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RESUMO

Os vidros bioativos (VB) sdo materiais de grande interesse na engenharia de tecidos
por sua capacidade de formacado de hidroxiapatita (HA) e integracdo 6ssea. Podem ser
adicionados diferentes ions a estrutura dos VB, que aprimoram o desempenho do
material quando em contato com o meio fisiolégico. O flior € um destes ions e sua
incorporacédo ao VB leva a formacéo de fluorapatita, que é um composto quimicamente
mais estavel e resistente a ataques &cidos que a HA. Uma das maneiras de sintetizar
VB contendo ions fluoreto (VBF) é através do processo sol-gel, onde ha maiores
possibilidades de controle dos parametros de sintese. Estes parametros, como o modo
de agitacdo da suspensdo, podem alterar significativamente as propriedades
morfoldgicas, texturais e fisico-quimicas do vidro. Deste modo, este trabalho visou
produzir VBF, empregando a rota sol-gel combinada ao estudo da influéncia dos
modos de agitacbes mecéanica e ultrassdnica nas propriedades fisicas, estruturais,
morfol6gicas e bioldgicas in vitro de duas composi¢des de VB. Foram produzidos VB
de composicdo nominal molar, 80% SiO2- 15% CaO- 5% P»0s e 80% SiO,- 5% CaO-
4% P,0s- 11% CaF.. A morfologia esférica e o tamanho submicrométrico, visualizada
através das técnicas de MEV e MFA, aumentam a possibilidade de adesdo e
proliferacdo celular ao biomaterial. A analise estrutural via FTIR mostrou bandas
tipicas de VB, nédo indicando diferengas significativas nas amostras sintetizadas por
diferentes métodos de agitacdo ou pela adi¢cdo de ions fluoreto. J& a andlise estrutural
por DRX mostrou além de halos amorfos tipicos de VB, picos de cristalinidade
referentes ao CaF., que podem estar relacionados a reprecipitacdo do sal CaF-,
indicando que parte dos ions fluoreto ndo foram incorporados ao VB, mas também é
possivel que existam nanoaglomerados CaF* nos materiais. A andlise de distribui¢cdo
do tamanho de particulas, por DLS, e a analise das caracteristicas texturais, por
adsorcao de N», mostraram que as propriedades fisicas do vidro estao relacionadas a
metodologia de agitacdo empregada no processo e a composi¢cao quimica do vidro.
Observou-se também o comportamento dos vidros apés imersdo em SBF, sendo
possivel identificar a formacdo de apatitas na superficie dos vidros através de
caracterizacao por MEV, EDS, FTIR e DRX ap0s 28 dias. Além disto, 0os ensaios in
vitro de citocompatibilidade por MTT e Calceina mostraram que ndo se tratam de
materiais citotoxicos. Os resultados levam a conclusdo de que a metodologia de
agitacdo da sintese afeta nas propriedades fisicas do material.

Palavras chave: vidro bioativo, flior, agitacdo mecénica, agitacao ultrassonica, sol-gel
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ABSTRACT

Bioactive glasses (BG) are materials of great interest in tissue engineering for their
ability to form hydroxyapatite (HA) and bone integration. Different ions can be
incorporated into the structure of BG, which enhance the performance of the material
when in contact with the physiological environment. Fluorine is one of these ions and
its incorporation into BG leading to the formation of fluorapatite, which is a compound
chemically more stable and resistant to acid attacks than HA. A possible route to
synthesize FBG is through the sol-gel process. This process increases the possibility of
control of the synthesis parameters such as the mode of agitation of the suspension.
The modification of this parameter could affect significantly the morphological, textural
and physicochemical properties of the bioactive glass. Thus, this work aimed to
produce BG with incorporated fluorine ions using the sol-gel route to study the
influence of mechanical stirring and ultrasonic energy on the physical, structural,
morphological and biological properties of two BG compositions. BG’s molar nominal
compositions 80% SiO2 - 15% CaO - 5% P205 and 80% SiO2 - 5% CaO - 4% P205 -
11% CaF2, were produced. The spherical morphology and submicron size, visualized
by SEM and AFM techniques, increase the possibility of cell adhesion and proliferation.
The FTIR structural analyses showed typical BG bands, which not exhibited differences
between the mixing method applied and in fluoride ions incorporation. Instead of XRD
data that showed typical BG halo-amorphous patterns and, for BG fluorine- containing,
peaks which is related to the CaF; that could be associated to the salt precipitation or
to the presence of CaF* nano-clusters, which could indicate the presence of fluoride
ions in the particles. The analysis of the particle size distribution by DLS and the
analysis of the textural characteristics by N, adsorption showed that the physical
properties of the glasses are related to the mixing method and to the BG composition
employed in the process. It was also observed the behavior of the glasses after
immersion in SBF, being possible to identify the formation of apatite on the surface of
the glasses through characterization by SEM, EDS, FTIR and XRD after 28 days. In
addition, the in vitro cytocompatibility assays by MTT and Calcein were ensure that
they are not cytotoxic materials. The results lead to the conclusion that the
methodology of agitation of the synthesis affects the physical properties of the material
and the incorporation of ions to the BG network.

Key words: Bioactive glass, fluoride, mechanical stirring, ultrasonic energy, sol-gel



1. INTRODUCAO

A engenharia de tecidos € uma tecnologia biomédica que auxilia e promove a
reparacdo, substituicAo e a regeneracdo de tecidos lesionados. Ela emprega os
principios das areas de ciéncia dos materiais, biologia celular, transplante e
engenharia em um esforgo para tratar ou substituir estes tecidos (NADERI; MATIN;
BAHRAMI, 2011). Isto inclui a utilizacdo de biomateriais, que podem ser materiais
poliméricos como o Pluronic® (NIE et al.,, 2011), materiais metalicos como agos
inoxidaveis austeniticos (PRASAD et al., 2017) e materiais ceramicos como o vidro
bioativo, ou mesmo uma associacdo de dois ou mais tipos de materiais, como a
associacao entre quitosana e vidro bioativo (MARTINS et al., 2017), os chamados
materiais compositos (OREFICE, RODRIGO LAMBERT; PEREIRA, MARIVALDA DE
MAGALHAES; MANSUR, 2006).

Um dos biomateriais empregados na engenharia de tecidos € o vidro bioativo.
Desenvolvido por Larry Hench no final dos anos de 1970, o vidro bioativo (VB) teve
alta visibilidade pela sua capacidade de integracdo Ossea atribuida a formacéo de
hidroxiapatita carbonatada na superficie do material quando implantado em tecido
0sseo (JONES, 2015). Apo6s a formacgéo de camada de hidroxiapatita, acredita-se que
0 mecanismo bioldgico para crescimento e desenvolvimento de tecido 6sseo envolva
adsorcao de fatores de crescimento, seguido por fixacéo, proliferacéo e diferenciagéo
de células osteogénicas. Isso se deve ao estimulo dos genes nas células pelo vidro
bioativo e, por isso, ocorre a producdo de novas células em torno do material
implantado, substituindo o biomaterial por um novo tecido (HOUREH et al.,, 2017;
RAHAMAN et al., 2012; SIMON et al., 2017)

Alguns ions que podem ser incorporados a rede do vidro bioativo sdo: prata, que
melhora a atividade antibacteriana; estréncio, que eleva a atividade metabdlica de
osteoblastos e impede a absorcdo de tecido Osseo por osteoclastos; célcio, que
favorece a diferenciacéo de osteoblastos e a precipitacdo de apatitas; flior, que atua
como inibidor de corrosdo por formar um composto mais estavel quimicamente, a
fluorapatita, ao invés de hidroxiapatita, entre outros. Dentre os ions citados, o vidro
bioativo contendo fldor em sua rede tem sido extensamente estudado para o
tratamento da hipersensibilidade dentinaria, que acarreta ao paciente dor aguda nas

terminacdes nervosas dos dentes, esta dor é causada pela exposi¢cdo dos tubulos



presentes na dentina e atinge cerca de 35% da populacdo mundial (JONES, 2015;
LUSVARDI et al., 2009; RABIEE et al., 2015).

Tradicionalmente os vidros bioativos contendo ions fluoreto em sua composicao sao
produzidos através de rotas de fusdo, em que os Oxidos precursores sdo fundidos
juntamente com o precursor do fluor, geralmente, CaF.. Porém, durante o processo de
fusdo, ha perda do elemento fllor através da sua reacdo com a agua presente na
atmosfera, formando acido hidrofluoridrico. Ainda como desvantagens, as rotas de
fusdo geram particulas de tamanho e morfologia diversos, o que pode limitar suas
aplicagdes (BRAUER; MNEIMNE; HILL, 2011). Uma alternativa para obtenc¢&o de vidro
contendo flaor em rede é o uso da rota sol-gel.

O processo sol- gel envolve uma série de reacdes de hidrélises e condensacdes em
solucdo aquosa a temperatura ambiente. Este processo tem como principal precursor
de silicato o tetraetil ortosilicato (TEOS- SiCsH2004), que reage com a agua
hidrolisando-se e formando uma suspensao (sol) de particulas. Com 0 excesso de
agua na rede, apés a hidrélise do TEOS, € necesséario que o material seja secado,
para estabilizar o gel, e calcinado, a fim de eliminar subprodutos dos precursores nao
alcoxidos. O produto final € um material que pode variar de tamanho de particula entre
20 e 700 nm dependendo dos parédmetros de sintese, das concentragbes dos
precursores, da composi¢do do vidro, do pH e da temperatura da reacéo, da taxa de
adicdo de reagentes, do emprego de catalisadores acido ou basico, da escolha do
surfactante e da metodologia de agitacédo dos reagentes (JONES, 2015; LUKOWIAK et
al., 2013).

Além do menor gasto energético durante a sintese, o processo sol-gel permite a
obtencdo de vidros bioativos com maior area superficial e maior porosidade,
morfologia esférica, particulas com tamanhos reduzidos e com melhor capacidade de
dispersdo quando comparados aos vidros produzidos pela rota de fuséo. Estas
caracteristicas aumentam a taxa de degradacdo do material em meio biol6gico e,
consequentemente, estimulam a rapida formacao de camada de hidroxiapatita na
interface com o tecido no qual o material esté inserido (COTE; CORMACK: TILOCCA,
2017; HU et al., 2014; LEPRY; NASERI; NAZHAT, 2017).



Estudos mostram que é possivel a obtencéo de vidro bioativo contendo flior em sua
estrutura através da rota sol-gel. Porém, trata-se de metodologia complexa, que
demanda demasiado tempo para realiza¢éo e com baixo rendimento final em relacdo a
massa total de reagentes empregados, 0 que pode inviabilizar a escalonizacéo
industrial deste material (LINS et al., 2018). Além disso, de acordo Jafarzadeh et al
(2009) as formas de mistura dos reagentes na sintese devem ser consideradas, pois
alteram a sua reatividade, uma vez que torna os sitios ativos das moléculas mais
disponiveis para que ocorram reacdes efetivas (JAFARZADEH; RAHMAN; SIPAUT,
2009).

Sendo assim, o presente trabalho, visa produzir e estudar particulas esféricas e
submicrométricas de vidro bioativo com e sem incorporacao de ions fluoreto, através
do controle dos pardametros de dois tipos de agitacdo na rota sol-gel: agitacdo
mecanica e agitacdo ultrassonica, e em seguida comparar 0os materiais obtidos. A rota
sol-gel adaptada de Hu et.al (2014) apresenta uma metodologia mais rapida,
simplificada e escalonavel em comparacdo as ja existentes para sintetizagéo via rota
sol-gel de vidros com incorporagdo de ions e, portanto, foi escolhida para este

trabalho.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O trabalho visa obter particulas submicrométricas de vidro bioativo com e sem
incorporacdo de ions fluoreto através de uma rota rapida e simplificada, e ampliar o
conhecimento sobre as interferéncias dos tipos de agitacdo na sintese de vidro

bioativo.

