ions Na* ou K* com H* ou H3zO" da solucédo

I Ocorre perda de silica soltuvel na forma de Si(OH)4 na solucéo resultante da quebra
de ligagdes Si-O-Si e formacdo continua de grupos silanol (Si-OH) na interface do

material.

I Ocorre a condensacdo e repolimerizacdo de uma camada rica em SiO- na superficie

que esta carente de cations alcalinos e alcalinos terrosos.

v Ocorre migragdo de grupos Ca?* e PO4> para a superficie através da camada rica
em SiOy, seguido pelo crescimento de um filme rico em CaO-P>0s amorfo por
incorporagéo de calcio e fosfato soluveis a partir da solugéo.

\Y Ocorre a cristalizago do filme de CaO-P.0s amorfo pela incorporacdo dos anions

OH" e COs™ a partir da solug&o.
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Figura 44. llustracdo esquematica mostrando os diferentes estagios e reacGes na superficie de
uma vitroceramica bioativa em SBF (fluido simulado corporal).
Fonte: Boccaccini et. al,2016.

Os vidros e vitroceramicas bioativas possuem melhores propriedades osteocondutoras,

osteoindutivas e alta taxa de dissolu¢do em comparacao as ceramicas a base de fosfato de célcio,

devido a taxa de formacao da camada de HCA na superficie do material. Quanto mais rapido a

formacédo da camada de HCA, mais rapido o material se ligard ao osso (Renno et al., 2013).

Vitroceramicas bioativas a base de fosfatos sdo fortes candidatas para aplicacGes

biomédicas, pelo fato de possuirem algumas vantagens, como a alta taxa de dissolu¢do nos

fluidos fisioldgicos e a biocompatibilidade (Topalovic et al., 2017).

Varias composicOes de vitroceramicas bioativas foram desenvolvidas para melhorar as

propriedades dos vidros bioativos, algumas composi¢des conseguiram sucesso comercial,

conforme tabela 4.

Tabela 19. Composic0es tipicas de vidros e vitroceramicos bioativos comercializados.
Fonte: Boccaccini et al, 2016.

% mol Ceravital Cerabone A/W | Bioverit | Bioverit 11 Bioverit 111
SiO; 46,1 34,0 30,5 44,5 -
P05 18,3 16,2 11,4 0,2 51,4
Cao 27,4 447 14,4 0,2 16,0
MgO 2,9 4,6 14,8 11,8 -
Na.O 4.8 - 2,3 4.4 14,6
K20 0,4 - 5,8 4,9 -
Al,O3 - - 15,9 29,7 9,0
CaF; - 0,5 - - -
F - - 4.9 4,2 1,8
Cl - - - 0,1 -
ZrO; - - - - 4,5
TiO, - - - - 2,7
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As primeiras vitrocerdmicas bioativas de uso clinico surgiram na metade da década de
70, desenvolvida por Brimer et al., designada como Ceravital. Na década de 80 foi
desenvolvido o Bioverit | e 11, 0s quais apresentam magnésio em sua COmposi¢ao e possuem a
vantagem de serem usinaveis. Os mesmos pesquisadores desenvolveram o Bioverit 111, uma
vitroceramica sem silicato, com alta porcentagem de fosfato.

Na década de 80, o Cerabone A/W, descoberto por Yamamuro e Kokubo se tornou o
mais conhecido por suas melhores propriedades mecanicas, e tem sido utilizado com sucesso
para substituicdo vertebral e reparo da crista iliaca (Park, 2008).

Na década de 90, uma vitroceramica bioativa foi desenvolvida com o objetivo de agrupar
as boas caracteristicas de bioatividade do vidro 45S5 com as propriedades mecénicas da
vitroceramica Cerabone A/W. Apds varios estudos e modifica¢fes surgiu o Biosilicato® com
a composicdo (% wt) de (23,75 NaxO - 23,75 CaO - 48,5 SiO; - 4P,0s), a partir de um
tratamento térmico duplo pode ser obtido, uma fase cristalina, a silicato de sodio-célcio
(Na2CaSi20e); ou duas fases, a silicato de sddio-célcio (Na2CaSi»Os) e fosfato de calcio-sodio
(NaCaPOgy) (Crovace et al., 2016).

A primeira aplicacdo do Biosilicato® foi em forma de p6 para o tratamento de
hipersensibilidade dentinéria. Quando em contato com a dentina exposta (figura 10-a), as
particulas do Biosilicato® reagem com o tecido gerando a oclus&o (figura 10-b).

Figura 45. Imagens de MEV dos tabulos dentinarios antes do tratamento (a) e ap6s 0
tratamento com pds de Biosilicato®.
Fonte: Adaptado de Tirapelli et al., 2010.
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Estudos realizados por Intawin et al. (2018) demonstraram que as vitroceramicas do
sistema (P20s-CaO-Na20) sofrem influéncia da temperatura de tratamento, que geram
diferentes mecanismos de cristalizacdo, com diferentes formatos de cristais ocorrendo um
aumento na tenacidade a fratura, mas uma diminuicao na dureza e no médulo de elasticidade.
Contudo, as fases cristalinas obtidas (Ca,P207 e NaigCai1PsO17) ndo apresentaram
citotoxicidade, mas sim boas propriedades de bioatividade.

Outro estudo realizado por Zhang e Santos (2000) mostra a obtencgéo das fases CaxP207,
Na>CaP,07 e Na2Mg(POs)4 apds a cristalizacdo de vidros fosfatos com adi¢des de Na.O, MgO,
TiO3, e ZrO,. Estudos indicam que fases cristalinas de vitroceramicas de fosfatos contendo Na*
e Mg?* sdo bioabsorviveis e tem uma alta taxa de degradacdo em meio fisioldgico, o que é
desejado para aplicagbes em que se busca uma estrutura porosa, e a porosidade pode ser
controlada pelo tamanho dos cristais e pela distribuicdo das fases (Vogel et al., 1997; Muller et
al., 1997).

2.8 INFLUENCIA DA ADICAO DE OXIDOS NOS VIDROS FOSFATOS

Os vidros fosfatos (PBG) apresentam grande interesse em aplicacdes como implantes
temporarios devido a alta taxa de solubilidade, que pode ser adaptada em func¢édo da composicao,
e pela similaridade quimica da fase inorganica do osso humano. Além disso, os vidros fosfatos
ndo sdo toxicos e produzem uma resposta adequada para testes com células osteoblasticas
(Hoppe et al., 2011).

Para aplicacGes biomédicas, normalmente sdo utilizados vidros fosfatos como estrutura
principal, com modifica¢Oes a partir de adi¢cBes de outros dxidos como, por exemplo, o Na2O,
Ca0, SrO2, MgO e Ti20 (Rajendran et al., 2007). Portanto, conhecer os elementos da dissolucao
ibnica dos vidros é fundamental para entender o comportamento destes in vitro e in vivo. Na

tabela 5, tem-se as respostas biologicas devido a dissolucdo iénica de vidros bioativos.
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Tabela 20. Efeito dos ions no metabolismo 6sseo humano e na angiogénese.
Fonte: Hoppe et al., 2011.

lon Resposta bioldgica in vivo e in vitro

Ca e favorece proliferacdo de osteoblastos, diferenciacdo e mineralizacdo da matriz
extracelular (ECM)

e ativareceptores de Ca em células osteoblasticas, aumenta a expressao de fatores
de crescimento (IGF-I ou IGF-II)

P e estimula a expressdo da matriz de proteina (MGP), um regulador importante na

formacéo Ossea

Mg e estimula a formacgéo de 0sso novo

e aumenta a adesao e estabilidade das células 6sseas

Sr e estimula a formacdo 6ssea

e agente promissor para o tratamento da osteoporose

O estréncio (Sr) é um elemento que possui a capacidade de estimular a formagéo 6ssea
e a reduzir a reabsorcdo dssea (Abou Neel et al., 2005). Um dos mecanismos de incorporacéo
de estroncio no 0sso envolve a troca idnica com o calcio do osso. Fisiologicamente, estréncio
e célcio sao elementos similares, pois sdo absorvidos pelo trato gastrointestinal, concentrados
nos 0ssos e excretados principalmente pela urina (Wren et al., 2008). Devido a essas
semelhancas, o estréncio é usado atualmente em terapias Osseas (Llinas et al., 2006). Por
exemplo, o ranelato de estrdbncio é comercializado para tratar osteoporose, gerando o
fortalecimento 0sseo, diminui¢do na possibilidade de fratura 6ssea, aumento da massa e
densidade Ossea. Esses fatores sdo explicados pelo fato do corpo humano absorver estréncio da
mesma maneira que o calcio e por esse apresentar maior peso atdbmico (O Donnell et al., 2010;
Zreigat et al., 2010).

A partir de adi¢6es de Sr nos vidros de fosfato célcio é possivel aumentar a bioatividade
dos biomateriais e estimular a formagéo do 0sso (Zhang et al., 2011; Bose et al., 2011). Estudos
realizado por Abou Neel et al. (2009), demostram a modificacdo da taxa de dissolucédo de vidros
fosfatos pela adigdo de 6xidos como, Fe20s, CuO, SrO. Com adigdes de 1 a 5% em mol de SrO,

ocorre um aumento na taxa de dissolugéo do vidro e sem afetar a bioatividade.
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Estudos anteriores (Weiss et al., 2014) mostram que a adicdo de estroncio no vidro
fosfato aumenta a taxa de dissolucdo, pelo fato do estroncio ser um elemento modificador de
rede, que altera a estrutura vitrea através da formacao de oxigénios ndo ligantes. Outros estudos
realizados por Brar et al. (2012) em ligas de Sr-Mg e Sr-Mg-Zn para aplicaces biomédicas,
mostraram que o estroncio tende a aumentar a taxa de dissolucdo enquanto que o0 magnésio
diminui a taxa de dissolucao.

O magnésio (Mg) ¢ essencial para o metabolismo mineral e tem demostrado ter efeitos
estimulantes na formacao de 0ssos novos. Estudos sugerem que o Mg interage com as integrinas
de células osteoblésticas, que sdo responsaveis pela adesdo e estabilidade celular. Segundo
Webler et al. (2015) o magnésio é um elemento essencial para o corpo humano, sendo que a
maior parte do elemento esta nos 0ssos e desempenha papel importante na atividade de muitas
co-enzimas e em reagdes que dependem da ATP (nucleotideo responsavel pelo armazenamento
de energia em suas ligaces quimicas). A falta de magnésio no corpo humano pode desencadear
anemias, anorexias, fraqueza e osteoporose.

Conforme Bose et al. (2011), a adicdo do magnésio nos vidros de fosfato de calcio tem
um papel importante, devido as mudancas qualitativas na matriz 6ssea, influenciando o
metabolismo mineral, promovendo reacgdes cataliticas e controlando fungdes bioldgicas. Franks
et al. (2002) evidenciaram que o efeito do magnésio sobre a solubilidade de um vidro fosfato
de célcio pode causar uma pequena reducdo na taxa de dissolucéo.

2.9 PROPRIEDADES DOS VIDROS E VITROCERAMICOS A BASE DE FOSFATOS

2.9.1 Dissolucao

Segundo Fernandez et al. (1999), Hench (1977) e Isard et al. (1982), a dissolucéo dos
vidros fosfatos em meios aquosos ocorre em duas etapas independentes conforme descrito
abaixo (equacdes 12 e 13), sendo similar para vidros silicatos (Gao et al., 2004).

Estudos sobre a dissolugdo de vidros de fosfato de calcio realizados por Bunker et al.
(1984) identificaram que a substituicdo de sddio por célcio aumentou a taxa de dissolugdo. De
acordo com os autores, a reacdo principal de dissolucéo é a reacdo de hidratacdo, em que a agua
se difunde na superficie do vidro até as cadeias de polifosfato. Porém, Liu et al. (1996) sugere
que a reacgdo principal € a reacdo de hidrdlise.
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Na etapa 1 (equacdo 12) ocorre a troca idnica do ion de sédio por ion de hidrogénio,
resultando na formag&o de uma camada hidratada na superficie do vidro.
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Na etapa 2 (equacdo 13) ocorre a quebra da rede devido ao contato dos ions de
hidrogénio e moléculas de &gua, hidratando até que as ligacbes P-O-P se rompem, destruindo a
rede vitrea e liberando cadeias de fosfatos com diferentes estruturas.

A dissolucdo dos materiais a base de fosfato de célcio, sdo influenciadas por alguns
fatores como:

1) dissolucdo fisico-quimica, que depende do produto da dissolucdo e do pH do
meio;

2) desintegracdo em pequenas particulas, devido ao ataque quimico nos contornos
de gréos.

De modo geral, a taxa de dissolucdo dos materiais de fosfatos de célcio depende da
composic¢do quimica dos mesmos. Como por exemplo, a taxa de dissolu¢cdo do o-fosfato
tricalcio ¢ maior do que a do B-fosfato tricélcio, e ambas maiores do que a hidroxiapatita
(Legeros, 1993).

A taxa de dissolugédo das vitroceramicas sdo influenciadas por alguns fatores como:
composic¢do quimica da fase cristalina, estrutura e tamanho dos cristais, rugosidade superficial,
fracdo cristalina e da quantidade de vidro residual (Dias et al., 2007).

A incorporacdo de alguns ions, que atuam como agentes nucleantes no vidro, também
podem interferir nas propriedades de solubilidade, bioatividade e propriedade mecénica. Cai et
al. (2011) analisaram a interferéncia do Sr e do Mg na solubilidade e bioatividade de
vitroceramicos de fosfato calcio, a partir de diferentes temperaturas de tratamento térmico e
observaram que a quantidade de vidro residual na vitrocerdmica afeta fortemente a dissolucéo
e a bioatividade, dessa maneira a vitroceramica que apresentou a taxa de dissolugdo compativel
com o crescimento e diferenciacdo celular foi a que apresentou menor quantidade de vidro

residual.
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Abou Neel et al. (2009) sugerem que a substituicdo do 6xido de sodio pela adi¢do de
oxido de estréncio em vidros fosfatos aumenta a taxa de dissolu¢do. Em estudo prévio (Weiss
etal., 2012) em vidros fosfatos de calcio, observamos que a estrutura vitrea é afetada pela adicéo
de MgO e o TiO2, que atuam como modificadores de rede, sendo que o titdnio também age
como formador, tornando a estrutura mais rigida. Esse aumento da rigidez da estrutura diminui

a solubilidade do vidro.
2.9.2 Propriedades mecanicas

Dureza, tenacidade a fratura e modulo de elasticidade sdo algumas das principais
propriedades mecénicas dos materiais ceramicos. A tabela 6 apresenta os valores tipicos das

propriedades mecanicas dos 0ssos, vidros e vitroceramicas.

Tabela 21. Valores tipicos das propriedades mecanicas de vidros bioativos e dos 0ss0s
humanos. Fonte: Boccaccini et al., 2017.

Material Dureza Resisténcia a Madulo de Tenacidade a
Vickers (HV) | compressdo (MPa) | elasticidade (GPa) | fratura (MPa.m?)
Vidro 4555 (V) 458 500 30-35 0,5-1
Ceravital (VC) - 500 100-150 -
A-W Cerabone (VC) 680 1080 218 2,0
Bioverit 1 e 11 (VC) 500-800 500 70-88 1,2-2,1
Bioverit 111 (VC) - - 45 0,6
Osso esponjoso - 2-12 0,05-0,5 -
Osso cortical - 100-180 7-30 2-12

A dureza ndo é uma propriedade intrinseca do material, pois seus valores dependem das
diferentes técnicas de medigdo (Zhang et al., 2011). Quando um penetrador é carregado sobre
um vidro, uma impressdo superficial é observada apos a descarga e a dureza do material €
estimada a partir da area da impressdo. Ou seja, a dureza de um material é a resisténcia a
penetracdo ou deformacdo permanente da sua superficie (Quinn, 2007).

O mddulo de elasticidade é a medida da tenséo necessaria para produzir uma unidade
de deslocamento de dois 4&tomos sem ocorrer a ruptura da ligagio. E uma medida indireta da

forca de ligacéo interatdmica.
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A tenacidade determina todos os aspectos do comportamento mecanico de materiais
frageis, e é a capacidade de resistir a propagacéo de trincas (Lawn e Wilshaw, 1975). Assim, o
conhecimento da tenacidade a fratura dos vidros torna-se fundamental para aplicacdes como
implantes que estejam submetidos a solicitacbes mecanicas (Sakar-Deliormanli e Gu, 2004).

Por serem os vidros materiais frageis e dessa forma estarem susceptiveis a formacao de
trincas, apresentam valores de tenacidade a fratura menores que 1 MPa.m2, Para melhorar os
valores de tenacidade a fratura dos vidros, alguns métodos sao empregados como: obtencédo de
fases a partir da cristalizacdo controlada, reforco da matriz com fibras, e adicdo de particulas
de titdnio e zirconia (Hu et al., 2008 e Margha et al., 2009).

Os valores de dureza dos vidros fosfatos sdo afetados pela adigdo de agentes
modificadores de rede, que alteram a estrutura do vidro (Salama e El-Batal, 1994). Estudos de
Shelby (1997) indicam que 0 aumento de oxigénios ndo-ligantes (NBrO), reduz a conectividade
da rede vitrea, que por sua vez diminui 0 mddulo de elasticidade do vidro.

Outros estudos mostram que com a cristalizacdo controlada é possivel afetar as
propriedades mecanicas, como os realizados por Peitl et al. (2012), em vidros do sistema
P205.Na20.Ca0.SiO, a partir do aumento da fragdo cristalina ocorreu um aumento nas
propriedades mecanicas sem afetar o comportamento de bioatividade do sistema vitreo
(Serbena et al., 2015). Massardo (2011) também encontrou maiores valores de modulo de
elasticidade para amostras de vitroceramicos de dissilicato de litio totalmente cristalizadas, na
faixa de 119 GPa e para amostras no estado vitreo 80 GPa. Estudos realizados por Kapoor et
al. (2013) mostram a melhora nas propriedades mecanicas a partir de adicdes de Zn e Sr em
vidros do sistema (CaO-SrO-Zn0O-Na20-SiOy).

Varios autores investigaram a influéncia da microestrutura desenvolvida durante a
cristalizacdo nas propriedades mecéanica das vitroceramicas, sendo afetadas pelas fases
cristalinas, fracdo e homogeneidade da fase cristalina, tamanho do grdo, forma e orientacéo dos
cristais obtidos (Jha et al., 2015; Holand e Beall, 2002).

Hallmannaet al. (2018) analisaram o efeito da microestrutura nas propriedades mecanicas
de vitroceramicas de disilicato de litio e verificaram que diferentes fatores interferem na
microestrutura como: composi¢do quimica, agentes nucleantes, aditivos, temperatura e tempo
de tratamento térmico. Os agentes nucleantes desempenham um papel importante no
desenvolvimento da microestrutura e consequentemente nas propriedades mecanicas das
vitroceramicas obtidas. Na vitroceramica de disilicato de litio, o P,Os agiu como agente

nucleante, facilitando a cristalizacdo no volume, gerando melhora nas propriedades mecénicas.
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2.9.3 Bioatividade

Materiais bioativos sdo aqueles capazes de formar uma resposta biologica especifica
entre o tecido e o implante, através de uma ligagdo quimica (osteointegracdo). Devido a
similaridade quimica e estrutural entre os materiais bioativos e a parte mineral 6ssea, os tecidos
0sseos se ligam aos materiais através da osteoconducdo, dando origem ao 0sso neoformado
sobre a superficie do material (Kokubo et al., 1990; Kokubo, 1992; Kokubo, 1998).

Os vidros e vitroceramicas bioativas possuem melhores propriedades osteocondutoras,
osteoindutivas e alta taxa de dissolu¢do em comparacéo as ceramicas a base de fosfato de célcio,
devido a taxa de formacao da camada de HCA na superficie do material. Quanto mais rapido a
formacdo da camada de HCA, mais rapido o material se ligard ao 0sso (Renno et al, 2013).

Segundo Abou Neel et al. (2014), o principal fator contribuinte para a bioatividade dos
vidros fosfatos, esta relacionado com os ions gerados pela dissolu¢do dos mesmos (fésforo,
calcio e sddio) estarem presentes na fase inorganica dos 0ssos. Esses ions podem promover uma
resposta celular benéfica, conforme apresentado na tabela 4 (Hoppe et al., 2011, Rabiee et al.,
2015).

A adicdo de elementos modificadores de rede (Ca, Na, Mg, K) nos vidros fosfatos
promove a formacao de oxigénio ndo ligantes (NBO), gerando uma desordem na rede vitrea,
provocando uma alta reatividade dos vidros em solucBes aquosas, sendo importante na
formacdo da camada de hidroxiapatita, que é necessaria nas aplicacdes de reparo 0sseo
(Mundstock, 2010). Estudos realizados por Satyanarayana et al. (2017) evidenciam que a adi¢do
de estroncio nos vidros e vitroceramicos de fosfatos de célcio do sistema (P20s-CaO-NazO-
K20-SrO) aumenta a bioatividade dos mesmos, pois a adi¢ao do estroncio gera uma desordem
na rede vitrea, gerando modificacGes estruturais, o estroncio ficara disponivel localmente para
a absor¢ado Ossea.

A investigacdo de novas composigdes de vidros e vitroceramicas deve levar em
consideracdo a biocompatibilidade e a capacidade de induzir a diferenciacdo 6ssea dos novos
materiais. Entretanto, diferentemente de outros biomateriais, ndo h& consenso na literatura em
relagcdo ao protocolo mais adequado para a avaliacdo da interacdo bioldgica desses materiais.
Levando em consideragdo que vidros e vitroceramicas bioabsorviveis se dissolvem em contato
com fluidos corpdreos, é importante avaliar a biocompatibilidade dos produtos da dissolugéo
(Abou Neel et al., 2014; Daguano et al., 2019; Crovace et al., 2016; Fu et al., 2009).
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A diferenciacdo celular deve ser avaliada através do cultivo direto das células sobre a
superficie dos materiais, entretanto, no caso dos vidros e vitroceramicas bioabsorviveis, a alta
reatividade superficial pode comprometer a correta interpretacdo dos resultados, conforme
abordado por Ciraldo et al. (2018). Nos primeiros momentos de imersdo em meios aquosos
acontece uma rapida troca ionica, definida na literatura como “burst release”, onde ocorre o
aumento do pH em decorréncia da substituicdo de ions de H* por cations metalicos. Para evitar
que o cultivo celular seja afetado por esse fenbmeno (e consequente morte celular), vidros e
vitroceramicas bioabsorviveis devem ser imersos em solucdo aquosa (PBS, meio de cultivo,
etc) antes do comeco do ensaio celular, para diminuir os efeitos da troca idnica sobre as células.
Apo6s a imersdo, as amostras podem ser normalmente analisadas atraves dos ensaios de

viabilidade e diferenciacéo celular.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentadas as técnicas experimentais de preparacdo das amostras
de vidros e de vitroceramicas, caracterizacdo microestrutural, quimica, mecénicas e biologica

utilizadas neste trabalho.
3.1 OBTENC;AO DAS AMOSTRAS DE VIDRO

Estudo anteriores (Weiss et. al., 2012) indicaram que o vidro do sistema P20s-CaO-
Na,O-SrO com adicdo de MgO, apresentou os melhores resultados de dissolucdo em
comparagao com o vidro do mesmo sistema com adicdo de TiO>. Isso ocorre devido o 6xido de
tithnio agir ndo somente como elemento modificador, mas também como intermediério,
tornando a estrutura vitrea mais rigida, melhorando as propriedades mecéanicas (como mddulo
de elasticidade), porém diminuindo a taxa de dissolugéo.