2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar via rota sol-gel particulas submicrométricas de vidro bioativo com e
sem incorporacdo de ions fluoreto utilizando agitacdes dos tipos mecanica e

ultrassonica;

e Realizar estudo comparativo entre as duas técnicas de agitacdo a partir das
andlises dos resultados da caracterizagdo dos materiais por tamanho de

particula e capacidade de incorporagéo de fluor;

e Caracterizar a composi¢ao quimica do material por Espectrometria de Emisséo
Optica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES), estruturalmente por
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e
Difracdo de Raios X (DRX); morfologicamente por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), Microscopia de Forca Atdmica (MFA); a area superficial por
Adsorcdo- Dessorcédo de Nitrogénio pelo método de Brunauer, Emmett, Teller
(BET) e a distribuicdo de tamanho de particula por Espalhamento de Luz
Dinamico (DLS, do ingés Dynamic Light Scattering);

e Estudar o comportamento das particulas de vidro por exposicdo a SBF e

caracteriza-lo posteriormente através das analises de MEV, FTIR e DRX.

e Avaliar a citotoxicidade através das técnicas in vitro a partir de analises de MTT
({brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]}) e ensaio de

calceina em células embrionérias de rins humano (células HEK 293 T);



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O vidro bioativo

As ceramicas constituem uma classe de materiais que incluem os vidros e as
vitroceramicas. Eles sdo compostos inorganicos, nao metélicos e de carater misto
idnico- covalente. Os materiais ceramicos s&o utilizados na medicina em instrumentos
de diagnésticos, vasilhames para analises clinicas, termbmetros e lasers, dentre
outros produtos. Neste viés, surgiram aplicacbes para estes materiais como
biomateriais na engenharia de tecidos, isto é, os materiais ceramicos séo implantados
no corpo como substituto do tecido danificado e/ou com a fungdo de estimular a
regeneracio tecidual. (OREFICE, RODRIGO LAMBERT; PEREIRA, MARIVALDA DE
MAGALHAES; MANSUR, 2006).

Dentre os materiais ceramicos os vidros bioativos (VB) tém sido extensamente
estudados. Desenvolvido por Larry Hench no final dos anos de 1970, o VBe ganhou
visibilidade por sua alta capacidade de ligagcdo com o tecido 6sseo (SIMON et al.,
2017). Para aquela época, biomateriais eram definidos como materiais inertes.
Quando implantados, os materiais inertes sdo encapsulados pelo organismo, isto €&,
ndo ha estimulos para a regeneracao tecidual, mas sim a formacao de uma interface
estavel com o tecido de modo a isola-lo do organismo (JONES, 2015). Neste contexto,
Hench decidiu criar um material com a mesma composi¢ao do tecido ésseo, contendo
46,1% mol de SiO», 24,4% mol de NaO, 26,9 %mol de CaO e 2.6% mol de P.Os, 0
chamado vidro 45S5- o0 Bioglass® (GREENSPAN, 2016; LU et al., 2017).

Ao ser implantado no fémur de ratos, o material desenvolvido por Hench criou uma
ligagdo material/osso téo forte que era inviavel a separagdo do biomaterial e do tecido
sem o rompimento do tecido Osseo. Desta maneira, iniciou-se o campo dos
biomateriais ceramicos, que incluem vidros, vidro-ceramicas e ceramicas, como a
hidroxiapatita sintética (HA) e outros fosfatos de célcio (ABBASI et al., 2015; HENCH,
2006).

A ligacao entre os vidros bioativos e o tecido ésseo acontece a partir da liberacdo de
ions da superficie do material e a consequente formacdo de hidroxiapatita

carbonatada (HAC), que possui composicao quimica similar a do osso (PEREIRA,;



CLARK; HENCH, 1994; UTECH; BOCCACCINI, 2016). Além disso, estudos apontam
que o vidro bioativo estimula os genes das células para regeneracdo do tecido
danificado (HOUREH et al., 2017).

Os VBs podem ser utilizados nas formas de p0, scaffolds, nanoparticulas, na producéo
de compdésitos e/ ou hibridos como agentes de carga para materiais poliméricos, em
revestimento de biomateriais metalicos, ou mesmo em sistemas de liberacao
controlada de drogas ou como carreadores de ions (ZHENG; BOCCACCINI, 2017).
Outra caracteristica do VB que tem permitido inUmeras aplicacdes na medicina é sua
alta taxa de dissolu¢do no organismo, quando comparado a outros biomateriais, que é
um importante fator para aumento da bioatividade do material. Essa taxa de
dissolucdo pode ser alterada a partir da manipulacdo da composi¢éo quimica do vidro
(CHRISTIE; DE LEEUW, 2017). Uma das formas de alterar a composi¢cao quimica do
VB é a partir da adi¢cdo de ions que desempenham fung¢des quimicas e/ou biolégicas
no meio ao qual estdo inseridos, tal qual crescimento localizado e especifico de
tecidos, como ions de estréncio, manganés, prata, zinco e flior (CHRISTIE; DE
LEEUW, 2017; RABIEE et al., 2015).

Os VBs podem ser sintetizados por diferentes metodologias, dependendo da aplicacéo
para a qual o material for destinado. Dentre elas a rota de fusdo é sem davida a mais
tradicional, onde sintese ocorre com a fusdo dos 6xidos precursores do vidro, SiOa,
CaO e P,05, a temperaturas acima de 1300°C. A fusdo destes 6xidos conta ainda
com a presenca do Na,O para diminuir o ponto de fusdo da mistura e, assim,
aumentar a processabilidade da massa viscosa formada. Em seguida, a massa
fundida passa por resfriamento brusco para que o vidro ndo se cristalize, logo, para

gque seja mantida a condicdo amorfa do vidro (JONES, 2015).

Uma das principais desvantagens do processo de fusdo é o tamanho do particulado,
pois os didmetros encontrados sao relativamente grandes para algumas aplicacbes
(SHENG et al., 2016). Outras desvantagens incluem a dissolucdo de impurezas
provenientes da sintese, como da platina presente no cadinho, e outros cations
indesejados, além de um maior gasto de energia para a fusdo dos 6xidos (ABBASI et
al., 2015). Ademais, vidros bioativos produzidos por rota de fusdo possuem particulas

pouco homogéneas no que diz respeito a sua morfologia, sendo um método de

obtencdo de particulas pontiagudas, que podem causar microlesbes no tecido



(ABBASI et al., 2015) . Desta forma, uma das principais alternativas ao processo de
fusdo séo as sinteses realizadas a temperatura ambiente, sendo a rota sol-gel umas

das mais bem-sucedidas.

3.1.1 Sintese de vidros bioativos via rota sol-gel

A rota de formagéo de VB via sol-gel tem inimeras vantagens. Além de menor gasto
energético, ela oferece vantagem para as aplicacbes biomédicas, uma vez que
proporciona a formacéo de particulas homogéneas, com elevadas areas superficiais e
elevada porosidade que facilitam a adeséo celular. Além disto, os vidros sintetizados
por esta rota apresentam maiores concentracdes de grupos Si-OH, 0 que aumenta a
capacidade de funcionalizacdo destes materiais, pois aumenta a quantidade de locais
ativos, aumentando, também, a taxa de degradacdo e, consequentemente, a
velocidade de formacdo de camadas de HCA quando o material estiver em contato
com fluido corpéreo (PEREIRA; CLARK; HENCH, 1994; ZHENG; BOCCACCINI,
2017). Outras vantagens relacionadas a este método séo a facilidade de associagdo
de moléculas organicas poliméricas e biomoléculas, células e farmacos ao material
sintetizado (OWENS et al., 2016).

O processo sol-gel envolve uma série de reacdes de hidrolise, condensacdo e
gelificagdo de precursores dos Oxidos formadores de rede de VB em solu¢do aquosa
e/ ou alcodlica. Em seguida, ocorre a secagem e estabilizacdo do material (COTE;
CORMACK; TILOCCA, 2017; LEPRY; NASERI; NAZHAT, 2017). A sistematizacéo de

uma tipica sintese de VB é apresentada na Figura 3.1.
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Figura 3. 1: Fluxograma do processo de producao de vidros a partir da sintese sol-gel
(Adaptado:(RAHMAN; PADAVETTAN, 2012))

No processo sol-gel o tetraetil ortosilicato (TEOS- SiCgH2004) € 0 precursor de silicato
mais empregado para obtencdo de VB. O TEOS interage com a agua hidrolisando-se
(sol), tanto em meio &cido como em meio basico, formando uma suspensdo contendo
nanoparticulas (1- 100 nm) de SiO: (sol) e condensando, de modo a formar uma rede
tridimensional de SiO- (gel) (HENCH; WEST, 1990; OWENS et al., 2016). A hidrélise
do TEOS forma grupos silanol (SiH40), enquanto a condensacdo destes grupos
silanois e de grupos etéxi (R-O) cria ligagdes de siloxano, gerando a estrutura da silica
(Si-O-Si) (GREEN et al., 2003; RAHMAN; PADAVETTAN, 2012). Precursores de ions
metalicos, como nitrato de célcio, podem ser adicionados a sintese durante a hidrélise
e condensacdo do TEOS ou apoés a formacao da rede de SiO;. As reacdes de hidrolise

e condensacao estdo apresentadas na Figura 3.2.
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Figura 3. 2: As reacdes gerais de TEOS que levam a formacgéo de particulas de silica
no processo sol-gel (Adaptado: (RAHMAN; PADAVETTAN, 2012))

As reacfes de condensacao liberam agua e etanol, 0 que gera um excesso de agua
na rede do vidro. Assim, faz-se necessaria a secagem do material para estabilizar o
gel e produzir um corpo nanoporoso de rede interconectada. Os poros sdo 0s
intersticios das nanoparticulas aglutinadas. O tamanho dos poros depende dos
precursores utilizados, da composicdo do vidro e do pH da reacgdo, podendo este
tamanho variar entre 1 e 30 nm (JONES, 2015).

Apo6s o0 processo de secagem é iniciado o processo de calcinagdo, ou tratamento
térmico. O processo de calcinagdo € empregado para eliminar subprodutos de
materiais ndo alcéxicos nas particulas, dar resisténcia mecanica, realizar o
crescimento de grdo e densificar o material. Usualmente, as temperaturas deste
processo giram em torno de 700°C. Além disto, temperaturas acima de 400° C devem
ser empregadas no processo de calcinagdo para que ocorra a incorporacdo de ions
adicionais na rede do vidro. Os principais precursores para a inser¢do de calcio e
fésforo na composicéo do vidro bioativo s&o o nitrato de célcio e o trietilfosfato (TEP),
respectivamente (JONES, 2015; OWENS et al., 2016; UTECH; BOCCACCINI, 2016;
YU et al., 2012).

A sintese através do método sol-gel pode ser modificada de diversas maneiras para
que o produto final também seja alterado. Neste contexto, pode-se modifica-la através
da mudanca dos precursores da sintese, do tempo de gelificacdo, da temperatura da

sintese, do catalisador (acido ou base) empregado, das condi¢bes de gelificacdo, das
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concentracdes de reagentes e alcool do processo fisico de formacdo do gel, por
exemplo (ABBASI et al., 2015; OWENS et al., 2016).

A escolha do pH da sintese influencia nas caracteristicas finais do material, como a
distribuicdo de tamanho das particulas, morfologia, volume e tamanho de poros
(RAHMAN; PADAVETTAN, 2012). O meio em que a sintese acontece pode ser basico
(pH acima de 7) ou &cido (pH abaixo de 7). Uma vez acontecendo em condi¢des
bésicas, o processo € chamado de processo Stréber. Originalmente desenvolvido por
Werner Stbber em 1967, este método consiste na adicdo de hidroxido de amoénia
como catalisador a sintese e permite a producdo de particulas esféricas e
monodispersas (STOBER; FINK; BOHN, 1968). A dispersdo acontece, porque, as
particulas em suspensado no meio sofrem repulsao devido as for¢as repulsivas geradas
pela presenca de ions OH". Por vezes, é adicionada a sintese surfactantes organicos
catidnicos para melhorar a dispersdo das particulas e agindo adicionalmente como
templates. A introducdo destas moléculas facilita a formagdo de morfologias
complexas e de materiais com estruturas mesoporosas (didametro de poros entre 2 e
50 nm). Exemplos de templates e surfactantes para catalises basicas sdo o brometo
de centrimonio (CTAB) e a dodecilamina (DDA) (OWENS et al., 2016; ZHENG;
BOCCACCINI, 2017).

A sintese do VB produzido através de catdlise &cida, inicia-se com a mistura dos
precursores do vidro em pH abaixo de 2, onde a formacéo e a agregacao de particulas
primarias ocorre simultaneamente. As particulas carregam pouca carga, 0 que permite
a colisdo entre elas, dando origem a cadeias e, posteriormente, a um soélido
tridimensional. Ja em pH’'s entre 2 e 7, a polimerizagcdo ocorre entre espécies
condensadas. Uma vez formados os dimeros, eles reagem preferencialmente com
monbmeros para formar trimeros e que tornam a se reagir para formar tetrameros. O
crescimento e agregacado ocorrem por continua adicdo de moléculas pequenas as
moléculas mais condensadas, formando cadeias e, por fim, uma rede tridimensional
(HENCH; WEST, 1990). No entanto, catalisadores basicos também sdo necessarios
que se possa induzir a formacdo de nanoparticulas, j& que eles podem aumentar o
valor do pH e este, por sua vez, impede que o VB desenvolva uma estrutura 3D
gelificada, formando entdo particulas. Posteriormente, € adicionado um composto
altamente basico, como o hidréxido de aménio. Ao contrario do que acontece na

catalise basica, as particulas formadas na catédlise &cida, ou acido/basica, séo
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polidispersas ou mesmo aglomeradas. Nesta metodologia sdo empregados
surfactantes ndo- ibnicos, como o polietileno glicol (PEG) e o Pluronic P123, que agem
como barreiras estéricas contra a aglomeracdo das particulas (OWENS et al., 2016;
ZHENG; BOCCACCINI, 2017).

Otimizando os parametros de reagdo da sintese de vidros bioativos no processo sol-
gel, pode-se obter materiais com tamanho de particulas menores ou maiores.
Ademais, pode-se também controlar a morfologia, a composi¢cdo quimica e as
propriedades texturais destes materiais, isto €, os materiais obtidos tendem a ter maior
homogeneidade em suas propriedades. Esta otimizacdo acontece, principalmente,
quando ha um controle (retardamento) da taxa das reacdes de condensacdo de
reagentes durante o processo (RAHMAN; PADAVETTAN, 2012; ZHENG;
BOCCACCINI, 2017).

Estudos reportam que o tempo de adigédo de reagentes como o de nitrato de célcio (sal
precursor de calcio), alteram a morfologia, a composicdo e a disperséo das particulas,
porque afetam a formacgdo das nanoparticulas primarias de silica (ZHENG et al.,
2016). Ja o tipo de solvente utilizado afeta o volume de poros, o tamanho de poros e o
tamanho das particulas (UTECH; BOCCACCINI, 2016). Ao alterar a concentracdo do
surfactante empregado na sintese, por exemplo o CTAB, a morfologia das particulas
pode ser esférica ou em formato de pinhdo. A morfologia esférica nestes materiais
viabiliza maior nimero de grupos silandis o0 que, consequentemente, aumenta a taxa
de dissolugéo dos vidros bioativos em meio aquoso (LUKOWIAK et al., 2013). Além
desta caracteristica, os vidros bioativos com morfologia esférica ainda podem melhor a
adesédo celular, aumentar a proliferacdo de osteoblastos, promover a diferenciacao e
aumentar a biomineralizagdo em meio fisiologico (AJITA; SARAVANAN;
SELVAMURUGAN, 2015). Além dos fatores relacionados aos reagentes, é reportada
em varios estudos a importancia da escolha do tipo de agitacdo ao qual o método sera
conduzido, podendo este alterar a morfologia, tamanho das particulas e porosidade

dos materiais produzidos.

3.1.2 A estrutura dos vidros bioativos

Os vidros bioativos possuem caracteristica amorfa e sdo estruturalmente formados por

fons formadores de rede, modificadores de rede e 6xidos intermediarios. Os 6xidos
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formadores de rede sdo aqueles que nao precisam de componentes adicionais para
gque o vidro seja criado, exemplo destes séo a silica (SiO), o pentéxido de fésforo (P-
20s) e o tribxido de boro (B20s). Ja os modificadores de rede sdo aqueles que afetam
a estrutura do vidro, porque ligam-se a &tomos de oxigénio nao- ligantes (Si- O- M*,
onde M é um cation modificador de rede). Enquanto que os 6Oxidos intermediarios
podem tanto agir como formadores quanto como modificadores de rede (ZHENG;
BOCCACCINI, 2017).

A microestrutura da silica derivada de sol-gel esta intimamente relacionada com as
suas propriedades quimicas. Por exemplo, muitos materiais de silica derivados de
processo sol-gel catalisados por acido tém estruturas fractais. Esta estrutura fractal é
formada por aglomeracdo de particulas com um didmetro de 4-6 nm (particula
secundaria), que também sao compostas de pequenas particulas com um diametro de
1- 2 nm (particula primaria) (JONES, 2015).

A unidade bésica de constru¢é@o dos vidros de silicato € o tetraedro de SiO., que pode
se ligar ao vizinho através atomos de oxigénio ligantes, formando ligacdes de Si- O-
Si, como mostrado na Figura 3.4. Esses tetraedros sdo comumente chamados de
unidades Q,, onde n descreve o numero de a&tomos de oxigénio ligados ao tetraedro.
Por exemplo, na silica vitrea, cada tetraedro esta ligado a outro tetraedro em cada um
dos seus quatro vértices, o que corresponde a quatro atomos de oxigénio de ligagcédo
por tetraedro (unidades Q4) (BRAUER, 2015).

Hidrdlise

——

TEOS Si(OC,Hs) +
H,0+ 4cido ou base

Figura 3.3: Esquema de reacdes no processo sol-gel para formacdo de silica

tetraédrica e nanoparticulas a temperatura ambiente (Adaptado: (JONES, 2015))



13

A espectroscopia de RMN (Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear) de Si
tem sido usada para caracterizar a estrutura dos silicatos de vidros bioativos, ja que
diferentes espécies Q possuem diferentes desvios quimicos. Desta forma, Elgayar e
colaboradores (2005) investigaram que estrutura dos vidros bioativos € composta
principalmente por grupos Q. e que sua estrutura é altamente descontinua, em
comparagéo aos vidros convencionais (ELGAYAR et al., 2005). Os estudos mostram
que quantidades crescentes de modificadores de rede resultam na presenca de mais
atomos de oxigénio ndo-ligantes em vidros bioativos (BRAUER, 2015; JONES, 2015).

A estrutura do vidro pode ser estimada com base na composi¢cdo do vidro a partir do
modelo de conectividade de rede (CN). Este modelo descreve o nimero médio de
atomos de oxigénio ligantes por elemento de formacédo de rede. A CN da uma ideia da
policondensacdo média da rede e também é uma ferramenta Util para prever as
propriedades do vidro, como a bioatividade, a tendéncia de cristalizagdo e a
temperatura de transigc&o vitrea. A CN de vidros bioativos simples, como 0 SiO,-P20s-
M>O-M'O, onde MO e M'O sao modificadores de rede, é calculada de acordo com a
Equacéo (3.1), que assume no maximo quatro atomos de oxigénio ligados por atomo
de silicio, de onde os atomos de oxigénio ndo-ligantes sdo subtraidos. Muitos vidros
bioativos possuem um segundo formador de rede, o P2Os, além do SiO,. O P20Os
aumenta o nimero de oxigénios ligantes, pois precisa de cations para equilibrar a
carga do P.0O.*. SiO,; P,0s, MO e MO, na Equacdo (3.1), referem-se as
percentagens molares de cada componente (BRAUER, 2015; JONES, 2015).

_ 4xSi0, +6x P05 — 2 x (M0 + M'0)
. Sio, Eq. (3.1)

Os vidros bioativos geralmente tém conectividade de rede entre 2 e 3, como exemplo
tem-se o Bioglass® 45S5 com uma conectividade de rede de 2.11, que corresponde a
uma estrutura composta por cadeias de silicato (89% Q2), na qual 11% de todas as
unidades Q séo unidades ramificadas (Qs) que interconectam as cadeias por ligacbes
de &tomos de oxigénio (BRAUER, 2015).

Os modificadores de rede alteram a estrutura do vidro transformando oxigénios

ligantes (com ligagBes quimicas predominantemente de carater covalentes) em
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atomos de oxigénio nédo-ligante (ligacdes Si-O- M*, predominantemente de carater
ibnico, onde M* é um cation modificador). Exemplos de modificadores de rede sao os
oxidos de metais alcalinos e metais alcalino-terrosos. Ao contrario dos formadores de
rede, que apresentam numero de coordenacdo 3 (trés) ou 4 (quatro), os cations
modificadores apresentam maiores numeros de coordenacdo que vao de 5.6 a 7.1
(BRAUER, 2015).

A terceira categoria de componentes é a de ions intermediarios. Os ions
intermediarios tém forgas de campo cristalino situadas numa faixa entre os formadores
de rede e os modificadores de rede. Como resultado, a incorporacdo de Oxidos
intermediarios em vidros bioativos pode ajudar a melhorar certas propriedades do
vidro, como a reducdo da tendéncia de cristalizacdo. No entanto, eles tendem a
dificultar o entendimento da estrutura do vidro ao qual estdo inseridos, pois eles
podem mudar seu papel no vidro, hora atuando como ion intermediario, hora atuando
como ion modificador de rede (BRAUER, 2015).

A substituicdo de diferentes cations modificadores também afeta a estrutura do vidro,
apesar do fato de a conectividade da rede permanecer constante. O motivo para a
alteracdo na estrutura sdo as diferencas nos raios ibnicos e os campos de forcas
eletromagnéticas dos dois ions. Ao substituir cétions modificadores de mesma
valéncia, mas com raios idnicos diferentes, a rede de silicato pode expandir- se ou se
tornar mais compacta, o que altera as caracteristicas texturais, como o tamanho, o
volume, a distribuicBo e o formato de poros. Este efeito pode ser descrito por
alteracbes na densidade de empacotamento do vidro e pode afetar as propriedades do
vidro, como a solubilidade, a bioatividade e o tamanho final das particulas (BRAUER,
2015).

3.1.3 Bioatividade dos vidros

Ao serem inseridos no organismo ou sob situacdo de simulagéo de fluido corporal, os
vidros bioativos passam por uma sequéncia de reac¢des quimicas para que haja a
ligagdo material/ osso. A cinética de reacdes na superficie dos vidros inclui cinco
estagios. Assim, estes cinco estagios de reagfes iniciais que ocorrem no vidro para
formacgdo de hidroxiapatita sdo descritos sequencialmente a seguir (HENCH, 2006;
JONES; SEPULVEDA; HENCH, 2001; RAHAMAN et al., 2012):
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1. O primeiro estagio refere-se as reacdes de troca ibnica entre os modificadores
de rede do vidro modificado (M*) com os H* (ou H3O") presentes da solucao.
Entdo, os grupos de silica sofrem hidrélise e ha a formacdo de grupos silanol
(Si- OH) na superficie do vidro. Como héa consumo de ions H*, o meio torna-se
mais alcalino. Essa etapa pode ser interpretada de acordo com a Equacédo
(3.2).

Si- O- M* + H* — Si- OH* + M*@g) Eqg. (3.2)

2. Em seguida, o aumento do pH (consequéncia do aumento da concentracéo de
OH" no meio) acarreta na dissolucdo da silica em rede (SiOz), por conseguinte,
na dissolucdo da silica em &cido silicico (SiOH4) e na formacgéo constante de

grupos Si- OH na superficie do vidro de acordo com a Equacéo (3.3).

Si- O- Si + H,0 — Si- OH + OH- Si Eqg. (3.3)

3. Posteriormente, ha a condensacao e a polimerizacdo de uma camada amorfa e
concentrada de SiO2 na superficie do vidro, porém empobrecida de M*;

4. Sucede, entdo, a migracédo dos ions Ca," e (PO4)s através da camada rica em
SiO2, levando a formacéo e a deposicdo de uma camada de fosfato de calcio
amorfo (ACP) na superficie rica em SiOg;

5. Por ultimo, a camada de ACP incorpora, a partir da solugdo, OH e (CO3)? e
cristaliza como hidroxiapatita carbonatada (HAC). Esta e todas as reacbes

anteriores acontecem simultaneamente.

Em meio biolégico, outros sete estagios ocorrem. Desta forma, apés a formacao de
camada de HAC, acredita-se que o mecanismo bioldégico para crescimento e
desenvolvimento de tecido 6ésseo abranja adsor¢do de fatores de crescimento (estagio
6), que sinalizam o local para que macréfagos preparem o implante para o reparo
tecidual (estagio 7). Depois ocorre a fixacdo (estagio 8), seguida da proliferacdo e
diferenciacdo de células osteogénicas (estagio 9). Entdo, nos estdgios dez e onze, as
células de formacdo do 0sso, os osteoblastos, criam uma matriz extracelular de
colageno que serad mineralizada para formar um mineral nanocristalino na superficie

de contato com o vidro. Por dltimo h& o crescimento do osso (estagio 12). Todas as
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etapas descritas ocorrem continuamente (HENCH, 2006, 2015; RAHAMAN et al.,
2012).