Contudo, ndo foi obtido um aumento significativo nos valores das propriedades
mecanicas analisadas do vidro do sistema P,Os-CaO-Na.O-SrO com adicdo de MgO. Dessa
maneira, foi decidido por realizar a cristalizacdo controlada dos vidros com o objetivo de
melhorar as propriedades mecanicas, e verificar seu efeito na taxa de dissolucdo e na
bioatividade.

A partir da revisdo bibliografica foi escolhido uma composicdo base de vidro, de acordo
com diagrama de fases para o sistema P.Os-Na2O-CaO (figura 11), por ser uma regiéo proxima
da fronteira de formacdo de materiais vitreos e cristalinos, dessa maneira, sendo uma

composicdo vitrea facilmente cristalizada.

P20s

% mol

20 % mol

V
Na20 20 40 60 80 CaO

Figura 46. Diagrama de fases do sistema P>0s-Na>O-CaO. Regides de formagéo de vidro e
cristais. O circulo representa a composicao basica dos vidros estudados.
Fonte: Adaptado de Uo et al. (1998).



46

Com afinalidade de promover a bioatividade dos vidros fosfatos, foi adicionado o 6xido
de estrdncio, enquanto que a adicdo do 6xido de magnésio serve para controlar a taxa de
dissolucdo. Os vidros a base de fosfato de calcio com as composi¢des quimicas mostradas na
Tabela 7 foram preparados através da fusdo das seguintes matérias-primas com grau analitico:
pentoxido de fosforo (P2Os— Vetec P.A. 99%), carbonato de célcio (CaCOs— Biotec P.A. 99%),
carbonato de sodio anidro (Na,COs; — Vetec P.A. 99,5%), carbonato de estroncio (Sr2COs —
Vetec P.A. 97%), e 0xido de magnésio (MgO - Vetec P.A. 95%). A sequéncia do processo de

obtencdo do vidro esta demonstrada no fluxograma da figura 12.

Tabela 22. Nomenclatura definida, composicao (% mol), quantidade (gramas) dos 6xidos
necessarios para preparar 50 gramas de vidro.

Nomenclatura P20s CaO Na2O SrO MgO
Vidros %mol g %mol g %mol g %mol | g | %mol| g
V-PCNSr 40 60,24 30 31,82 25 28,11 5 7,84
V-PCNSrMg 40 61,00 30 32,17 | 20,0 | 22,88 5 798 | 50 |214

Os reagentes quimicos foram secos em estufa a 100 °C por 72 horas antes da pesagem
para retirar a umidade, com excecdo do pentoxido de fésforo. Apds pesados, os reagentes foram
misturados em um recipiente plastico para a homogeneizacdo. A seguir, cada composicdo foi
colocada em um cadinho de alumina e zirconia, e fundida em um forno elétrico BTC-9090
(Jung). O cadinho com os reagentes foi mantido a 700 °C por 60 minutos para ocorrer a
calcinagdo dos carbonatos com a liberacdo do CO». Na sequéncia, a temperatura foi elevada
para 1100 °C e mantida nesta temperatura por 1 hora para a homogénizacdo. O fundido foi
entdo vertido em um molde de aco e resfriado rapidamente por outra placa de aco obtendo-se
amostras planas com 1-3 mm de espessura, ou foi vertido em um molde cilindrico de aco pré-
aquecido (350 °C) com 15 mm de diametro e 60 mm de comprimento, conforme figura 13 ( a,

b, ¢). Para garantir a homogeneidade do vidro foi feita a refusdo a 1100 °C por 1 hora.
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Figura 47. Fluxograma do processo experimental de preparacéo de amostras vitreas.
Fonte: a autora, 2019.
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Figura 48. Imagens ilustrativas do preparo das amostras de vidro. (a) Vidro sendo retirado do
forno no momento da fuséo, (b) vidro sendo vertido no molde metélico, (c) vidro sendo
resfriado rapidamente em molde pré-aquecido.

Fonte: a autora, 2019.

Para eliminar possiveis tensdes residuais, as amostras foram imediatamente transferidas
para outro forno elétrico, e submetidas a um tratamento térmico de recozimento a 350 °C por
24 horas e resfriado lentamente até a temperatura ambiente dentro do forno.

As amostras de vidro foram cortadas com disco diamantado utilizando uma cortadeira
Miniton (Struers), lixadas com lixas de SiC (carbeto de silicio) na sequéncia 800, 1000 e 1200
mesh e polidas com uma solucdo aquosa de éxido de cério (CeOy).

ApoOs a obtencdo das amostras de vidros V-PCNSr e V-PCNSrMg (conforme
nomenclatura definida na tabela 7), foi realizado a caracterizacdo térmica e a cristalizacdo para
a obtencdo das vitroceramicas VC-PCNSr e VC-PCNSrMg e vérias etapas de caracterizacao

conforme mostra o fluxograma da figura 14.
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Figura 49. Fluxograma das etapas do trabalho.
Fonte: a autora, 2019.
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3.2 CARACTERIZAGCAO TERMICA

Ap0s a obtencgdo das amostras de vidro foi realizado um estudo térmico, com o objetivo
de obter as temperaturas de cristalizacdo, utilizando um equipamento de Calorimetria
Exploratoria de Varredura (DSC) da marca NETZSCH, modelo Pegasus 404 F3. Foi utilizado
como referéncia um cadinho de alumina vazio e as amostras bulk, com massas em torno de 30
a 40 mg.

Para a realizago da anélise térmica, as amostras foram aquecidas a 5 °C/min desde a
temperatura ambiente até 80 °C, onde foram mantidas por 10 minutos com o objetivo de
estabelecer um equilibrio entre a temperatura da amostra e do forno. Em seguida, elas foram
aquecidas até 1200 °C numa taxa de 10 °C/min.

Os picos endotérmicos presentes no termograma resultante desta anélise sdo associados
as reacOes de fusdo e/ou decomposicdo, e 0s picos exotérmicos sdo relacionados as mudangas
de fase cristalina. A partir do resultado da analise térmica foi possivel obter as temperaturas de
transicdo vitrea (Tg), de cristalizacdo (Tc) e de fusdo (Tf). Com isso, foram realizados
experimentos de tratamento térmico onde foi fixado a temperatura e variado o tempo, conforme

tabela 8.

Tabela 23. Temperaturas e tempos que foram realizados o0s testes para definicdo do tratamento
térmico dos vidros.

Amostra Nucleacdo Crescimento
V-PCNSr Temperatura (°C) Tempo (min) Temperatura (°C) Tempo (min)
410 20 610 20
40 40
60 60
120 120
240 240
360 360
720 720
1440 1440
V-PCNSrMg 470 20 620 20
40 40
60 60
120 120
240 240
360 360
720 720
1440 1440
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ApoGs varios testes de tratamentos térmicos com diferentes tempos, foi definido a
condicdo para obter o maximo de cristalizacéo, conforme apresentado na tabela 9 e na figura
15, onde ficou evidenciado que a cristalizacdo ocorreu a partir da superficie em direcdo ao

centro da amostra.

Tabela 24. Temperaturas e tempos de nucleacao e crescimento dos cristais, utilizadas para a
cristalizacdo das amostras de vidros.

Nucleagéo Crescimento dos cristais
Amostras Temperatura Tempo Temperatura Tempo
(°C) (horas) (°C) (horas)
V-PCNSr 410 24 590 24
V-PCNSrMg 470 24 600 24

Para a obtencéo das vitrocerdmicas, as amostras vitreas foram tratadas na temperatura
de onset, ou seja, na temperatura de inicio da cristalizacdo. O ciclo de tratamento térmico foi
feito em duas etapas, sendo que para o vidro V-PCNSr a nucleacdo foi realizada na temperatura
de 410 °C por 24 horas e o0 crescimento dos cristais na temperatura de 590 °C por 24 horas.
Para a composi¢do V-PCNSrMg foi nucleado a 470 °C por 24 horas e o crescimento dos cristais

na temperatura de 600° C por 24 horas, conforme tabela 9.

SEM MAG: 190 x SEM HV: 20.0 kV | VEGA3 TESCAN|

WD: 17,06 mm Det: BSE 200 ym

(b)

SEM MAG: 207 x SEM HV: 20.0 kV | VEGA3 TESCAN

WD: 15.00 mm Det: BSE 200 ym

LME-PUCPR LME-PUCPR

Figura 50. Imagens de microscopia eletronica de varredura (200x) das amostras de
vitroceramicas (a) VC-PCNSr e (b) VC-PCNSrMg. Ataque &cido HCI 0,5% por 300 s.
Fonte: a autora, 2019.
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3.3 CARACTERIZACAO DAS FASES CRISTALINAS

O ensaio de difracdo de raios-X foi utilizado para confirmar o estado vitreo (amorfo)
dos vidros obtidos e para determinar as fases cristalinas presentes nos vidros apés eles serem
submetidos a tratamento térmico. As medidas foram realizadas em um difratdmetro de raios-X
Shimadzu, modelo XRD-7000, com as amostras na forma de bulk, velocidade de 0,5 °%/min e
faixa de varredura de 20 a 80°. Os ensaios de difracao de raios-X foram realizados também para
as amostras de vidro (V-PCNSr e V-PCNSrMg) e vitroceramicas (VC-PCNSr e VC-
PCNSrMg), antes e apos o teste de dissolucgdo, para cada periodo de imersdo (7, 14, 21, 28 e 42
dias).

3.4 CARACTERIZACAO POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Foi realizado a andlise da superficie dos vidros V-PCNSr e V-PCNSrMg e das
vitroceramicas VC-PCNSr e VC-PCNSrMg antes e apds ensaio de dissolucdo, nos periodos de
7,14, 21, 28 e 42 dias de imersdo, descrito no item 3.6 a seguir.

A analise da superficie das amostras foi realizada em um microscopio eletrdnico de
varredura (MEV, Tescan-Vega3), equipado com um sistema de andlise quimica por
espectroscopia de energia dispersiva (EDS). As amostras foram lixadas (#800 e #1200) e
polidas com uma solucdo aquosa de éxido de Cério sobre um pano de polimento por
aproximadamente 5 minutos. As amostras de vitroceramicas foram atacadas quimicamente com
uma solucdo de HF (15%) por 120 segundos para a revelacdo dos cristais.

Todas as amostras foram metalizadas com um filme de 10 nm de ouro antes da obtencéo

das imagens.
3.5 CARACTERIZACAO QUIMICA
3.5.1 Caracterizagédo da microestrutura por espectroscopia raman

As analises de espectroscopia Raman foram realizadas em um equipamento construido
no Departamento de Fisica da URGS (Universidade Federal do Rio Grande do Sul), consistindo
num microscopio Olympus e um sistema de laser HORIBA IHR 320. A excitagéo foi fornecida
por um laser de He-Ne (632,8 nm) polarizado de 10 mW e resolugéo de 2 um. A luz espalhada
foi coletada numa geometria de reflexdo invertida e filtrada com um filtro Super-Notch Plus.