A composicdo do vidro é a variavel que mais influencia na taxa de formacédo da
camada de HAC e, consequentemente, na ligacdo material/ tecido &sseo.
Essencialmente, um menor teor de silica significa uma rede de silica menos
conectada, que é mais propensa a dissolucdo e, portanto, os estgios listados
acontecem mais rapidamente. Assim, a bioatividade esta diretamente relacionada a
energia de ativagcdo da dissolu¢éo de silica no vidro. No entanto, a conectividade da
rede é fundamental e depende da quantidade de silica e de outros componentes que
modificam o vidro (JONES, 2015).

Uma composi¢éo que possui maior quantidade de silica em rede é a do vidro 80S. Os
vidros bioativos no sistema 80% SiO>—15% CaO-5% P,0Os séo distintos dos vidros
bioativos ndo-mesoporosos convencionais desenvolvidos, pois possuem estruturas
mesoporosas altamente ordenadas e area superficial especifica significativamente
maior. Esses vidros também oferecem caracteristicas interessantes como maior
volume de poros e tamanhos de poros que variam de 2 a 10 nm, 0 que 0s torna
adequados para uma variedade de aplicagbes de liberagdo de drogas e ions
terapéuticos (POURSHAHRESTANI et al., 2016; YAN et al., 2004). Através de suas
propriedades fisicas, o vidro 80S demonstrou uma melhoria na mineralizacdo apatita
quando estudado sob efeito de fluidos corporais simulados e apresentou excelente
citocompatibilidade in vitro em células humanas osteoblasticas (Saos-2), fibroblastos
murinho (L929) e linfécitos T (SR.D10), tal qual estudado por Alcaide e colaboradores
(ALCAIDE et al., 2010; WU; CHANG,; XIAO, 2011).

3.3 Incorporacédo de ions terapéuticos ao vidro bioativo

A estrutura dos vidros bioativos podem ser inseridos alguns elementos, como
moléculas bioldgicas, farmacos e ions metalicos que exercem funcgdes terapéuticas.
Os ions metalicos adicionais desempenham funcbes especificas, como acdo
antibiética ou osteogénica, dentre outras. Exemplos destes ions e das fungbes que
desempenham séo a prata e o galio, com efeito bactericida; estréncio com inibigcdo da
atividade osteoclastica e aumento da atividade metabdlica de osteoblastos, podendo

ser empregado no tratamento da osteoporose; o célcio que pode favorecer a
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diferenciacéo osteoblastica, bem como a precipitacdo de apatitas; e o flior que inibe a
desmineralizacdo e aumenta a remineralizacdo da dentina a partir da formacao de
fluorapatita na superficie do material (ABBASI et al., 2015; BARRIONI et al., 2017).

Na rota sol-gel existem duas formas de insercao de ions a rede do vidro: 1) a partir da
adicdo de sais metalicos durante a sintese e 2) imergindo o material sintetizado em um
banho de sais metalicos. A primeira via de inser¢do de ions a rede do vidro acontece
por adicdo de sais e Oxidos durante a formagdo de rede da silica, sendo que a
incorporagdo ocorrera principalmente durante o tratamento térmico. A segunda via de
insercao de ions a rede do vidro acontece por difusdo, onde o vidro ja sintetizado é
mantido em uma solugdo de ions que serdo adsorvidos na sua superficie e, em
seguida, o vidro é calcinado a altas temperaturas para que os ions sejam difundidos
para o interior da rede no material (ZHENG; BOCCACCINI, 2017).

Os estudos de bioatividade dos vidros bioativos apontam que o silicio é responsavel
tanto pela mineralizagcdo da matriz extracelular, quanto pela calcificagdo e pela
atividade osteoblastica (HOUREH et al., 2017). O silicio ainda ampliaria a produg&o do
colageno tipo |, 0 que aumenta a vasculariza¢cdo e diminui a atividade osteoclastica.
Ao ser adicionado a composigéo do vidro, o fésforo pode estimular a manifestacéo de
proteinas especificas na matriz, que desempenham um papel significativo na
estruturacdo do tecido d6sseo. Ja o calcio ativaria 0os receptores celulares que

desencadeiam as reagfes de crescimento 6sseo (MACON et al., 2017).

A figura 3.4 apresenta um esquema das respostas biolégicas dos produtos de
dissolucdo ibnica de vidros bioativos contendo diferentes ions terapéuticos. Estes ions
além de estimular os genes de células osteoblasticas e a angiogénese, também
possuem acao antibacteriana e anti-inflamatéria. De acordo com a literatura, varios
estudos ao redor do mundo tem se intensificado a fim de incorporar ions terapéuticos
aos vidros bioativos e aumentar a bioatividade destes materiais (HOPPE; GULDAL;
BOCCACCINI, 2011).
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Figura 3. 4: Visao geral das respostas bioldgicas aos produtos de dissolucado iénica de
vidros bioativos (Adaptado:(HOPPE; GULDAL; BOCCACCINI, 2011)).

3.3.1 Vidro bioativo contendo ions fluoreto

Desde que o flaor ficou conhecido por oferecer resisténcia a cavidade oral contra
agentes quimicos acidos, sua incorporagdo aos vidros bioativos tornou-se uma fonte
promissora de bioatividade (ABBASI et al., 2015). Assim, o vidro bioativo contendo
ions de fluor tornou-se de grande interesse para aplicagdes dentérias. O flior também
ficou conhecido por influenciar no estimulo de células osteoblasticas (BAINO;
HAMZEHLOU; KARGOZAR, 2018; SHAH et al., 2015) quando aplicado em
concentragdes entre 25 e 500 ng. mL?, entretanto, em concentragdes maiores que
500 ng. mL* podem suprimir a atividade osteoblastica. Em doses elevadas, o flGor
pode ser toxico, promovendo dano oxidativo celular (BRAUER, 2015; RABIEE et al.,
2015).

Estudos mostram que a combinacdo vidro bioativo e flior implica em deposicdo de
fluorapatita (FA) em meio fisiolégico. A fluorapatita € um composto mais estavel
guimicamente que a hidroxiapatita (HA), pois tem menor dissolu¢do em meio acido, o

gue € uma condi¢&o importante para aplicacdes em meio bucal, onde o pH € em torno
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de 4,5 (RABIEE et al., 2015). O ion fluoreto é menor do que o ion hidroxila da HA e,
portanto, ele pode se encaixar no centro do triangulo de Ca?" na rede cristalina de
apatita (Figura 3.5), formando a FA (SHAH, 2016; SRIRANGANATHAN et al., 2017).

Figura 3. 5: Diagrama estrutural do cristal de apatita com a célula unitaria delineada
em preto. Os tetraedros de PO, estdo representados em amarelo, o Ca* menor esta
representado em poliedros vermelhos, o Ca?* esta representado em esferas azuis e os
ions de fluor (que designam a fluorapatita) estdo em esferas verdes (Adaptado: (DAR;
KHAN; BIRCH, 2017)).

A formacéo de FA é observada em vidros contendo fltor e fosfatos. Estuda-se que a
dependéncia de formacdo de FA estd intimamente relacionada a quantidade de
fosfatos presente no vidro, isto é, quao maior a quantidade de fosfatos, mais rapida a
formacéo de FA (JONES, 2015; RABIEE et al., 2015).

Como dito anteriormente, as propriedades estruturais do vidro podem ser descritas
através da sua conectividade de rede (NC). Neste contexto, estudos preliminares
acerca de vidros contendo ions fluoreto chegaram a conclusdo de que o silicio e o
fldor ndo realizam ligacdes entre si (Si-F), o que nao influenciaria a NC da silica e nem
a concentracdo de oxigénios ndo-ligantes. Porém, sugere-se que os ions fluoreto
estariam, entdo, coordenados com os cations de Calcio na forma de CaF* (Figura 3.6)
(BRAUER, 2015; RABIEE et al., 2015).
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Figura 3. 6: Efeito hipotético da adi¢cdo de ions fluoreto na rede de silicato dos vidros
bioativos (Adaptado: (RABIEE et al., 2015))

Uma das principais fontes de ions fluoreto na sintese de vidros bioativos é o fluoreto
de célcio, CaF.; (RABIEE et al., 2015). O CaF; é adicionado a sintese do vidro em
substituicdo a 6xidos modificadores, como o CaO. Quando o CaF, é adicionado, ele
tende a romper a estrutura do vidro, aumentando a tendéncia a cristalinidade do
material (OWENS et al., 2016). Desta forma, apesar da condigdo amorfa do vidro, é
possivel observar, através das técnicas de caracterizacdo, pontos de cristalizagdo no
material semelhantes a estrutura da fluorita (CaF,z) (BRAUER, 2015).

Iniciou-se, entdo, um processo de desenvolvimento de composi¢cdes de vidro bioativo
para aplicacdes odontoldgicas a fim de que fosse depositada fluorapatita (FA) no meio
bucal de modo a se ter uma prevencao continua contra caries e para o tratamento de
hipersensibilidade dentinaria (DE CALUWE et al., 2016; M; S; A, 2016). Sabe-se
também que o flior aumenta a densidade 6ssea e, apesar de uma janela terapéutica
estreita e alguma divergéncia sobre a sua eficacia na prevencdo de fraturas, os
implantes que libertam flGor podem ser de interesse para os pacientes que sofrem de
osteoporose (BRAUER et al., 2010).

A via tradicional de producdo de vidros bioativos contendo ions fluoreto € a rota de
fusdo. Porém, durante a rota de fusdo para VB contendo flior ha perda de parte dos
ions que deveriam ser incorporados. Isto ocorre pois, durante o processo de
aquecimento a altas temperaturas, ha reac¢édo da fonte de flGor com o ar atmosférico,
gerando acido hidrofluoridrico (HF) que é eliminado por evaporagdo (BRAUER,;
MNEIMNE; HILL, 2011). Uma alternativa para a sintetizagdo de vidros contendo ions

fluoreto € via rota sol-gel. Assim, a primeira sintese de vidros bioativos contendo fluor
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por essa rota foi realizada por Li e colaboradores (2013). Este estudo mostrou que é
possivel a substituicdo de parte do CaO por CaF, na composi¢ao do vidro, sem perda
de bioatividade do material (LI et al., 2013).

Lins e colaboradores (2018) desenvolveram uma composicdo de vidro bioativo
contendo flGor a partir do vidro de composi¢do (em mol) 60% SiO,, 36% CaO e 4%
P.Os, obtendo, entdo, apds substituicdo de parte do CaO por CaF,, o vidro SiO2 60%,
CaO 26.72%, P>Os 4%, CaF> 9.28% (LINS et al., 2018). O intuito deste estudo era
sintetizar nanoparticulas esféricas e dispersas de vidro bioativo contendo ions fluoreto
em composi¢ao a partir da utilizagdo de agitador ultrassonico. Assim, foram obtidas
particulas esféricas de diametro hidrodindmico (antes do tratamento térmico), de 5.3 +
0.3 nm (medida por DLS-Dinamic Ligth Scattering). Porém os resultados de MFA
(Microscopia de Forca Atdmica) mostraram que houve a aglomeracéo das particulas,
ou seja, por esta metodologia ndo foi possivel a obtengcdo de particulas
monodispersas. Os resultados de MFA mostraram ainda que as particulas estariam
com tamanho aproximado de 50 nm apés o tratamento térmico. J4 os resultados de
DRX (Difratometria de Raios- X) e XPS (X-ray Photoelectron Spectroscopy) mostraram
gue houve cristalizagdo de fluorapatita na matriz do vidro, o que € desejavel para a

aplicacdo em tratamento de hipersensibilidade dentinéria (LINS et al., 2018).

3.4 Aplicages clinicas do vidro bioativo

Diferentes formas do vidro bioativo podem ser empregadas em aplicacdes clinicas.
Estas formas variam entre scaffolds porosos e particulas nanométricas para
aplicacdes em tecido duro e tecido macio. Estudos clinicos mostraram que os vidros
bioativos e bioceramicas sdo materiais superiores a outros biomateriais por serem
capazes de realizar uma ligacdo estavel com o tecido em que estiver inserido com

maior rapidez que outros biomateriais (HENCH, 2015).