Os espectros foram coletados na regio de 200 e 1300 cm™.
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3.6 CARACTERIZACAO DA TAXA DE DISSOLUCAO

O método de perda de massa foi usado para determinar a taxa de dissolucdo, com base
na norma ISO 10993-14. Amostras de vidros com dimensdes aproximadas de (5 X 5 x 2) mm
foram inicialmente pesadas (Pi) e imersas dentro da solugédo de Tris-HCI com pH 7,4 a 37 °C,
usando amostras em triplicatas. A solucdo de Tris-HCI foi preparada pesando o composto Tris
(tris(hidroximetil)aminometano (Synth), com a formula ((HOCH2)3CNH.) e adicionando HCI
(&cido cloridrico) até atingir o pH de 7,4.

As amostras foram colocadas individualmente em um tubo de ensaio e um volume de
2,5 mL de Tris-HCI foi acrescentada em cada tubo, e deixado em banho-maria a temperatura
de 37 °C pelos periodos de 7, 14, 21, 28 e 42 dias. Apds cada periodo de imersdo, as amostras
foram retiradas e pesadas (Ps), possibilitando o célculo da perda de massa conforme equagéo
14:

P_P
Perda de massa (%) = {( IP f)}x 100 (14)

Onde: P; o peso inicial da amostra, e Pt 0 peso final da amostra.
As amostras foram pesadas em uma balanca analitica de precisdo com sensibilidade de
0,0001 g (AG200, Gehaka).

3.7 CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES MECANICAS
3.7.1 Dureza e modulo de elasticidade

A dureza e 0 modulo de elasticidade foram obtidos a partir do ensaio de indentacdo
instrumentada em um ultra-microdurémetro (Shimadzu. DHU-211S). Foi utilizado uma ponta
de diamante tipo Berkovich, calibrada com silica amorfa. A carga aplicada foi de 100 mN com
um ciclo de carga e descarga. Foram realizadas 30 indentacfes para cada composic¢do. Os
valores médios de dureza e de médulo de elasticidade foram calculados pelos métodos de Oliver
e Pharr (1992).

Os ensaios de dureza e médulo de elasticidade foram realizados para as amostras de
vidro e vitroceramicos, antes e apds o teste de dissolucdo, com o objetivo de verificar se as
amostras vitreas e cristalizadas conseguiriam manter as propriedades mecanicas durante o

tempo de dissolugéo.
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Apos o periodo de imersdo (7, 14, 21, 28 e 42 dias) as amostras foram tiradas da solucéo,
secas em estufa (100 °C) por um periodo de 7 dias e ap0s pesadas, para entdo serem ensaiadas

no ultra-microdurémetro.
3.7.2 Tenacidade a fratura por indentacéo (Kc)

A tenacidade a fratura foi determinada pelo método de indentagdo com a ponta Vickers
em um microdurémetro modelo HVS-2 (Shimadzu), com uma carga aplicada de 500 mN por
um tempo de 15 segundos. Foram realizadas dez indentacdes por amostra polida, sendo
utilizadas trés amostras de cada composicao.

O comprimento da trinca foi medido usando um microscopio éptico (BX-61, Olympus),
conforme ilustrado na Figura 9. A partir dos valores medidos é possivel calcular HV e K,

através das equac0es 15 e 16, respectivamente (Anstis et al., 1981 e Niihara, 1983).

HV = 18544 (5) (15)

ke=¢ (5 -(5) (16)

Onde:

HV é o valor de dureza Vickers (GPa)

P é a carga aplicada em Newton

E é o mddulo de elasticidade do material (em GPa), obtido por nanoindentacao,

¢ ¢ uma constante empirica adimensional, que possui o valor de 0, 016 + 0, 004 para 0s
indentadores Vickers

a é a metade da diagonal da indentagdo (em mm)

Cc é a metade do comprimento da trinca (em mm),

Para que a medida da tenacidade a fratura de materiais ceramicos seja correta é
necessario ter cuidado para escolher a equacdo utilizado para o calculo. Nesse trabalho foi
levado em consideracdo a razdo c/a proposta por Niihara (1983), onde o significado de c e a
estdo ilustrados na figura 16 (a). De acordo com Niihara, se c/a > 2,5, 0o modelo utilizado é para
0 sistema de trincas tipo Half-penny ou Radial-mediano, proposto Anstis, conforme a equagao

16 e ilustracdo da figura 16 (b).
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(a)

b) Palmquist

a) Half-penny

(b)

Figura 51. (a) Micrografia eletronica de um vidro apoés teste de indentagdo Vickers, mostrando
as dimens0es caracteristicas da impressdo residual (a) e do comprimento das trincas radiais
primarias (c). (b) Sistema de formac&o das trincas: Hal-penny e Palmqvist.

Fonte: Adaptado de Nychka et al., 2008; Sergejev & Antonov, 2006.

Da mesma maneira que para o0s ensaios de dureza e médulo de elasticidade, os ensaios
de tenacidade a fratura por indentacdo foram realizados para as amostras de vidro e
vitroceramicos, antes e ap0s o teste de dissolucdo, para verificar se as amostras vitreas e
cristalinas resistiriam a propagacdo de trincas durante o tempo de dissolugdo. Apés o periodo
de imerséo (7, 14, 21, 28 e 42 dias) as amostras foram tiradas da solucdo, secas em estufa (100

°C) por um periodo de 7 dias e apds pesadas, ensaiadas no microdurémetro.
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Todas as analises experimentais dos ensaios de dureza, médulo de elasticidade e
tenacidade a fratura foram realizadas usando a média e desvio padrdo. Para determinar a
diferenca estatistica entre os grupos foi realizada a analise estatistica de variancia (ANOVA) e
teste de comparacdo Tukey, utilizando o software Origin 8.0. A significancia estatistica foi
considerada com os seguintes valores de p: (*) para p < 0,05; (**) para p < 0,01; e (***) parap
<0,001.

3.8 AVALIACAO DA BIOATIVIDADE IN VITRO
3.8.1 Preparacdo e esterilizacdo das amostras

Amostras de vidro e vitroceramicas medindo 5 x 5 mm e com ~3 ¢, foram lixadas,
limpas e colocadas em placa de petri separadas por composicdo. Para a esterilizacdo das
amostras, as faces superior e inferior das mesmas foram expostas a luz ultravioleta dentro do

fluxo laminar de cultivo celular por um periodo de 30 minutos cada face.
3.8.2 Andlise da bioatividade dos produtos da dissolucao
3.8.2.1 Producdo do extrato

Visando analisar a biocompatibilidade dos produtos de dissolucdo dos vidros e
vitroceramicas, foram obtidos extratos para posterior utilizacdo no cultivo celular. Seguindo o
protocolo descrito na literatura, apos a esterilizacdo de ambas as faces das amostras, uma
amostra de cada composicao foi colocada no fundo de um tubo conico falcon, nesse tubo foi
adicionado cerca de 15 mL de meio de cultura DMEM 10% a 37 °C e ent&o cada tubo foi selado
com parafilme e armazenado em uma incubadora a 37 °C por 24 horas (Abou Neel et al., 2014;
Daguano et al., 2019; Crovace et al., 2016; Fu et al., 2009). Apds este periodo, as amostras
foram removidas e 0 meio de cultura contendo os produtos da dissolucdo das amostras, i.e. 0

extrato, foi utilizado no cultivo celular.
3.8.2.2 Viabilidade celular

Os testes in vitro foram realizados com a linhagem de fibroblastos isolada de
camundongo denominada L-929, no laboratorio de biologia celular da PUCPR. Os fibroblastos
foram cultivados em meio de cultivo DMEM 10 % suplementado com soro fetal bovino (FBS)

e penicilina estreptomicina (Pen & Strep).
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O meio de cultivo foi trocado das garrafas a cada 48 horas até que as células atingissem
80% de confluéncia para inicio dos testes. As celulas da garrafa separada especificamente para
esse teste foram desaderidas pelo processo de tripsinizacdo. Apds a centrifugacdo e formacéo
do pellet de células de fibroblasto da linhagem L-929, cerca de 1 mL de meio de cultura DMEN
10% foi utilizado para ressuspenséo das células.

As contagens das células foram feitas com o corante Azul de Tripan e contadas em
camara de Neubauer. Em uma placa de cultivo de 48 pocgos foram plaqueadas 5x10°
células/pogo, onde 50 % do volume do poco foi preenchido com o extrato das amostras e 0s
outros 50 % com meio de cultivo novo. Foram plaqueados 5 pocos para cada condigéo, 0 pogo
usado como controle foi colocado apenas as células no meio de cultivo sem o extrato das
amostras. A placa foi mantida em uma incubadora a 37 °C, com atmosfera umida contendo 5%
de COa..

Apos 1, 4 e 7 dias de cultivo, a viabilidade dos fibroblastos cultivados na presenca do
extrato dos vidros e vitroceramicas foi analisada através do ensaio colorimétrico alamarBlue™.
Neste ensaio a Rezasurina, principio ativo do reagente, tem sua coloracgdo alterada de azul para
rosa quando em contato com células metabolicamente ativas, ja que enzimas citoplasmaticas e
mitocondrias ocasionam a reducdo do principio ativo. A possivel mudanga na cor indica a
presenga, ou auséncia, de células vidveis nos pogos de maneira qualitativa (Rampersad, 2012).

Seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante, em cada um dos tempos
preestabelecidos, foi realizada a troca do meio de cultivo para um meio novo contendo 10 %
vol. do reagente alamarBlue™. Apds 4 h incubados a 37 °C 5% CO;, foi retirado 100 pL de
cada poco e transferido para uma placa de 96 pogos para realizacdo da leitura em
espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 570 nm e 600 nm.

Com a obtencéo dos dados, 0 meio de cultura contendo alamarBlue™ foi removido de
cada um dos pocos e 0 meio de cultura contendo 50% de extrato bruto foi novamente adicionado
ao seu respectivo poco, para a repeticdo do ensaio nos outros dias. Antes das placas de cultivo
serem levadas de volta para a incubadora, foi feito uma imagem de cada po¢o com o auxilio de
um microscopio Optico, para a analise do efeito do extrato na morfologia e confluéncia das

células.
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3.8.3 Anélise da bioatividade superficial

Buscando analisar a capacidade dos vidros e vitroceramicas em promover a
diferenciacdo celular de células mesenquimais em osteoblastos, foi realizada a quantificacéo da
fosfatase alcalina ap6s 1 e 3 semanas de cultivo. A fosfatase alcalina é uma proteina indicadora
da presenca de células Osseas e a diferenciacdo celular pode ser observada através do calculo
da quantidade de fosfatase alcalina em relagéo ao total de proteinas.

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Micro e Nanotecnologia do
departamento de Engenharia Mecanica da Colorado State University em Fort Collins, CO
(USA). Foram utilizadas células tronco derivadas de tecido adiposo humano (Adipose Derived
Stem Cells, ADSC), cultivadas diretamente sobre a superficie do vidro.

Apos esterilizacdo, as amostras foram imersas em meio MEM-Alpha Modificacion
(Hyclone®), suplementado com 10% de SFB e 1% de penicilina/estreptomicina a 37 °C por 24
h, para que as superficies atingissem um equilibrio na troca ibnica e dessa maneira, nao
prejudicassem o cultivo celular (Ciraldo et al., 2018). Ap6s a imerséo inicial, as amostras foram
transferidas para placa de cultivo de 48 pocos e 5x10° células/mL foram plaqueadas em cada
poco. Apds 4 e 7 dias foi avaliada a viabilidade celular para observar a proliferacdo das ADSC
utilizando o ensaio alamarBlue™ seguindo o protocolo descrito previamente. Apos 7 dias de
cultivo, a diferenciacdo celular foi induzida utilizando o meio de cultivo suplementado com 10
nM de dexametasona, 5,4 mM de B—glicerofosfato e 300 uM de &cido ascorbico. O meio de
diferenciacdo foi trocado a cada 3 dias e ap6s 1 e 3 semanas, a diferenciacdo celular foi
analisada através da quantificacdo da fosfatase alcalina em relacdo a quantidade de proteinas
totais. Neste ensaio as células foram lisadas com 0,2% de Triton X-100 por 20 minutos. Para a
quantificacéo da fosfatase alcalina, 50 uL da solugéo foi transferida para uma placa de 96 pogos
com 150 pL da solucdo de trabalho do kit (ALP - Quantichrom Bioassay System). A
quantificacdo foi feita através do célculo indicado pelo fabricante, apés a leitura em
espectrofotometro a 405 nm. Para a quantificagdo do total de proteinas, 150 pL da solucgao
foram transferidos para uma placa de 96 pogos com 150 pL da solugdo de trabalho do kit
(Thermo Scientific) e em seguida encubada a 37 °C por 2 horas antes da leitura
espectrofotdbmetro a 562 nm.
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3.8.4 Andlise estatistica

Os ensaios de bioatividade foram realizados utilizando no minimo 5 amostras de cada
grupo, e os resultados sdo apresentados usando a média e desvio padrdo. Para determinar a
diferenca estatistica entre os grupos foi realizada a anélise estatistica de variancia (ANOVA) e
teste de comparacdo Tukey, utilizando o software Origin 8.0. A significancia estatistica foi
considerada com os seguintes valores de p: (*) para p < 0,05; (**) parap <0,01; e (***) para p

< 0,001.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos a partir da caracterizacéo térmica,
quimica, bioatividade e dissolucdo para as amostras de vidros e vitro cerdmicas. E resultados
de caracterizacdo estrutural e de propriedades mecénicas (dureza, mddulo de elasticidades e

tenacidade a fratura) antes e pos teste de dissolucao.
4.1 OBTENQAO DAS AMOSTRAS

Apo6s os processos de fusdo e recozimento as amostras de vidro V-PCNSr e V-
PCNSrMg foram cristalizadas, num tratamento térmico duplo, nas temperaturas de nucleacdo
a410°C e 470 °C para os vidros V-PCNSr e V-PCNSrMg (respectivamente) por 24 horas e nas
temperaturas de crescimento 590 °C e 610 °C (respectivamente) por 24 horas, dando origem as
amostras de vitroceramicas VC-PCNSr e VC-PCNSrMg. A figura 17 apresenta imagens
macroscopicas das superficies das amostras. E possivel observar a perda de transparéncia das
amostras de vitroceramica, que adquiriram uma coloracdo esbranquicada. Essa mudanca
ocorreu em virtude do processo de cristalizacdo das amostras vitreas, devido a formacéo dos

nacleos e posterior crescimento dos cristais.

VC-PCNSr V-PCNSrMg VC-PCNSrMg

|

Figura 52. Anélise macroscopicas das amostras de vidros e vitroceramicas obtidas.

Na figura 18, a partir das imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV), é
observado as diferencas microscopicas nas superficies dos vidros e das vitrocerdmicas
apresentadas aqui com e sem ataque acido. E possivel identificar que as vitroceramicas nio
apresentaram uma fracdo cristalina total, havendo ainda uma parcela de vidro residual,
conforma setas indicadas na figura 18 (c) e (f)). Como as imagens estdo na mesma ampliacéo é
possivel observar que a vitroceramica VC-PCNSr (figura 18c) apresentou cristais menores
homogeneamente distribuidos, em comparacéo a vitroceramica VC-PCNSrMg (figura 18d) que

apresentou cristais maiores e distribuidos heterogeneamente.
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Figura 53. Imagens de microscopia eletronica de varredura (5Kx) das amostras de vidros (a,
b), vitroceramicas sem ataque &cido (b, €) e vitroceramicas com ataque &cido (c, f).
Como pode ser observado nas figura 18 (¢ ) e (f) as vitroceramicas obtidas apresentaram
tamanho, formato, distribuicdo dos cristais, quantidade de vidro residual diferentes, esses
fatores influenciam diretamente as propriedades mecénicas e dissolugdo das mesmas, esses
valores podem ser observados nos resultados seguintes.

Com o objetivo de confirmar a composicao quimica calculada inicialmente, foi realizado
a analise quimica através do EDS, onde foi encontrada a composicdo experimental dos vidros
analisados, apresentada na tabela 10.

Tabela 25. Composicéo calculada (A) e experimental (B) (% em peso do 6xido) para 0s
vidros analisados.

Vidros P20s Ca0 Na20 SrO MgO Al20s
A B A B A B A B A B A B
V-PCNSr 51,8 | 56,8 7,9 10,8 16,2 15,5 44 5,2 - - - 9,5
V-PCNSrMg 56,5 56,8 10,8 13,8 9,5 12,4 5,0 5.2 2,3 2,0 - 58
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Comparando os valores experimentais da composic¢éo quimica medidos por EDS com a
composi¢do quimica calculada apresentada na tabela 10, é possivel perceber que os valores
experimentais dos componentes apresentaram alteracdo em comparagcdo com o0s valores
calculados devido a presenca da alumina, oriunda do cadinho usado para a fusdo e refusdo dos
vidros.

A alumina, além de influenciar na estrutura do vidro, também altera o balango
estequiométrico da composicéo final. O Al.Oz atua como elemento intermediario, ou seja, age
como modificador e como formador de rede, gerando um aumento das ligacbes cruzadas
tridimensionais com os oxigénios. Ocorre uma substituicdo na ligacdo (P-O-P) por (Al-O-P),

tornando a estrutura vitrea mais estavel (EI-Kheshen, et al., 2008).
4.2 ANALISE TERMICA DIFERENCIAL

As curvas de DTA das composicdes V-PCNSr e V-PCNSrMg séo apresentadas na figura
19, onde estdo indicadas a temperatura de transicao vitrea (Tg), caracterizada por uma alteracdo
na linha de base; temperatura de pico de cristalizagdo (Tc), caracterizada por um pico
exotérmico, ou seja, a amostra libera energia para fazer a transformacédo e temperatura de fusdo
(Tf), caracterizada por um pico endotérmico, onde a amostra absorve energia para fazer a

transformacéo.
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Figura 54. Curva do DTA dos vidros V-PCNSr e V-PCNSrMg indicando as regides de Tg, Tc
e Tt
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A partir dos resultados da analise térmica diferencial (figura 19 e tabela 11) é possivel
observar que os vidros V-PCNSr e V-PNSrMg apresentam um comportamento térmico
semelhante, mesmo com composi¢des quimicas diferentes, a quantidade adicionada de MgO (e
Al>0Oz3) néo foi suficiente para gerar uma grande alteragdo no comportamento térmico do vidro
V-PCNSrMg.

Tabela 26. Temperaturas caracteristicas das amostras vitreas obtidas.

Composicdo Tg(°C) | Txenset) (°C) | Tc (°C) T: (°C)
V-PCNSr 500 590 610 760
V-PCNSrMg 510 600 620 750

Com base nas informacdes de temperaturas obtidas no difratograma da figura 18 apds
ensaio de DTA, foi definido o ciclo de tratamento térmico para obtencdo das amostras de
vitroceramicas a partir dos vidros V-PCNSr e V-PCNSrMg.

Para a escolha da temperatura de nucleacdo e crescimento, também foram feitos testes
experimentais para ambas as composic¢des de vidros fosfatos, tendo como base a temperatura
de transicdo vitrea para a definicdo da temperatura de nucleacdo, e a temperatura de pico de
cristalizacdo para definir a temperatura de crescimento. Com o objetivo de melhorar as
propriedades mecanicas dos vidros fosfatos através da cristalizacdo, foi adotado um ciclo de
tratamento térmico em duas etapas, com intuito de obter grdos pequenos e com morfologia

uniforme.

4.3 CARACTERIZACAO MICROESTRUTURAL

Inicialmente o vidro foi caracterizado por meio da técnica de Difracdo de Raios-X com
0 objetivo de confirmar a sua caracteristica vitrea. A figura 20 apresenta o difratograma de
raios-X, onde é possivel observar a natureza amorfa com um halo centrado em torno de 26 =
30°, para ambos os vidros V-PCNSr e V-PCNSrMg.
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Figura 55. Difratogramas de raios-X obtidos para as amostras de vidros: V-PCNSr e V-
PCNSrMg.

Apbs o tratamento térmico realizado nas amostras dos vidros V-PCNSr e V-PCNSrMg
foram obtidas amostras cristalinas, a quais passaram por analise de DRX, a fim de identificar
as fases formadas, conforme figura 21.

Estudos anteriores indicam que a fase cristalina Ca2P>0O- € uma fase bioativa, ou seja, ela
apresenta a capacidade de formar uma camada de hidroxiapatita (HAP) com o meio fisiologico.
Como por exemplo, estudos realizados por Zhang e Santos, que obtiveram a fase Ca;P207, a
partir da cristalizacdo de vidros fosfato de calcio com fracdo molar de CaO/P.Os > 1 (Topalovic,
etal., 2017).

A fase cristalina NasCa(PO3)s encontrada tanto para a vitrocerdamica VC-PCNSr como
para a VC-PCNSrMg, € uma fase conhecida e obtida em outros estudos de cristalizacdo de
vidros fosfatos do sistema ternario P2Os-Ca0O-Na2O (Fransk et al., 2001; Ahmed et al., 2004;
Abou Neel at al., 2007). As fases cristalinas NasPO4 e AIPO4 para a vitrocerdmica VC-PCNSr
e as fases Sr3(POs), Mg2P207 para a vitroceramica VC-PCNSrMg, ndo séo encontradas tao
facilmente na literatura. Estudos indicam que a adi¢éo dos elementos modificadores como Na,
Mg?*, induz a formac&o de fases como fosfato de célcio e sodio e fosfato de magnésio (Zhang
e Santos, 2000; Satyanarayana et al., 2017).
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Figura 56. Difratogramas de raios-X obtidos para as amostras de vitrocerdmicas VC-PCNSr e
VC-PNSrMg.

4.4 ESPECTROSCOPIA RAMAN

Vidros sdo materiais que apresentam em sua estrutura oxigénios ligantes (BrO —
bridging oxygens) ligados a elementos formadores de rede, e 0s oxigénios ndo-ligantes (NBrO
— non-bridging oxygens) ligados a modificadores de rede (Na2O, CaO, SrO2e MgO).

A estrutura dos vidros fosfatos podem ser classificada em fungéo da configuragéo dos
atomos de fosforo e oxigénio (Figura 4) e pela quantidade de grupos fosfatos (PO4). Os vidros
analisados se classificam como polifosfatos, ou seja, que contém menos de 50% de P2Os,
unidades com uma tnica ligacéo (Q1) e duplas ligagdes (Q2) (Brow, 2000).

A unidade vibracional da rede vitrea de fosfato sdo grupos de Qp" do tetraedo PO4 (onde
n representa 0 nimero de oxigénios ligantes), ligagdo simétrica de P-O, ligacdo assimétrica P-

O, vibragéo simétrica P-O-P, vibracdo de flexdo do poliedro de fosfato do modo O-P-O (Yadav

etal., 2015)
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Atraveés da espectroscopia Raman foi identificado as bandas para os vidros V-PCNSr e
V-PCNSrMg e vitroceramicas VC-PCNSr e VC-PCNSrMg conforme observado na Figura 22
(Pemberton e Latifzadeh, 1991; Koo et al., 1997; Vedeanu et al., 2006; Lai et al., 2012).

Os espectros Raman dos vidros fosfatos analisados apresentaram bandas em 360 cm™
para o tipo de vibragio que corresponde a ligagdo (O-P-O) e em 525 cm™ para a ligagdo P-O.
Outras trés bandas sdo observadas em 736 cm™ para a ligagdo (O-P-O)simem Qz, em 1065 cm
! para a ligagdo (PO2)sim em Q1 e 1161 cm™ para a ligagio (PO2)sim em Q.