ApOs a criagdo da primeira composi¢cdo comercial do vidro bioativo conhecido como
Bioglass®, a primeira pratica clinica de vidro bioativo foi para o tratamento de doengas
nos ossiculos do ouvido, em 1977, surgindo, assim, o Ceravital®. No ano seguinte, a
compatibilidade do VB com o tecido da cérnea ocular foi confirmada através de um
implante ocular. Apés oito anos, em 1985 o Bioglass® foi aprovado pela FDA (Food
and Drug Administration) e foi implantado para a reparacdo ossicular da orelha média

(MEP®). Nos anos seguintes, o Bioglass® foi empregado no tratamento de cancer no
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figado, em implante de manutencéo do cume endosseo (ERMI®) e para reparacao do
nervo periodontal. A FDA ainda aprovou um material compgésito de polietileno (PE) e
vidro para implantes orbitais, 0 Medpor®-Plus™. Nos anos que se seguiram, até os
dias atuais, o Bioglass® foi empregado em tratamentos de feridas, utilizado como
ceramicas dentais, engenharia de tecidos em pulmdes, em transporte de farmacos,
reparo do mausculo esquelético, reparo de ligamentos, tratamento de Ulceras
gastrointestinais, engenharia de tecidos voltada para o sistema cardiovascular,
embolizagdo de miomas uterinos, reparacdo da medula espinhal e vidros bioativos
radioativos, comercialmente chamados TheraSphere® para o tratamento de cancer.
Outras aplicacdes clinicas do vidro bioativo incluem aplicacdes odontol6gicas seja
para reposicdo 6ssea, seja para tratamento de hipersensibilidade dentinéria, assim,
deu-se inicio a utilizacdo do PerioGlas®, em 1993 (ABBASI et al., 2015; BAINO;
HAMZEHLOU; KARGOZAR, 2018; GREENSPAN, 2016; HENCH, 2006).

Como exemplo uma aplicagdo muito usual, nanoparticulas de vidro bioativo tém sido
incorporadas a pastas de dente para tratamento da hipersensibilidade dentinaria,
desde 2004. Os resultados da combinacdo pasta de dente e VB sao satisfatorios pela
sua eficacia e pela rapidez do processo (CROVACE et al., 2016). Estudos mostram
gue a utilizacdo de 5% em peso de Bioglass® em pasta de dentes além de reduzir os
sintomas da hipersensibilidade dentinaria, também reduz o sangramento gengival, a
placa bacteriana e a desmineralizacdo do dente (CROVACE et al., 2016; YU et al.,
2016). Com os vidros bioativos sendo utilizados em tratamentos de hipersensibilidade
dentinaria, variacdes nas composi¢cdes quimicas destes vidros sdo empregadas,
principalmente no que diz respeito a obtencao de fluorapatita no dente (JONES, 2015).
Neste contexto, a sintese de vidro bioativo contendo ions fluoreto torna-se
extremamente interessante, justamente por ser mais adequada para esta aplicacao.
Aplicacbes comercializadas de vidros bioativos contendo ions fluoreto (VBF) néo
foram encontradas até a conclusdo deste trabalho, porém muitos estudos indicam

futuras aplicacdes para vidros contendo esses ions.

Os vidros bioativos, particularmente o Bioglass® 45S5, tém sido usados para
regenerar clinicamente o 0sso humano desde a metade dos anos 80. No entanto, eles
mostram uma forte tendéncia a sofrer cristalizagdo no tratamento térmico a altas
temperaturas, o que poderia limitar seu leque de aplicacdes. Neste contexto, VBF

foram investigados para melhorar o processamento dos VB como o estudo de Groh e



23

colaboradores (2014), onde a processabilidade de vidros 45S5 contendo 1, 3 e 8% de
CaF; foi investigada. O estudo mostrou que a presenca de ions fluoreto melhora a
processabilidade do material, 0 que o torna de mais facil obtencédo, uma vez que a
temperatura de fusdo do material se torna mais baixa (GROH; DOHLER; BRAUER,
2014).

A presenca de ions fluoreto em vidros bioativos € também investigada para aumento
da taxa de formacdo de apatitas, quando em meio corporal simulado, a partir da
eliminagdo de uma etapa do mecanismo de formacéo da HA, a etapa de formacé&o de
octa-calcio-fosfato (OCP), que € uma fase precursora a HA. O que estudo realizado
por Sriranganathan e colaboradores (2017) demonstrou que ao acrescer ions fluoreto
ao VB a via de formacdo de apatita é afetada, pois a fluorapatita é formada
diretamente, ao invés da via de formacao de OCP em HA (SRIRANGANATHAN et al.,
2017). Portanto, os VBF possuem potenciais aplica¢des clinicas como um aditivo para

aumentar a formacgéo de apatita.

As principais vias de estudo para aplicacdes de VBF estdo relacionadas a tratamentos
odontolégicos. Assim, o0s estudos nesta area alternam o uso de VBF em compdésitos
poliméricos, uso do VBF como scaffolds ou mesmo na forma de pé com aplicacdo
direta na lesdo. Exemplo de utilizacdo direta é o estudo realizado por Lins e
colaboradores (2016), onde a potencial utilizacdo de nanoparticulas de VBF no
tratamento de hipersensibilidade dentinaria foi avaliada por teste in vitro. Neste teste,
0s tubulos da dentina de dentes humanos foram expostos e, entdo, foram escovados
com um gel contendo nanoparticulas de VBF. Os resultados mostraram- se
promissores para a aplicacdo, uma vez que houve a oclusdo dos tubulos dentinais
apo6s remineralizagcéo do tecido por formacao de hidroxiapatita e/ou fluorapatita (LINS

et al., 2016).

Davis e colaboradores (2014) estudaram a liberacdo de ions fluoreto e calcio através
da producdo de compésito de resina polimérica e VBF 80S derivado de rota sol-gel no
tratamento de lesdes cariais. Os pesquisadores afirmaram que o compoésito obtido
teve sucesso em liberagéo dos ions F e Ca* por 18 dias, atingindo o objetivo proposto
de reservatorio de ions (DAVIS et al., 2014).
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3.5 Sonoquimica

De um modo geral, a quimica é o estudo da interacdo entre energia e matéria. Para
que ocorram reacdes quimicas é necessario 0 uso continuo de energia, seja
proveniente do calor, da luz ou de radiac&o ionizante. A irradiacdo ultrassonica difere
das fontes tradicionais de energia em tempo de duragdo, pressdo e energia
dispensada por molécula, sendo, portanto, um meio Unico de interagdo entre energia e
matéria (SUSLICK, 1990).

As vantagens do emprego da irradiagdo ultrassénica que a fazem superior a outros
métodos sdo 1) sintetizacdo de materiais amorfos e em escala nanométrica; 2)
insercdo de nanomoléculas em materiais porosos; 3) deposicdo de materiais
nanoparticulados (metais, 6xidos, semicondutores, polimeros), de forma homogénea,
em varias superficies; e 4) sintetizacdo de micro e nanoesferas, além da possibilidade

de encapsulagéo destas esferas por proteinas ou farmacos (GEDANKEN, 2004).

O ultrassom tem uma ampla variedade de aplicagbes, desde a degradacdo de
poluentes, aumento das reagfes de polimerizagdo, fabricagdo de nanoparticulas até a
ciéncia de alimentos e aplicacdes biomédicas. A maioria desses processos surge da
cavitacdo ultrassoénica, isto €, da formagéo, crescimento e colapso violento de bolhas
microscopicas a medida que compressoes e rarefacdes alternadas das ondas sonoras
se propagam pelo liquido. O colapso da bolha induzido pela cavitagdo produz
aguecimento intenso e altas pressdes no interior do reator ultrassénico, gerando uma
atmosfera Unica no meio (MEROUANI et al.,, 2015; SUSLICK, 1990). A é&rea de
pesquisa na qual as moléculas sofrem reacdo quimica devido a aplicacdo de

irradiacd@o ultrassonica na faixa de 20 kHz- 10 MHz é chamada de sonoquimica.

Na irradiacdo ultrassonica, a cavitacao proporciona jatos de liquido de alta velocidade
na superficie, o que produz superficies altamente aquecidas, onde as ondas de
choque criadas aceleraram as particulas sélidas a altas velocidades, diminuindo assim
o tempo de reacdo. As colisdes entre particulas resultantes sdo capazes de induzir
mudancgas significativas na morfologia, na composi¢édo e na reatividade da superficie
do material (SUSLICK, 1990). J& os efeitos quimicos da sonoquimica sao diversos,
uma vez que ha aumento do nimero de reacdes efetivas (SUSLICK, 1990). A grande

utilidade da sonoquimica reside no fato de que a escolha de reagentes quimicos com
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base em sua pressdo de vapor pode ajudar a personalizar o processo de uma maneira
geral (POKHREL; VABBINA; PALA, 2016).

Ainda no processamento da sonoquimica, os ciclos de compressédo fazem com que a
presséo e a temperatura dentro da bolha aumentem para mais de 1000 atm e 5000 K
durante a cavitagdo, fazendo com que a regido central, conhecida como hotspot,
apresente colisbes de particulas de alta energia que geram energia de até 13 eV
(GEDANKEN, 2004; POKHREL; VABBINA; PALA, 2016). Além da energia do hotspot
e dos efeitos quimicos associados, as bolhas acusticas ddo origem a fendbmenos
fisicos Uteis durante o colapso. Assim, bolhas que atingem o limite, explodem para
produzir microjatos e as bolhas que implodem produzem ondas de choque que
aceleram as particulas de soluto e de impurezas a velocidades de varias centenas de
metros por segundo. A colisdo nessa velocidade resulta em dréstica transformacao
estrutural do material que pode ser usada para diferentes propdsitos (GEDANKEN,
2004; POKHREL; VABBINA; PALA, 2016).

Na sonoquimica, materiais frageis, como ceramicas, se quebram em pequenos
fragmentos para produzir particulas finas, o que se mostrou mais eficaz do que o
moinho de bolas e processos similares. As ondas de choque também podem impactar
as particulas diretamente e induzir a fragmentacdo sem a necessidade de colisdo.
Porém, a distribuicdo da matéria e o efeito das ondas de choque e dos microjatos que
se seguem a explosdo da bolha s6 se estendem a proximidade, portanto o efeito da
sonoquimica no ambiente € localizado. A combinagdo de tais efeitos torna viavel a
sintese de materiais morfologicamente delicados e incomuns, como nanoesferas
(POKHREL; VABBINA; PALA, 2016).

Cai e colaboradores (2007) mostraram que, ao empregar a agitacdo ultrassdnica
associada ao CTAB como surfactante na sintese de fosfato de célcio, é possivel obter
um material esférico em escala nanométrica. Os pesquisadores afirmam, ainda, que a
utilizacdo do ultrassom é um dos gatilhos externos mais promissores para sintetizar

materiais com capacidade de liberagao de farmacos, por exemplo (CAl et al., 2007)

Estudo realizado por Rahman e colaboradores (2007) comparou a interferéncia entre
0s métodos de agitagdo magnética e agitacdo ultrassdnica na sintese de particulas de

silica. Os pesquisadores constataram que as particulas ficam altamente agregadas ao
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utilizar-se agitacdo magnética, ao invés de agitacdo ultrassbnica. Além disto, os
pesquisadores também constataram que o tamanho de particula para a silica produzia
em agitacdo ultrassbnica € menor do que a silica produzida através de agitacdo
magnética (RAHMAN et al., 2007).

O ultrassom também pode ser utilizado como catalisador do processo sol-gel para
produzir agregados finos, justamente por criar um ambiente Unico para que as reacdes
ocorram, 0 que acarreta em caracteristicas particulares aos sonogeis resultantes
(OLIVEIRA et al., 2014). O trabalho de Oliveira e colaboradores (2014), mostrou que
processo sol-gel em simultaneidade a agitacdo ultrassbnica e utilizacdo de
polietilenoglicol (PEG 6000) como dispersante permite a formacdo de particulas de
tamanho submicrométrico e com caracteristicas mesoporosas (OLIVEIRA et al., 2014).