Os espectros Raman das vitroceramicas analisados demonstraram bandas em 725 cm™
para o tipo de vibragdo que corresponde a ligagdo (P-O-P)sim, em 1046 cm™ para a ligacdo
(POs)sim € 1102 cm™ para a ligagdo (POs)assim, todas as bandas referentes a fase cristalina
CazP.0y.
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Figura 57. Espectros Raman obtidos para os vidros V-PCNSr,V-PCNSrMg e vitroceramicas
VC-PCNSr e VC-PCNSrMg.

As bandas identificadas para as amostras analisadas correspondem as vibracdes das
ligacGes dos vidros da fosfatos. As posicdes das bandas séo sensiveis ao comprimento da cadeia
de fosfatos. Com uma cadeia mais curta aumenta o numero de grupos Q1, sendo indicado pelo
aparecimento do pico em 1065 cm™ para a ligagdo (PO2)sim em Q1 (Pemberton e Latifzadeh,
1991).
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A banda a 736 cm™ no espectro dos vidros V-PCNSr e V-PCNSrMg representa a ligagio
de oxigénios ligantes (P-O-P) do grupo Q.. A alteracdo na estrutura pela adi¢do de estréncio é
evidenciada pela presenca de duas bandas a 1065 cm™ e 1161 cm™, correspondente as ligacoes
de oxigénios néo ligantes de (PO2)sim em grupos Q1 e (PO2)sim em grupos Qo, respectivamente.

Quando 6xidos modificadores de rede sdo adicionados a composi¢do do vidro ocorre a
conversao de ligagcdes de oxigénios ligantes (P-O-P) em ligacdes de oxigénios néo ligantes (P-
O-Sr"), ou seja, ocorre a despolimerizacdo da rede vitrea de fosfato. Contudo nao foi possivel
observar diferenca nos espectros dos vidros com e sem a adicdo de MgO, muito provavel pela

quantidade adicionada de MgO que foi de 5% (mol).
45 TAXA DE DISSOLUCAO

Para que os biomateriais possam ser usados como implantes bioabsorviveis a taxa de
dissolucdo precisa ser controlada, ou seja, precisa ser na proporcdo de recuperacdo do
organismo. A regeneracao do 0sso é um processo complexo e a velocidade é diferente para cada
individuo, entretanto, um valor médio para uma regeneracao satisfatoria € de 6 a 8 semanas (24
a 32 dias) ap6s uma fratura ou intervencao cirdrgica (Terjesen, 1984).

Todas as composicdes de vidro e vitroceramicas foram ensaiadas na mesma condicéo e
apos o periodo de imersdo definidos em norma (ISO 10993) foi observada uma variagdo na
perda de massa em fungdo do tempo, conforme Figura 23 e tabela 14.

Comparando os valores de dissolugdo dos vidros V-PCNSr e V-PCNSrMg, percebe-se
gue ndo houve diferenca significativa entre as amostras. Para todos os periodos de imersdo 0s
valores foram proximos, demonstrando um comportamento semelhante para ambas as amostras

de vidro no teste de dissolucao.
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Figura 58. Variagéo de perda de massa em funcdo do tempo de degradacgéo para 0s vidros e
vitroceramicas.

De acordo com o trabalho realizado durante o mestrado, esperava-se que o vidro V-
PCNSr apresentasse uma perda de massa maior que o vidro V-PCNSrMg, ja que os vidros
fosfatos possuem baixa durabilidade quimica, resultando em maior taxa de solubilidade (Kiani
et al., 2012). Além disso, é possivel sugerir que a taxa de dissolugcdo maior para o vidro V-
PCNSr esté relacionada com a adicao do estréncio ao vidro fosfato, pois o estréncio, atua como
elemento modificador de rede, alterando a estrutura vitrea através da formacao de oxigénios
ndo ligantes.

A taxa de dissolucdo semelhante para os vidros (V-PCNSr e V-PCNSrMg), pode ser
justificada, pela presenca da alumina (tabela 9) na composicdo final, devido a corrosao quimica
em funcédo da temperatura ocorrida no cadinho durante fuséo e refuséo do vidro. Pois, segundo
El-Kheshen at al., 2008, pequenas adi¢Oes de AlO3 diminui a taxa de dissolugédo, mas néo
diminuiu a bioatividade dos vidros. Além disso, pela anélise do espectro Raman (figura 22) é
possivel observar que a adicdo de MgO néo foi suficiente para afetar a estrutura do vidro.

Para as vitroceramicas, quando comparado os valores de dissolugdo da composigdo VC-
PCNSr e VC-PCNSrMg, percebe-se que houve diferencas significativas entre as amostras e

entre as amostras dos vidros precursores, isso pode ser visto na tabela 12.
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Tabela 27. Valor médio das varia¢Ges de perda de massa para 0s vidros ensaiados apds
periodo de imersao.

Amostra Periodo (dias) Perda de massa (%)

7 1,80 £0,72

14 2,05+ 0,68

V-PCNSr 21 2,62 +0,65
28 4,01 +0,82

42 5,31+0,75

7 1,17 £ 0,55

14 1,34 £0,72

V-PCNSrMg 21 1,44+ 0,19
28 3,75+0,45

42 4,21 +0,48

7 7,19+ 0,46

14 9,32+0,33

VC-PCNSr 21 13,24 + 0,21
28 14,24 + 0,23

42 18,54 + 0,31

7 15,61 + 0,67

14 17,31+ 0,78

VC-PCNSrMg 21 25,78 £ 0,65
28 27,54 £ 0,81

42 32,13 £ 0,65

Ap0s o teste de dissolucdo a superficie das amostras foram analisadas no MEV, e as
imagens podem ser observadas na figura 24. E possivel observar nas figuras uma superficie
livre de poros, porém com leves depressfes, as quais indicam os locais de dissolu¢do na

superficie dos vidros.
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Figura 59. Imagens de MEV (0,5Kx) apds o teste de dissolucéo nos periodos de 7 a 42 dias
para os vidros V-PCNSr e V-PCNSrMg.

Para todos os periodos de imersdo houve uma perda de massa maior para as
vitroceramicas VC-PCNSr e VC-PCNSrMg do que para as amostras vitreas nos mesmos
periodos de teste. Entre as amostras cristalinas, a vitroceramica VC-PCNSrMg foi a que
apresentou a maior perda de massa em todos os periodos de ensaio.

A vitrocerdmica VC-PCNSr levou 42 dias para apresentar uma dissolugdo de 18,54 %
+ 0,31, sendo que a composi¢do VC-PCNSrMg apresentou a mesma perda aos 14 dias de teste.
Da mesma maneira, as superficies das vitroceramicas foram analisadas apés a dissolucéo, para
os periodos de 7, 14, 21, 28 e 42 dias, conforme figura 25. A superficie das vitroceramicas
apresentaram poros provenientes da dissolucdo. A vitrocerdmica VC-PCNSr que apresentou
menor perda de massa, apresentou menos e menores poros, em contraste com a vitroceramica
VC-PCNSrMg que apresentou maior perda de massa, apresentou mais poros e maiores.

A dissolugdo das vitrocerdmicas de fosfato de célcio em ambiente fisiologico é
complexa e depende de alguns fatores como: composicdo da fase precipitada, do tamanho dos
cristais, rugosidade da superficie e da quantidade de vidro residual (Cai et al., 2011).

Segundo estudos realizados por Dias et al. (2003), foi verificado que a partir da
cristalizacdo de vidros fosfatos de célcio, usando o KO e 0 MgO como agentes nucleantes, foi
possivel obter fases cristalinas bioabsorviveis como a Caz2P.07 e a adi¢do do 6xido de potéssio

aumentou a taxa de dissolucdo da vitroceramica.
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Figura 60. Imagens de MEV (2KXx) apos o teste de dissolucdo nos periodos de 7 a 42 dias para
as vitroceramicas VC-PCNSr e VC-PCNSrMg.

A fim de identificar as fases cristalinas que dissolveram durante o teste de dissolucéo, as
amostras de vitroceramicas VC-PCNSr e VC-PCNSrMg foram analisadas por DRX ap0s o teste
de dissolucao.

A partir da andlise da figura 26, pode-se perceber que a vitroceramica VC-PCNSr
apresentou as seguintes fases: Ca2P207, NasCa (POs)s, Naz(POs), AIPO4 antes do teste de
dissolucéo (0D), e apds os periodos de 7, 14, 21, 28 e 42 dias, todas as fases ainda sdo existentes,
contudo, percebe-se uma diminuicéo na intensidade dos picos de diversas fases em comparagao
ao inicio do teste. Para os periodos de 7, 14 e 21 dias as fases identificadas sdo as mesmas do
que aquelas antes do ensaio de dissolucdo (0D). Aos 21 dias é possivel perceber alguns picos
que aos 14 dias ndo apareciam mais, aos 28 dias, somente um pico relacionado a fase Ca2P207
ndo foi identificado, aos 42 dias é possivel perceber a ndo existéncia de determinados picos de
todas as fases identificadas no dia zero. Surgem algumas hipoteses como a precipitagdo de
elementos durante o processo de dissolucdo e o aparecimento de fases no interior da
vitroceramica, que séo reveladas ao longo do teste de dissolucéo.
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Figura 61. Difratogramas obtidos para as amostras de vitro ceramicas VC-PCNSr ap6s a
dissolucao.

Para a vitroceramica VC-PCNSrMg (figura 27), as fases identificadas foram CazP207,
NasCa (PO3)s, Sr3(PO4)2, Mg2P-0O7 antes do teste de dissolugdo (0D). Apos os periodos de 7, 14,
21, 28 e 42 dias todas as fases ainda sdo existentes, mas percebe-se uma diminui¢do na
intensidade dos picos de diversas fases em comparacao ao inicio do teste. Para os periodos de
7, 14 e 21 dias as fases identificadas séo as mesmas do que aquelas identificadas antes de serem
colocadas para ensaio de dissolugéo, mas aos 28 dias, dois picos relacionados as fases Ca2P207
e Sr3(POa4)2 ndo foram identificados, porém alguns picos que ndo haviam sido mais identificados
aos 14 dias, aparecem novamente. Aos 42 dias & possivel perceber a ndo existéncia de
determinados picos de todas as fases identificadas a zero dia. Como justificativa desse

comportamento sugere-se as mesmas hipéteses levantadas para a vitroceramica VC-PCNSr.
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Figura 62. Difratogramas obtidos para as amostras de vitro ceramicas VC-PNSrMg poés
dissolugéo.

A dissolucdo medidas dos 7 aos 42 dias das vitroceramicas (VC-PCNSr e VC-
PCNSrMg) foi maior do que para os vidros (V-PCNSr e V-PCNSrMg), isso indica que o
processo de cristalizacdo afetou o processo de dissolugdo em comparagdo com as amostras no
estado vitreo. As amostras de vidros ndo apresentaram diferencas significativas na dissolugédo
entre as composicdes, indicando que a dissolugdo ndo afetou o comportamento mecénico das
amostras. Porém, a alta taxa de dissolucao apresentada pelas vitroceramicas afetaram a medicao
do comportamento mecanico, isso pois as amostras cristalinas apresentaram fases diferentes,

que dissolveram em taxas diferentes, isso pode ser notado nas figuras 26 e 27.
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4.6 PROPRIEDADES MECANICAS DOS VIDROS E VITROCERAMICAS

Os resultados das propriedades mecanicas antes do teste de dissolucao para os vidros e
vitroceramicas séo apresentados nas Figuras 28 a 30 e na tabela 13.

Para as amostras vitreas, os valores de dureza apresentados na tabela 13 e figura 28, ndo
apresentaram diferencas significativas, enquanto o vidro V-PCNSr apresentou valor de dureza
de 4,70 GPa (x 0,23) e o vidro V-PCNSrMg apresentou 4,87 GPa (+ 0,11). Indicando que a
adicdo do MgO néo influenciou no aumento da dureza, isso pode ser evidenciado (figura 22),
pelo espectro Raman das amostras de vidros, que apresentam as mesmas bandas de ligagdes.

Para as amostras vitrocerdmicas ocorreu um aumento nos valores de dureza, tanto para
a vitroceramica VC-PCNSr como para a VC-PCNSrMg, aumentando para 5,44 GPa (+ 0,14%)
e 5,06 GPa (+ 0,25), respectivamente. Dessa maneira, verifica-se que o processo de cristalizagdo
influenciou nos valores de dureza. A vitroceramica VC-PCNSr foi a que apresentou uma
diferenca significativa em comparacéo ao seu vidro de origem, variando de 4,70 GPa (+ 0,11)
para 5,44 GPa (x 0,25), contudo a vitroceramica VC-PCNSrMg ndo apresentou diferenca

significativa nos valores de dureza quando comprado com os valores do vidro precursor.

4,70 4,87

Dureza (GPa)

T T T
V-PCNSr V-PCNSrMg VC-PCNSr VC-PCNSrMg

Figura 63. Valores de dureza (GPa) dos vidros e vitroceramicas medidos por indentagdo
Vickers (* indica uma diferenca estatisticamente significante, p < 0,05).
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O comportamento do mddulo de elasticidade para as amostras analisadas ndo foi
semelhante ao comportamento da dureza, pois os valores do mdédulo de elasticidade
apresentados na tabela 13 e figura 29, indicam um aumento significativo no valor de 56,88 GPa
(£ 1,98) para o vidro V-PCNSr quando comparado com o vidro V-PCNSrMg de 65,68 GPa (+
3,00), isso pelo fato do modulo de elasticidade ser uma medida indireta das forgas de ligaces
interatdmicas, e a energia ligacdo Mg-O (363,2 KJ/mol) ser maior que a energia de ligacédo de
Na-O (256,1KJ/mol).

O processo de cristalizacdo também influenciou o médulo de elasticidade, pois ocorreu
um aumento significativo nos valores das amostras vitroceramicas em comparacgao as amostras
vitreas. E possivel observar um aumento significativo para a vitroceramica VC-PCNSr de 84,25
GPa ( 2,45%) quando comparado com o valor do vidro de origem (56,88 GPa = 1,98%).
Contudo, a vitroceramica VC-PCNSrMg ndo apresentou um aumento significativo em
comparacdo ao seu vidro de origem, variando de 65,68 GPa (x 3,00%) para 66,47 GPa (+
3,02%).
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Figura 64. Valores de modulo de elasticidade (GPa) medidos por nanoindentacdo (* indica
uma diferenca estatisticamente significante, p < 0,05).
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Os valores de tenacidade a fratura das amostras vitreas, apresentados na tabela 13 e
figura 30, mostram que ndo houve diferencas significativas: enquanto o vidro V-PCNSr
apresentou valor de 0,36 MPa.m*? (+ 0,04), o vidro V-PCNSrMg apresentou 0,45 MPa.m? (+
0,05). Da mesma maneira que para a dureza, 0 MgO néo influenciou no aumento da tenacidade
a fratura, pois ambas as amostras apresentaram valores proximos, isso pode ser evidenciado
(figura 22), pelo espectro Raman das amostras de vidros, que apresentam as mesmas bandas de
ligacQes.

Para as amostras vitroceradmicas ocorreu um aumento nos valores de tenacidade a fratura
tanto para a vitroceramica VC-PCNSr como para a VC-PCNSrMg. Dessa maneira, verifica-se
que o processo de cristalizacdo influenciou nos valores de tenacidade a fratura. A vitroceramica
VC-PCNSr foi a que apresentou a maior diferenca em comparacdo ao seu vidro de origem,
variando de 0,36 MPa.m%? (+ 0,04) para 0,85 MPa.m*? (+ 0,03). E a vitroceramica VC-
PCNSrMg apresentou uma diferenca significativa, variando de 0,45 MPa.m? (z 0,05) para
0,63 GPa (x 0,06).

Os resultados das propriedades mecénicas foram afetados pelas alteracGes na estrutura
vitrea dos vidros analisados devido a presenca dos 6xidos de magneésio e de aluminio (conforme
tabela 11). Os resultados encontrados de dureza e tenacidade a fratura para os vidros com e sem
adicdo de MgO, apresentaram pouca variacdo, porém estando na faixa do esperado para vidros
bioativos (dureza: 4 a5 GPa) e (tenacidade a fratura: 0,5 a 1 MPa.m*2) (Boccaccini et al., 2017).
Para 0 modulo de elasticidade, o vidro com MgO apresentou maior valor do que o vidro sem
adicdo de MgO, mas estando na faixa do esperado para vidros desse sistema (45 GPa)
(Boccaccini et al., 2017).

Para as vitroceramicas, os resultados das propriedades mecénicas analisadas, foram
afetados pelo processo de cristalizacdo. 1sso é indicado pelos valores de dureza, modulo de
elasticidade e tenacidade a fratura da vitroceramica (VC-PCNSr). O que ndo aconteceu para a
vitroceramica (VC-PCNSrMg) onde seus valores de dureza e modulo de elasticidade néo
apresentaram diferenca nos valores em comparacdo aos vidros precursores. Mas para a
tenacidade a fratura ocorreu um aumento significativo para a vitroceramica (VC-PCNSrMg)
em comparagdo a ambos 0s vidros.

O aumento nos valores de tenacidade a fratura apos a cristalizacdo é um resultado
esperado pois conforme trabalhos anteriores (Hu et al., 2008; Margha et al., 2009; Peitl et al.,
2012; Serbena et al., 2015), 0 aumento da frag&o cristalina melhora as propriedades mecénicas,

gerando um aumento na tenacidade a fratura.
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Quando comparado os valores das propriedades mecéanicas medidas para as
vitroceramicas, a VC-PNSrMg apresentou um aumento menor de tenacidade a fratura, uma
hipdtese para isso seria 0 tamanho, formato e distribuicdo ndo uniforme dos cristais formados
durante a cristalizacdo dessa vitroceramica, figura 18 (f), em comparacdo com a figura 18 (c)
onde a vitroceramica (VC-PCNSr) apresentou cristais menores, com forma e distribui¢cdo mais
uniformes, apresentou melhores valores de tenacidade a fratura. Segundo Jha et al. (2015) e
Holand e Beall (2002), a microestrutura desenvolvida durante a cristalizacdo afeta as
propriedades mecéanicas das vitroceramicas, devido ao tipo, fracdo e homogeneidade das fases

cristalinas, tamanho do grdo, forma e orientacdo dos cristais obtidos.

*
1,0 1
. 0,85
= T
£ T
D(?- 0,8 4
S 0,63
© |
3 064 i
(]
= 0,45
-0
@ 0,36
g 0,4 - 'l'
(4]
C
()]
— 0,2 1
0’0 1 1 1
V-PCNSr V-PCNSrMg VC-PCNSr VC-PCNSrMg

Figura 30. Valores de tenacidade a fratura (MPa.m*?) medidos por indentacao Vickers (*p <
0,05).



Tabela 28. Valores médios de dureza e tenacidade a fratura dos vidros e vitroceramicos
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analisados.
Amostras cla Kc (MPa.m¥?) | Dureza (GPa) | Maddulo de elasticidade

(GPa)

Média Média Média Média
V-PCNSr 350 | 0,36+0,04% | 4,70 £0,203% 56,88 + 1,908%
V-PCNSrMg 3,21 0,45+0,05% | 4,87 £0,101% 65,68 + 3,010%
VC-PCNSr 2,53 0,85+ 0,03% | 5,44 +£0,104% 84,25 + 2,405%
VC-PCNSrMg | 2,51 0,63 +£0,06% | 5,06+ 0,205% 66,47 + 3,002%

Apos o ensaio de dissolucdo foi medido a dureza, modulo de elasticidade e tenacidade
a fratura para cada periodo de imerséo (7, 14, 21, 28 e 42 dias) nas amostras de vidros (V-
PCNSre V-PCNSrMg) e vitroceramicas (VC-PCNSr e VC-PCNSrMg). Os valores encontrados
podem ser observados nas figuras da 30 (a, b, c) e nas tabelas 14 e 15.

Os valores de dureza, modulo de elasticidade e tenacidade a fratura encontrados para 0s
vidros V-PCNSr e V-PCNSrMg, antes (0D) e ap0s o teste de dissolugdo (7, 14, 21, 28 e 42 dias)
s&o apresentados na figura 31 (a, b, ¢, respectivamente). E possivel perceber que os valores de
dureza, mddulo de elasticidade e tenacidade fratura ap6s a dissolucdo ndo apresentam
diferencas significativas entre os periodos de teste (de 0 a 42 dias). O que evidencia que 0s
vidros V-PCNSr e V-PCNSrMg mantém as propriedades mecanicas durante o processo de
dissolucdo pelo menos até 42 dias que foi o periodo maximo analisado. Isso é verificado na
figura 23 onde os valores maximos de perda de massa sdo de 5,31 +0,75% (V-PCNSr) e 4,21 +
0,45% (V-PCNSrMg) e na figura 24 onde as superficies dos vidros apresentam levem

depressoes.
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Tabela 29. Valores médios de dureza e tenacidade a fratura do vidro V-PCNSr analisado pés

dissolucéo.
Amostras c/a | Kc(MPa.m'?) | Dureza (GPa) Médulo de
elasticidade (GPa)
Média Média Média Média
7 dias 3,17 0,35+0,01% | 4,72 +0,103% 55,9 + 1,605%
14 dias 3,16 0,36 £0,02% | 4,88 £0,110% 54,97 +1,907%
21 dias 3,00 0,37+0,01% | 4,71 +0,06% 56,32 £ 1,901%
28 dias 2,59 0,36 £0,02% | 4,62 +£0,05% 55,27 =+ 0,509%
42 dias 2,58 0,37 £0,01% | 4,71 £0,101% 54,16 + 0,906%

Tabela 30. Valores médios de dureza e tenacidade a fratura do vidro V-PCNSrMg analisado
pos dissolucéo.

Amostras c/a | Kc(MPa.m'?) | Dureza (GPa) Médulo de
elasticidade (GPa)
Média Média Média Média
7 dias 3,19 0,45+0,02% | 4,90 £ 0,105% 68,31 + 1,908%
14 dias 2,77 0,46 £ 0,01% | 4,87 = 0,100% 68,19 £ 0,406%
21 dias 3,08 0,45+£0,02% | 4,91 £0,06% 67,78 = 0,403%
28 dias 2,91 0,46 £0,01% | 4,89 +0,08% 66,29 + 1,103%
42 dias 2,92 0,47 £ 0,02% 4,86 + 0,06% 67,23 £1,208%
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Figura 31. Propriedades mecanicas pos teste de dissolucdo para os vidros: a) dureza (GPa), b)
modulo de elasticidade (GPa), c) tenacidade a fratura (MPa.m*?).