Sendo assim, fixando-se as concentragdes de reagentes na sintese de vidros, 0
tamanho e a distribuicdo de particulas é altamente dependente do modo de mistura da
reacdo. Rahman e colaboradores (2012) mostraram que nestas condi¢ées o tamanho
de particula de silica sob influéncia ultrassbnica € em escala hanométrica, mostrando-
se uma técnica simples e reprodutivel, que proporciona alto rendimento de particulas
nanométricas em faixa de tamanho primario (RAHMAN; PADAVETTAN, 2012)

Desta forma, a capacidade de controle e modificacdo das caracteristicas dos materiais
também passa pelo processamento ao qual ele é submetido. Assim, 0s vidros
bioativos sintetizados por metodologia sol-gel possuem propriedades altamente
dependentes dos modos de mistura dos reagentes, pois eles influenciam diretamente
na interagdo/reacao das moléculas com o meio. Por exemplo, o TEOS € uma molécula
altamente apolar, logo, imiscivel em agua, porém altamente miscivel em alcool, assim
qudao melhor for a disponibilidade de sitios ativos através da agitacdo, mais
rapidamente TEOS serd hidrolisado e menor sera o tempo de sintese (JAFARZADEH,;
RAHMAN; SIPAUT, 2009).
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Etapas de desenvolvimento do trabalho

As etapas desenvolvidas neste trabalho estdo esquematizadas no fluxograma abaixo,

Figura 4. 1: Fluxograma das atividades desenvolvidas neste trabalho

Figura 4.1.
Sintese dos
VB e VBF
Agitagao Agitacao
Mecanica Ultrassdnica
Caracterizagao
dos materiais
Analise da Analise da Analise das Analise do
composigdo morfologia e e e e comportamento Analises
quimica distribuicéo de T dos VB por biolégicas
tamanho de exposicdo a SBF
particulas
ICP-OES FTIR MEV MTT
MEV
DRX FTIR Ensaio de
AFM Calceina
Adsorgao de DRX
DLS nitrogénio
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4.2 Materiais

As particulas de vidro bioativo foram sintetizadas utilizando os seguintes reagentes:
Agua Milli-Q com resistividade minima de (18,0 MQ.cm) a 25°C; Brometo de
cetrimonio (CTAB: CHs(CH2)1sN(Br)(CHs)s, de peso molar 364,46 g.mol* — 99% de
pureza, Vetec), Alcool etilico (C.HsO- 95% de pureza, Synth), Hidroxido de amonia
(NH4OH- teor de 27%, Synth), Tetraetil ortosilicato (TEOS: CsH2004Si - 98% de pureza,
Sigma - Aldrich, Saint Louis, EUA), Trietil fosfato (TEP: CeH1504P — Sigma - Aldrich,
Saint Louis, EUA), nitrato de célcio tetrahidratado (Ca(NOs). .4H.0: 99% de pureza-
Synth) e Fluoreto de calcio (CaF2- 96% de pureza, Vetec).

4.3 Sintese do vidro bioativo

Foram sintetizadas via rota sol-gel duas composi¢6es nominais de vidro bioativo com e
sem adicdo de fluoreto de célcio, que foi empregado para incorporagdo de ions
fluoreto a estrutura do vidro. As amostras de vidro bioativo (VB) produzidas sé&o
descritas na Tabela IV.1 de acordo com seu processamento e composi¢do quimica

nominal em %mol.

Tabela IV. 1 Vidros bioativos desenvolvidos neste estudo

Amostra Processamento Composicéao (%omol)

VBM Agitacdo mecénica (M) 80% SiO,- 15% CaO- 5% P,0s

VBFM Agitacdo mecénica (M) 80% SiO,- 5% CaO- 4% P,0s- 11% Cal
VBU Agitacdo Ultrassbnica (U)  80% SiO,- 15% CaO- 5% P,0s

VBFU Agitacdo Ultrassbnica (U)  80% SiO,- 5% CaO- 4% P,0s- 11% CaF-

4.3.1 Sintese do vidro bioativo através de agitacdo ultrassdnica

O VB foi sintetizado a partir da adaptagdo da rota sol-gel desenvolvida por Hu e
colaboradores (2014). A solucédo de partida (sol) foi produzida através de reagentes
precursores com adicdo dos mesmos em intervalos de 30 min entre cada adicao,
como esquematizado e enumerado por etapas na Figura 4.2. Inicialmente adicionou-
se 0,814 g de CTAB em 330 mL de agua deionizada e 156 mL de &lcool etilico sob

agitacdo mecéanica a velocidade de 280 rpm (1). Em seguida, a solu¢do formada foi
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transferida para o agitador ultrassénico Hielscher- Ultrasound Tecnology, modelo
UP200S (220V, 24kHz), com programacao de amplitude de agitacdo de 40% e ciclo de
0,4 e adicionou-se 5,58 mL de solucdo de amobnia (2). Posteriormente foram
adicionados de 6 mL de TEOS (3). Ap6s 30 min, a amplitude e o ciclo de agitacdo
foram ajustados para 60% e 0,6, respectivamente, e 0,46 mL de TEP foram
adicionados a solugéo precursora (4). Na sequéncia, adicionou-se 1,28 g de nitrato de
calcio (5). A solucao resultante permaneceu sob agitacdo por 3 h a temperatura
ambiente, formando um precipitado branco. Filtrou-se a suspenséao em filtro Millipore
0,22 um (6) para coleta do precipitado branco (7) que foi por sua vez lavado com
25 mL de 4gua deionizada e 25 mL de etanol. O material retido foi seco a temperatura
ambiente durante 24 h (8). As particulas de vidro bioativo foram obtidas (10) apos
tratamento térmico ao ar a 650 °C por 3 h com taxa de aquecimento de 2 °C/min (9) e
desaglomeracdo do p6. Para a sintese do VBFU contendo flior adicionou-se,

juntamente com o nitrato de calcio (5), 0,296 g de fluoreto de célcio (HU et al., 2014).

Agua dei + Etanol Ca(NOg), + (:oF2
+ CTAB
, ] NH,OH| 2 g TEOS TEP

11

D - am | = @:l Q
- A /

Vidro 10 Desaglomeragdo @ Calcinagdo

Figura 4. 2: Representacdo esquematica da sintese de VB por agitacao ultrassonica

4.3.2 Sintese do vidro bioativo através de agitacdo mecanica

O VB sintetizado através da agitacdo mecanica também foi preparado a partir da
adaptacdo da rota sol-gel desenvolvida por Hu e colaboradores (2014). A solucdo de
partida (sol) foi produzida através de reagentes precursores com adicdo dos mesmos
em intervalos de 30 min entre cada adicdo, como esquematizado e enumerado por
etapas na Figura 4.3. Foram adicionados 0,407 g de CTAB a uma solucdo de 165 mL
de &gua deionizada e 78 mL de &lcool etilico absoluto sob agitacdo mecéanica a

velocidade de 280 rpm, durante 30 min (1). Posteriormente, 2,79 mL de solugéo de
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amonia (2), 3mL de TEOS (3), 0,23 mL de TEP (4), 0,64 g de nitrato de calcio (5)
foram adicionados a solucéo. A solucdo resultante permaneceu sob agitacdo por 3 h a
temperatura ambiente, formando um precipitado branco. Filtrou-se a suspensdo em
filtro Millipore 0,22 um (6) para coleta do precipitado branco (7), que foi, por sua vez,
lavado com 25 mL de 4gua deionizada e 25 mL de etanol. O material retido foi seco a
temperatura ambiente durante 24 h (8). As particulas de vidro bioativo foram obtidas
(11) apo6s tratamento térmico ao ar a 650 °C por 3 h com taxa de aquecimento de 2°
C/min (9) e desaglomeragcédo do p6 (10). Para a sintese do VBMF contendo flor
adicionou-se, juntamente com o nitrato de célcio (5), 0,148 g de fluoreto de calcio (HU
et al., 2014).

Ca(NO;), + CaF,

Agua dei + Etanol + CTAB =
. ~ NHOH _ TEOS e | 4 " 5

| 1] a |
b b [ o [ e [ [

@ < am (= | @D
Vidro 10 |Desaglomeragao E Calcinagdo

Figura 4. 3: Representacdo esquematica da sintese de VB por agitagdo mecéanica

4.4 Caracterizagdo dos vidros bioativos

Para todas as amostras de vidro bioativo com e sem adi¢édo de ions fluoreto e sob os
dois processos de agitacdo, por ultrassom e por agitagdo mecanica, foram aplicadas

todas as técnicas de caracterizacdo de materiais a seguir.

4.4.1 Composicao quimica

A composicdo das particulas foi analisada por meio de Espectrometria de Emisséo
Optica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES) no equipamento Optima 7300
DV (PerkinElmer, EUA). Para essa andlise, 0,1 g das amostras foram transferidas para
um cadinho de grafite, contendo 0,7 g de metaborato de litio. Outra porcao de 0,7 g de

metaborato de litio foi adicionada e a mistura levada a mufla (950 + 25 °C) por 10
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minutos. O cadinho foi retirado da mufla, a mistura homogeneizada e, em seguida,
colocada de volta no equipamento por 10 minutos adicionais (950 + 25 °C). Depois
disso, a mistura foi transferida para um béquer contendo 100 mL de solucdo de acido
nitrico (10% (v/v) e submetida a agitacdo até completa dissolucdo. A solucéo
resultante foi transferida para tubos falcon para armazenamento e posterior andlise. As
concentracbes de Si, Ca e P foram entdo analisadas pelo equipamento e as
proporgdes de SiO,, CaO e P,Os foram calculadas.

4.4.2 Andlises da morfologia e distribuicdo de tamanho

4.4.2.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia superficial dos materiais foi observada em Microscépio Eletrénico de
Varredura (MEV) FEI-INSPECT S50, operando a tensao de 15kV. O MEV é equipado
com Espectrémetro por Dispersdo de Energia (EDS) da EDAX Genesis, utilizado para
avaliar qualitativamente a composi¢do quimica elementar da superficie das amostras.
As amostras foram previamente preparadas para a andlise a partir da direta
pulverizacdo de grafite em fita adesiva e condutiva de carbono (HU et al., 2014; LINS
et al., 2018).

4.4.2.2 Microscopia de for¢ca atbmica (AFM)

As imagens topograficas das amostras foram obtidas a partir da técnica de
Microscopia de Forgca Atdmica (MFA). Utilizou- se o equipamento AFM-Park Systems -
modelo XE-70, ponta de Si tipo PPP-NCHR, no modo n&o-contato, com constante
forca de 42 N/m e frequéncia 330 kHz. A preparacdo das amostras foi realizada por
dispersao do p6 em éalcool etilico absoluto, na concentracdo 1 mg/ml, sob agitacdo
magnética por 5 horas. Uma gota da mistura preparada foi adicionada a laminula de

mica e seca ao ar para a analise, seguindo o protocolo elaborado por LINS, 2018.
4.4.2.3 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)
A andlise de espalhamento dindmico de luz (DLS) foi realizada para mensurar o

didmetro hidrodindmico das particulas ap6s o tratamento térmico. O equipamento

utilizado foi o Zetasizer 3000 HS 1256. Este sistema € equipado com um laser de



32

4 mW de hélio/neon, com comprimento de onda de 633 nm e mede o tamanho de
particula com a tecnologia de retroespalhamento ndo invasiva com um angulo de
deteccdo de 173°. As medi¢cBes de dispersdo de luz foram realizadas a 25+1 °C. As
medi¢Bes hidrodindmicas foram realizadas com angulo de 90°. Os dados foram
analisados de acordo com 0 método cumulativo para didametro médio aparente e indice
de polidispersibilidade (PDI), o valor final foi uma média aritmética de 10 medi¢des.
Para avaliar o tamanho das particulas, as amostras foram preparadas a partir da
disperséo do vidro em metanol na concentracdo de 0,01 g/mL (OLIVEIRA et al., 2014).

4.4.3 Andlise das caracteristicas estruturais

4.4.3.1 Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizacdo quimica qualitativa, a partir dos grupos funcionais presentes nas
amostras, foi realizada por Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR). Foi empregada a técnica de reflectancia, com comprimentos de onda
entre 400 e 4000 cm®, em equipamento Thermo Scientific Nicolet 6700 — OMNI Smart
Acessory, no decurso de 64 varreduras com resolucédo de 4 cm™ e com intervalos de
2 cmt. As amostras foram preparadas a partir da dispersdo do material em KBr em
uma proporcao de 1:100, respectivamente (BARRIONI et al., 2017; LINS et al., 2018).

4.4.3.2 Difracdo de raio-X (DRX)

A andlise de Difracdo de Raios-X (DRX) foi empregada a fim de verificar as
caracteristicas de fases e organizacao estrutural das amostras de VB produzidas. Os
espectros foram coletados no equipamento Philips PW1700 utilizando radiagdo Cu-Ka
(A=1,5418 A) a 40kV/40mA. Os dados coletados estdo em 26 entre 4,05 e 89,95° com
passo de 0,06° e tempo de permanéncia de 1,5s (LINS et al., 2018; OLIVEIRA et al.,
2014)

4.4.3.3 Adsorcao de nitrogénio por método BET
A técnica de adsor¢do-dessorcao de N» pelo método Brunauer-Emmett-Teller (BET) foi

realizada a fim de se obter valores de area superficial especifica e porosidade total das

particulas de VB. Para tal, foi utilizado equipamento Quantachrome9 com medidas de
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isotermas de adsorcdo-dessorcdo de N2 a 77 K. A area de superficie especifica foi
determinada com método de BET, que utiliza os pontos dos dados de adsorcédo na
presséo relativa (P/P,) na faixa de 0,01-0,30. A distribuicdo do didmetro dos poros foi
calculada pelo método BJH (Barrett, Joyner e Halenda) aplicada as curvas de
dessorcdo. A dessorcdo € preferivel a adsorcdo para estes calculos, porque
geralmente ocorre com menor pressdo relativa, sendo, portanto, considerada uma
melhor aproximag¢do do equilibrio termodindmico. Os tipos de isotermas foram
avaliados de acordo com a sua forma e tipo de histerese entre os modos de adsorgéo-
dessorcdo (BARRIONI et al., 2017; HU et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014).

4.4.4 Andlise do comportamento das particulas por exposicao a fluido corporal
simulado (SBF)

Aqui o ensaio de SBF foi empregado para predizer a bioatividade 6ssea in vivo, isto é,
a capacidade de formacgéo de hidroxiapatita e/ ou fluorapatita em tecidos vivos através

dos materiais sintetizados.

4.4.4.1 Preparacao do SBF

A 700mL de &gua deionizada foram adicionados, em ordem e apds dissolucéo
completa de cada reagente: 8,035 g de NaCl, 0,355 g de NaHCOs;, 0,225 g de KCI,
0,231 g de K:HPO4.3H:0, 0,311 g de MgCl2.6H.0, 39 mL 1,0M. HCI, 0,292 g de CaCl
e 0,072 g de Na,SO., sob agitacdo magnética e a 37 °C. Apoés estabelecimento do pH
da solugéo em 2,0+ 1,0, foi adicionado Trishidroximetilaminometano e HCI até ajuste e
tamponamento em pH 7,4 na temperatura de 37 °C. A solug&o obtida foi transferida
para um baldo volumétrico e resfriada até 20 °C (KOKUBO; TAKADAMA, 2006).

4.4.4.2 Procedimento do teste de capacidade de formacao de apatita

Em béqueres plasticos, as particulas de VBM, VBU, VBFM e VBFU foram adicionadas
a solucdo de SBF sob agitagdo em uma concentragdo de 1,5g/L a 37 °C. Com o
objetivo de favorecer as condicbes de supersaturacdo das amostras e induzir a
formacgdo de apatitas, as amostras permaneceram sob agitacdo de 60 rpm por 12 h,
24 h, 5d, 14 d e 28 d. Uma aliquota de SBF sem vidro foi utilizada como controle. As

misturas resultantes, apos cada tempo determinado, foram filtradas em papel filtro com
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porosidade 5um. O papel filtro foi seco em estufa por 1 h a 37 °C e levado para
caracterizacdo (BRAUER et al., 2010; KOKUBO; TAKADAMA, 2006).

4.4.4.3 Caracterizacdo das amostras

Apos imersdo em SBF, as amostras de VB foram caracterizadas para analise da sua
morfologia por microscopia eletrdnica de varredura. A estrutura e composi¢édo quimica
foram avaliadas por espectroscopia na regiao do infravermelho e espectroscopia por
dispersdo de energia de raios X. Além disso, foram verificados os padrbes de
cristalinidade das amostras através de ensaio de difracdo de raios X, com posterior
comparagéo aos padrdes de referéncia do Centro Internacional de Dados de Difracao
incluindo hidroxiapatita (JCPDS 09-432); hidroxiapatita carbonatada (JCPDS 19-272);
fluorapatita (JCPDS 15-876); fluorapatita carbonatada (JCPDS 31-267); fluorita
(JCPDS 35-816), e calcita (JCPDS 5-586) (SHAH et al., 2014a).

4.4.5 Caracterizacdo bioldgica in vitro dos materiais

4.4.5.1 Andlise de viabilidade celular por MTT

Cultura celular

Células de linhagem de rim de embrido humano (HEK293 T) foram cedidas pela Profa.
M.F Leite do Departamento de Fisiologia e Biofisica, UFMG. Todas as células foram
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium) com (10 %, v/v) de
soro fetal bovino (SFB), sulfato de estreptomicina (10 mg.mL?), penicillina G sédica
(10 units.mL™?), e anfotericina-b (0.025 mg.mL™), todos fornecidos pela Gibco BRL (NY,
USA), em estufa com 5 % de CO; e 37 °C. As células HEK293 T foram utilizadas para

0S experimentos na passagem 35.

MTT

Os ensaios bioldgicos foram realizados seguindo as normas 10993-5:2009 (‘Biological

evaluation of medical devices: Tests for in vitro cytotoxicity’).

Células HEK293 T foram plaqueadas (1 x 10* células / poco) em placas de 96 pocos.

As populagdes celulares foram sincronizadas em meio sem soro durante 24 h. Depois
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disso, o volume de meio foi aspirado, substituido por meio DMEM com 10% de SFB e
foram adicionadas 1 mg.m? (p/v) das amostras VBM, VBU, VBFM e VBFU. Controles
de células e DMEM com 10% de SFB foram utilizados como referéncia, como controle
positivo Triton X-100 (1% v/iv em tampao fosfato salino, PBS) da Gibco BRL, Nova
lorque, EUA) e como controle negativo lascas estéreis de tubos de Eppendorf de
polipropileno (1 mg.mL*, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Ap6s 48 h, o meio foi
aspirado e substituido por 60 pl de meio de cultura com soro em cada pog¢o. Foram
adicionados a cada pogco 50 pL de reagente MTT (5 mg.mL?, p/v em PBS) da
(Sigma-Aldrich, MO, EUA) e incubou-se durante 4 h em estufa a 37 °C e 5% de CO..
Apo6s esse periodo, 40 pl de solucdo de Isopropanol / 4% de HCI foram colocadas em
cada poco. Em seguida, 100 pl foram removidos de cada poco e transferidos para uma
placa de 96 pocos para quantificar a absorbancia (Abs) em espectrofotémetro (I-Mark,
Bio-Rad) com filtro de 595 nm. Os valores obtidos foram expressos como percentagem

de células viaveis de acordo com a Equacao 4.1.

absorbancia das células em contato com as amostras X 100 Eq. 4.1

Viabilidade celular (%) = absorbancia do controle

Consideraram-se os valores dos controles (po¢os com células e sem amostras) como
100% de viabilidade celular.

Andlise estatistica

Os experimentos foram realizados com n= 6 (p < 0,05 analise estatistica: one way /
ANOVA / Bonferroni / GraphPadPrism).

4.45.2 Ensaio de Calceina

Células HEK293 T foram plaqueadas (1 x 10* células / po¢o) em placas de 96 pocos.
As populacdes celulares foram sincronizadas em meio sem soro durante 24 h. Os
controles de referéncia foram células cultivadas em meio DMEM com 10% de FBS.
Ap6s 48 h, todos os meios foram aspirados e as células foram lavadas duas vezes
com 10 mL de solugéo salina tamponada com fosfato (PBS, Gibco BRL, NY, EUA). As
células foram tratadas com calceina (Life Technologies of Brazil Ltd., S&o Paulo,

Brasil) por 30 min, de acordo com as especificacbes do fabricante. Imagens de
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emissdes fluorescentes foram adquiridas (calceina a 530 £ 12 nm) com microscoépio
optico invertido (Leica DMIL LED, Alemanha).
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo quimica dos vidros bioativos

5.1.1 Andlises da composic¢do quimica por ICP-OES

A composicdo quimica (em % mol) dos vidros foi analisada através do método de
fusdo de metaborato de litio e andlise de ICP-OES. Os resultados sédo apresentados
na Tabela V.4 e ndo apresentam, para as composi¢des contendo ions fluoreto, a %emol
do composto CaF,, uma vez que a técnica ndo é sensivel a capitacdo do elemento

fldor.

Observa-se diferencas entre a composi¢cdo nominal e a composi¢cdo determinada por
ICP-OES do vidro, principalmente no que diz respeito a presenca do pentoxido de
fésforo (P20s). O precursor de fésforo, o TEP, foi adicionado em quantidades muito
menores em comparagao aos outros reagentes e € um composto que reage mais
lentamente que o TEOS (precursor de Si) podendo ter afetado sua inser¢éo na rede, o
gue contabilizaria as menores fragdes de P»Os nos vidros sintetizados (BARRIONI et
al., 2017). A quantidade de calcio incorporada nos géis resultantes depende da
composicao inicial. Durante a policondensagéo e a secagem, os ions de célcio sdo
liberados do gel. Parte dos ions de célcio podem ter sido levados durante a lavagem
do gel com &gua e etanol, por isso a menor propor¢éo nos VBM e VBU (OLIVEIRA et
al., 2014). Para os vidros contendo ions fluoreto, a porcentagem de calcio final é
maior, pois o célcio deve ser incorporado via nitrato de calcio e, para a incorporagao
de ions fluoreto, também via fluoreto de célcio (CaF*). Porém, é possivel que a maior
propor¢cdo de calcio encontrada nas amostras de VBFM e VBFU, além do célcio

proveniente do nitrato de calcio, refere-se a presenca do sal de CaF; nas particulas.
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Tabela V. 1. Composicdo quimica nominal e determinada pelo método de fusédo de

metaborato de litio e ICP-OES (%mol) de vidros bioativos.

Amostra Composicao nominal (%omol) Composicao ICP-OES (%mol)
SiO, CaO P;0s CaF: Si0, CaO P.Os CaF:

VBM 80,0 15,0 5,0 - 88,8 11,1 0,1 -

VBU 80,0 15,0 5,0 - 85,0 15,0 0,0 -

VBFM 80,0 50 40 11,0 82,6 17,2 0,2 -

VBFU 80,0 50 4,0 11,0 80,0 20,0 0,0 -

5.2 Caracterizacéo fisica dos vidros bioativos

5.2.1 Andlises da morfologia por MEV e MFA e da distribuicdo de tamanho de

particula por DLS

A figura 5.1 apresenta fotografias das amostras VBM, VBU, VBFM e VBFU. Os p6s

sintetizados apresentam coloracdo esbranquicada, caracteristica de vidros bioativos

produzidos via rota sol-gel.

Figura 5. 1. Fotografias dos vidros bioativos sintetizados neste estudo
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A microscopia eletrbnica de varredura foi empregada para avaliar a morfologia e a
estrutura superficial das amostras. A Figura 5.2 apresenta as imagens dos vidros
produzidos e seus respectivos espectros de EDS. Nas imagens é possivel identificar
que todas as amostras apresentam morfologia esférica. O tamanho de particulas
avaliado para as amostras esta entre 299-392 nm para a amostra de VBM, 233-
417 nm para a amostra de VBU, 328-460 nm para a amostra de VBFM e 350-488 nm
para a amostra de VBFU. A presenca dos elementos Si e Ca nos vidros foi observada
através da analise de EDS, porém, ndo foi detectado o elemento flior nas amostras de
VBFM e VBFU, isso se deve provavelmente ao limite de detecgdo da técnica de EDS.
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Figura 5. 2: Imagens da superficie de vidros bioativos obtidas por MEV e espectros de

EDS das respectivas regides para as amostras (a) VBM, (b) VBU, (c) VBFM, e (d)
VBFU.
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A topografia e morfologia das amostras também foram analisadas via Microscopia de
Forca Atdmica (MFA). A forma esférica foi confirmada e a faixa de didmetro de
particula obtida por esta técnica para a amostra de VBM foi de 582-1000 nm, para a
amostra de VBU foi de 406-567 nm, para a amostra de VBFM foi de 296-566 nm e

para a amostra de VBFU foi de 213-434 nm, como é apresentado na figura 5.3.

O fato de as particulas de vidro bioativo sintetizadas serem esféricas propicia
propriedades fisico-quimicas e biolégicas aprimoradas em comparacdo aquelas
sintetizadas com morfologia irregular (HU et al., 2014). Além do mais, um material com
morfologia irregular pode causar microcortes e microlesdes no local do implante,
aumentando o tempo de cicatrizacdo, o que pode ser evitado quando usados
materiais com morfologia esférica (ABBASI et al., 2015; LINS et al., 2018). Sabe-se
ainda que a adesédo e proliferacdo celular em materiais com morfologia esférica &
maior quando comparados aos materiais com morfologia irregular, uma vez que as
células poderao se aderir e espalhar com maior facilidade devido a menor barreira
fisica que impeca seu movimento (LEVY et al., 2007).