N&o foi possivel medir as propriedades mecanicas (dureza, modulo de elasticidade e
tenacidade a fratura) das vitroceramicas VC-PCNSr e VC-PCNSrMg ap6s o teste de dissolucao,
usando a mesma técnica adotada antes da dissolucao (indentacdo Vickers e Berkovich). 1sso
aconteceu pois, apés o ensaio de dissolucdo as superficies das vitroceramicas ficaram
amolecidas, impossibilitando a indentacdo, devido alta taxa de dissolucdo apresentada pelas
vitroceramicas (figura 23 e 25). Na figura 32, é possivel observar a solucdo ap6s 21 dias de
ensaio de dissolucdo para as amostras de vidro (figura 32 a e b) e de vitroceramicas (figura 32
c e d). Nas amostras que apresentaram uma menor taxa de dissolucdo a solu¢do permaneceu
transparente, entretanto para as amostras de vitrocerdmica a solugdo se tornou turva, devido a
maior taxa de dissolugdo apresentada, especialmente na amostra VC-PCNSrMg (figura 32 d)

que apresentou uma perda de massa de 25,8% aos 21 dias.
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V-PCNSrMg VC-PCNSr VC-PCNSrMg

Figura 65. Imagens da solucdo e amostra apés 21 dias de teste de dissolucao.

Em virtude da dificuldade de medir as propriedades mecanicas a partir de métodos por
indentacdo durante o teste de dissolugéo para as vitroceramicas, foi decidido por utilizar a
técnica de esferas sobre trés esferas, foram feitas inimeras tentativas, para obter amostras
cilindricas e polidas para o teste, porém com pouco sucesso, em relacdo a quantidade e

homogeneidade de amostras vitreas necessarias para o teste.
4.7 BIOATIVIDADE DOS VIDROS E VITROCERAMICAS
4.7.1 Teste de bioatividade a partir da analise dos produtos da dissolucéo

A partir da analise do gréfico de alamarBlue™ reduzido (figura 33) é possivel perceber
que todas as amostras, tanto de vidros como de vitroceramicas, ndo apresentaram um
comportamento citotoxico, pois a proliferacdo das células de fibroblastos ndo foi inibida. Os
resultados indicam que os vidros e as vitroceramicas apresentam uma viabilidade celular aos 7
dias, acima de 70%. O que indica que ndo sdo citotoxicos, pois segundo a norma ISO 10993-5,
materiais sdo considerados citotoxicos quando apresentam viabilidade celular abaixo de 30%.

Outros estudos indicam que os ions gerados pela dissolucdo de materiais bioabsorviveis,
afetam a proliferacdo e diferenciacdo celular, portanto é importante a sua investigacao
(Daguano et al., 2019; Crovace et al., 2016; Fu et al., 2009).

A partir da observacdo das imagens de microscopia optica, figuras 34 e 35, é possivel
observar que ndo houve inibicdo da proliferacéo celular quando as células foram cultivadas nos
extratos das amostras de vidros e vitroceramicas, pois para 1 dia as células foram aderidas aos
pocos com extrato das amostras, aos 4 dias ocorre um aumento na proliferagcdo na presenca do
extrato das amostras e aos 7 dias as células atingiram a confluéncia, por ocuparem toda

superficie disponivel do fundo do pogo com extrato da amostra.
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Figura 66. Viabilidade celular analisada & partir da porcentagem de alamarBlue™ reduzido
apos 1, 4 e 7 dias de cultivo dos fibroblastos em presenca dos extratos de vidros e da
vitroceramicas. ***p < 0.001.
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Figura 67. Imagens de MEV ap6s ensaio de alamarBlue™ para os vidros nos periodos de 1, 4
e 7 dias.
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Figura 68. Imagens de MEV ap0s ensaio de alamarBlue™ para as vitroceramicas nos
periodos de 1, 4 e 7 dias.

Os resultados apresentados na figura 33, 34 e 35 indicam que a adicdo de MgO e o
processo de cristalizacdo néo afetou a bioatividade das amostras analisadas. Segundo estudos
anteriores (Holand e Beall, 2002; Massardo, 2011; Jha et al., 2015; Serbena et al., 2015), o
processo de cristalizacdo melhora as propriedades mecanicas, mas diminui a bioatividade dos
materiais, 0 que ndo aconteceu para as vitroceramicas analisadas nesse trabalho.

Os resultados de bioatividade para os vidros esta atrelado aos principais ions gerados
durante o processo de dissolucdo para a producdo do extrato, que segundo Abou Neel et al.
(2014), os ions gerados durante a dissolugédo de vidros fosfatos ndo sdo citotoxicos, mas que
promovem uma resposta celular benéfica para o organismo, como o crescimento de tecido
0sseo.

Para as vitrocerdmicas os bons resultados de bioatividade se da pela fase cristalina
Ca2P207 encontrada em ambas as vitroceramicas, que sdo conhecidas na literatura como fases
bioativas e bioabsorviveis (Intawin, 2018; Zhang e Santos, 2000).
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4.7.2 Teste de bioatividade a partir da analise das superficies

A partir da anlise das figuras 36, ndo foi observado a diminuicao da viabilidade celular,
ou seja, a citotoxicidade das amostras para as células ADSC, ap6s 4 e 7 dias de cultivo. Foi
observado uma diferenca estatisticamente significativa da quantidade de alamarBlue™
reduzido entre as células da vitroceramica VC-PCNSrMg e todos 0s outros grupos, tanto para
4 dias como para 7 dias. Somente sendo observado a diferenca significativa entre 4 e 7 dias
para as amostras V-PNSr e VC-PCNSr.

E conhecido que o cultivo de células sobre a superficie de vidros e vitroceramicas é
muito desafiadora, pois em contato com meios aquosos a troca idnica que acontece na superficie
do vidro ocasiona um aumento local do pH, o qual ndo colabora para uma correta adeséo e
proliferagéo celular.

Estudos mais detalhados sdo necessarios para entender por que que os resultados de
bioatividade a partir da analise da superficie da vitroceramica VC-PCNSrMg ocasionaram uma
menor viabilidade celular em comparacdo com a vitroceramica VC-PCNSr sem magnésio, ja
que ndo foi identificado diferenca entre a viabilidade celular das células cultivadas nos extratos
dessas amostras.

Como a vitroceramica VC-PCNSrMg nédo apresentou uma Vviabilidade celular

satisfatoria esse grupo foi descartado para os testes de diferenciacédo celular.
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Figura 69. Viabilidade celular analisada & partir da porcentagem de alamarBlue™ reduzido
apos 4 e 7 dias de cultivo de células (ADSC) na superficie dos vidros e vitroceramicas. (**)
parap <0,01; e (***) para p < 0,001.
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A partir da analise da figura 37, ndo houve diferenca estatistica significativa entre a
quantidade de ALP da semana 1 para a semana 3, mas foi observado uma diferenca estatistica
significativa para a quantidade de proteina (ALP), ou seja, uma maior diferenciacédo das células
nas amostras de vitroceramica VC-PCNSr.

O teste de ALP indica que as células sdo capazes de se diferenciar sobre a superficie das
amostras ap6s uma semana, mas como elas sdo cultivadas em um meio estatico, 0 meio de
cultivo ndo apresenta a mesma dinamica de renovacéo, que ocorreria se fosse dentro do corpo
humano, dessa maneira os produtos da dissolucdo ndo ficariam enclausurados no entorno da
amostra. Testes futuros sdo necessarios para determinar porque que a proliferacdo celular ndo
aumentou ap6s 3 semanas.

Foi definido um tempo de 24 horas de pré tratamento das amostras, inserindo as mesmas
num meio de cultivo sem as células, para na sequéncia fazer o teste de cultivo celular sobre as
superficies, pois nesse tempo nao teria ocorrido uma perda de massa significativa das amostras.
Entretanto, quando as células foram colocadas sobre a amostra vitrocerdmica VC-PCNSrMg
foi observado mudanca de coloracdo do meio de cultivo, o que significa que ainda estava
ocorrendo a troca iénica, mudando o pH e reduzindo a viabilidade celular na superficie dessa
amostra. Sendo assim, para a vitroceramica VC-PCNSrMg o tempo de pré tratamento de 24
horas ndo foi suficiente para amenizar a troca ionica e realizar o teste de bioatividade na

superficie da amostra.
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Figura 70. Quantidade de Fosfatase Alcalina nas superficies dos vidros e vitroceramica,
durante a semana 1 e semana 3 da diferenciagéo celular. Diferenca estatistica representada por
(*) p<0,05.
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De forma geral, o processo de cristalizagdo contribuiu positivamente para a melhora nas
propriedades mecanicas, aumentando a dureza, o modulo de elasticidade e a tenacidade a fratura
das vitroceramicas em comparagdo aos vidros precursores, devido a presenca de diferentes
fases, tamanhos e formatos de cristais. Da mesma maneira afetou a taxa de dissolucéo, gerando
uma variagdo entre as vitroceramicas, e sendo maior que os valores dos vidros precursores. E
mesmo com uma taxa de dissolucdo mais alta, as vitroceramicas nao apresentaram
citotoxicidade, mas sim um comportamento bioativo.

A adicdo de MgO néo apresentou uma influéncia significativa nas amostras de vidro
qguando comparadas, tanto na dureza, tenacidade a fratura e taxa de dissolugéo, pois a presenca
do Al>O3, acabou inibindo a acdo do MgO, mas mesmo adi¢Ges ndo intencionais do 6xido de
aluminio, ndo foi o suficiente para afetar o comportamento bioativo.

Objetivando a aplicacdo para implante bioabsorvivel, analisar o comportamento
mecanico das amostras durante o processo de dissolugdo foi necessario. Os vidros mantiveram
as propriedades mecénicas durante o periodo analisado (7 a 42 dias), mas as altas taxas de
dissolucdo das vitroceramicas impossibilitaram as medidas. Contudo, ndo se descarta o uso das
vitroceramicas para implantes bioabsorviveis, porém a indicacao seria para uso na forma de p6

e/ou particulas.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos podemos concluir que as alteragcdes estruturais
causadas pela adicdo do MgO néo foram tdo significativas, como as alteragdes causadas pela
presenca ndo intencional do Al20O:s.

A partir da cristalizacdo dos vidros do sistema P20s-CaO-Na;O-SrO-MgO foram
obtidas as fases cristalinas: Ca2P.07, NasCa(POz)s, Nas(PO4), AIPO4 para a vitroceramica VC-
PCNSr e CazP207, NasCa(POz)s, Sr3(PO4)2, Mg2P.0O7 para a vitroceramica Vc-PCNSrMg, as
quais apresentaram cristais com tamanhos e formatos diferentes.

A taxa de dissolucao dos vidros ndo foi afetada pela adicdo do MgO, mas foi afetada
pela cristaliza¢do dos vidros. A vitroceramica VC-PCNSrMg foi a que apresentou a maior taxa
de dissolucdo.

Os valores das propriedades mecanicas (dureza, modulo de elasticidade e tenacidade a
fratura) ndo foram afetados pela adicdo do MgO, mas foram afetados pela cristalizacdo dos
vidros, a vitroceramica VC-PCNSr foi a que apresentou os maiores valores de dureza, médulo
de elasticidade e tenacidade a fratura.

As amostras de vitroceramicas obtidas nesse trabalho indicam um comportamento
bioativo e bioabsorvivel. Mas, como néo foi possivel medir o comportamento mecanico durante
0 processo de dissolucdo das vitroceramicas, sugere-se aplicacdes na forma de po, particulas

ou fibras para restaurar o tecido 6sseo de pacientes vitimas de acidentes ou doencas.
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6 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se para trabalho futuros alguns testes que poderiam contribuir ainda mais para

0s estudos em quest&o:

e realizar o ensaio de Inductive Coupled Plasma Spectroscopy (ICP) pds
dissolucéo para verificar os ions dissolvidos de cada composigao;

e estudar método de obtencdo de amostras cilindricas, a fim de realizar o ensaio
de resisténcia a flexdo pela técnica de esferas sobre trés esferas (B3B).

e realizar teste de bioatividade in vivo.
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