Figura 5. 3: Imagens de MFA das particulas de (a) VBM, (b) VBU, (c) VBFM, e (d)
VBFU.

A distribuicdo de tamanho de particulas das amostras em suspensédo foi obtida por
andlise de DLS (Fig. 5.4). A andlise cumulativa, sintetizada na Tabela V.2, mostra um

didmetro médio de particulas maior do que 100 nm, o que indica tamanho de particula
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submicrométrico, como descrito na literatura (JONES, 2015). O indice de
polidispersividade (PDI) obtido na analise é de aproximadamente 0,30, apontando que
h& uma distribuicdo homogénea de tamanho de particulas em suspensdao (MOREIRA
et al., 2018).
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Figura 5. 4: Distribuicdo de didmetro de particulas por andlise de DLS para as
amostras de (a) VBM, (b) VBU, (c) VBFM, e (d) VBFU.

Tabela V.2: Diametro médio de particula por andlise DLS e indice de

polidispersividade

Amostra Diametro médio de particula (nm) indice de polidispersividade
VBM 197 +23 0,30
VBU 234 +20 0,22
VBFM 390 +41 0,35
VBFU 235 +23 0,28

As técnicas de MEV e MFA foram escolhidas para fins de andlise qualitativa da faixa
de tamanho das particulas sintetizadas, pois para essas analises ndo foram

empregadas repeticbes estatisticamente significativas nas medi¢cdes, o que pode
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indicar valores que nao representem o tamanho médio real das particulas nas
amostras. Contudo, a técnica de DLS é uma técnica precisa para andlise do tamanho
de particula de materiais. Ademais, os resultados obtidos por DLS foram estimados
apos 10 (dez) medicdes, 0 que garante maior confiabilidade dos resultados. Desta
forma, neste trabalho utilizou-se os resultados obtidos através da analise de DLS para
comparagdo do tamanho de particula das amostras sintetizadas via agitacdes

mecanica e ultrassdnica, com e sem adi¢éo de ions fluoreto.

E possivel identificar que ha diferenca significativa entre as faixas de tamanho de
particula das amostras produzidas sob agitacdo mecéanica e das amostras produzidas
sob agitacdo ultrassbnica. As amostras produzidas sob agitacdo mecénica
apresentaram variacdo de tamanho com a adi¢cdo do fllor na sua composi¢cao, uma
vez que variaram entre 197 nm (VBM) e 390 nm (VBFM), enquanto o tamanho de
particula das amostras produzidas sob agitacdo ultrassdnica apresentou maior
consisténcia de valores, com variacdo entre 234 nm (VBU) e 235nm (VBFU).
Possivelmente, esta diferenca estd relacionada as condigbes de sintese que os
reatores proporcionaram as suspensdes, como a variagdo de temperatura no inicio e

no final da sintese.

Neste trabalho as temperaturas de inicio e término de sintese foram aferidas e
constatou-se que sob agitacdo mecéanica a temperatura da suspensdo permaneceu
constante a 25 °C. J& na agitacdo ultrassbnica, observou-se que houve aumento de
temperatura, uma vez que a temperatura inicial foi de 25 °C e a temperatura final foi de
52 °C. A sintese através de agitacdo ultrassnica proporcionou condi¢ées reacionais
diferentes das condi¢des de sintese através de agitagdo mecanica, pois o principio de
sonocavitacdo aumenta a temperatura do meio, criando bolhas de gas, que agem
como nanoreatores, onde a sintese acontece mais rapidamente (OLIVEIRA et al.,
2014). Estudo de metodologia de mistura na sintese de particulas de silica realizado
por Rahman e colaboradores (2007) mostrou que sob agitagdo mecénica com
temperatura de sintese a 25 °C e sob agitacdo ultrassénica onde a temperatura de
sintese subiu para 50 °C, houve diminuicdo do tamanho de particula do material, que
foi justificada por um aumento da taxa de nucleacéo da silica, levando a diminuicao
no tamanho de particula (RAHMAN et al., 2007). Contudo, no presente trabalho nao foi
possivel observar diferencas consistentes nos tamanhos de particulas encontrados,

uma vez que os tamanhos de particula para amostras sintetizadas via agitacdo
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ultrassénica (VBU e VBFU) foram similares e os resultados obtidos em relacdo aos
vidros de mesma composic¢ao. Ainda, o vidro produzido por agitagdo mecéanica (VBM)
e o vidro produzido por agitacdo ultrassénica (VBU), mostraram que houve alteracdo

do tamanho de particula com a alteracdo da metodologia de agitacéo.

A sintese empregada neste estudo foi adaptada de Hu e colaboradores (2014). Os
dados obtidos pelos pesquisadores mostraram que o didmetro médio das esferas
submicrométricas de vidro bioativo obtido foi de 264 nm (HU et al., 2014). Portanto, as
amostras VBM, VBU, VBFM e VBFU estdo em valores médios de diametros
congruentes ao esperado de acordo com a literatura.

5.2.2 Andlises das caracteristicas estruturais por FTIR, DRX, composicao
quimica e adsorcéao de Nitrogénio

Os espectros de FTIR dos vidros produzidos podem ser observados na Figura 5.5 e as
principais bandas de absorcado estéo listadas na Tabela V.3. As quatro composi¢oes
de vidro bioativo produzidos apresentaram espectros com as bandas tipicas de VB. A
banda na regido de 1500-1600 cm™ é comumente associada a grupos -OH presentes
na agua, assim como a banda na regido 1630-1450 cm™ é associada ao carbonato, e
ambos estariam adsorvidos nas superficies dos materiais. A banda centrada em
1090 cm™ corresponderia ao estiramento assimétrico de Si-O-Si e a banda centrada
em 965 cm™ ao Si-O- (Si-O-ONL) com um oxigénio néo ligante (ONL) por tetraedro de
SiO4. A banda de 800cm™ pode ser associada ao estiramento simétrico vibracional de
Si-O-Si. A banda centrada em 467 cm™ pode estar relacionada a vibragéo de Si-O-Si e
também ao Si-O de vidro amorfo. Observa-se uma pequena banda em 1160 cm?,
sendo associada a presenca do estiramento assimétrico de P-O. As ligacdes P-O
relacionadas a vibracdo assimétrica do grupo PO.* estariam na banda em 560 cm™
(BARRIONI et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2013).
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Figura 5. 5: Espectro FTIR dos vidros bioativos produzidos (2000- 450 cm™): (a) VBM,;
(b) VBU; (c) VBFM,; e (d) VBFU.

Tabela V. 3: Principais bandas vibracionais associadas aos vidros bioativos.

Material Namero de onda (cm™)  Atribuicéo Referéncias
1500-1600 Deformacgédo -OH de (@)(b)
agua adsorvidas
1630-1450 Estiramento CO3* (a)(b)
carbonatos adsorvidos
1090 Estiramento assimétrico  (a)(b)
VBM . .
de Si-O-Si
VBU . .
965 Estiramento Si-O (@)(b)
VBFM
800 Estiramento simétrico (a)(b)
VBFU
vibracional de Si-O-Si
467 Vibracao de Si-O-Si (@)(b)
1160 Estiramento assimétrico  (a)(b)
de P-O
560 Ligagbes P-O (@)(b)

(a) (BARRIONI et al., 2017); (b) (OLIVEIRA et al., 2013)
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Poucas diferencas séo significativas entre os espectros de VBM, VBU, VBFM e VBFU.
E possivel, porém, identificar que a banda de Si-OH, centrada em 965cm™, dos vidros
contendo ions fluoreto em sua composi¢do, possuem maior intensidade que a mesma
banda nos vidros sintetizados sem ions fluoreto em sua composicdo. Possivelmente, a
intensidade dessa banda sofreu alteracdo devido a presenca de ions fluoreto nas
particulas de VBFM e VBFU (LUSVARDI et al., 2009). Quando o CaF; é adicionado,
ele tende a romper a estrutura do vidro (OWENS et al., 2016), 0 que aumentaria a
guantidade de grupamentos Si-OH na estrutura do vidro e, consequentemente, a
intensidade desta banda seria mais proeminente em espectros de FTIR.

Os padrdes de difracdo de raio X obtidos para as amostras VBM, VBU, VBFM e VBFU
sdo mostrados na Figura 5.6. Através dos padrdes encontrados é possivel confirmar a
natureza amorfa do vidro, pois hd um halo disperso em 26 entre 20° e 40°. A condig¢ao
amorfa & importante para que haja uma liberacdo com taxa controlada dos ions
incorporados na rede do vidro, de modo que a bioatividade do mesmo seja garantida e
modulada (LINS et al., 2016). Para as amostras de vidro contendo ions fluoreto em
sua composicao € possivel visualizar picos de cristalinidade em 20 préximos a 28°,
47°, 55°, 68°, 76° e 87°. Estes picos sdo caracteristicos do fluoreto de célcio (CaF>),
Figura 5.6(i). A principal razdo para o aparecimento destes picos seria a precipitacdo
do sal de CaF; na superficie das particulas apds a sintese. Desse modo, a presenga
de picos de CaF; nos padrées de DRX poderia indicar que parte do fldor nao foi
incorporado na estrutura das amostras de VBFM e VBFU. Outra justificativa seria que
esses picos indicam a presenca de CaF* nas particulas. Uma vez que a fonte de ions
fluoreto na sintese dos vidros foi o ja citado composto ibnico CaF, e que o flior ndo
realiza ligacé@o direta com o silicio, os ions fluoreto podem ser incorporados através da
coordenacéo de ions de fltor (F) com ions de célcio (Ca?"). O composto idnico Ca?'F
(ou CaF*) formaria, entdo, nanoaglomerados nas particulas que aparecem como
cristalinidade nos padrdoes de DRX (RABIEE et al., 2015). Porém a distingdo de qual
espécie ou espécies estao presentes s6 poderia ser confirmada através de analises de
técnicas mais especificas tal qual a Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios
X (XPS), em que sdo obtidos a composi¢do elementar, o estado quimico e eletrénico

dos elementos presentes na superficie das amostras.
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Figura 5. 6: Espectros de DRX para as amostras de (a) VBM, (b) VBU, (c) VBFM e (d)
VBFU e para o composto (i) CaF.. Os * indicam a presenca de picos nos espectros.

A andlise de FTIR mostrou que apesar de uma maior descontinuidade na rede dos
vidros contendo ions fluoreto (maior intensidade da banda de Si-OH), o que indicaria a
presenca de flior na estrutura do material, a analise de DRX elucida que a presenca
de ions fluoreto na superficie das particulas esta intimamente relacionada a
precipitacdo do sal de CaF. nos VBFM e VBFU. Portanto, a partir das analises de
FTIR e DRX néo é possivel afirmar que houve incorporacdo de ions fluoreto em alta

gquantidade na estrutura do material.

As caracteristicas de &rea superficial, volume e tamanho de poros foram analisadas
através da técnica de adsorcao de N, pelos métodos BET e BJH, respectivamente. A
Figura 5.7 traz as isotermas de adsorgcdo-dessorcdo e o perfil de distribuicdo de
tamanho de poros (grafico inserido) obtidos através das andlises. As isotermas de
adsorcao-dessorcao de todas as amostras foram identificadas como do tipo IV, que
sdo proprias de materiais com caracteristica mesoporosa, tipicos de materiais

sintetizados na presenca de CTAB, nos quais 0s poros encontram-se na faixa de 2-
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50 nm (ZHENG; BOCCACCINI, 2017). A importancia dada a materiais nesta faixa de
porosidade se d& por apresentarem indugdo, nucleagéo e cristalizacdo mais rapida e
em maior quantidade de camada de hidroxiapatita carbonatada em meio fisiolégico,
uma vez que possuem alta area superficial (LEE et al., 2016; MELCHERS et al., 2016;
PEREIRA; HENCH, 1996). Os loops de histerese das isotermas séo do tipo H1, o que
indica que os poros estdo em formato de canais cilindricos (ALOTHMAN, 2012;
MELCHERS et al., 2016).
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Figura 5.7: Isotermas de sorcdo de nitrogénio e distribuicbes de tamanho de poro
(grafico inserido) para (a) VBM, (b) VBU, (c) VBFM, e (d) VBFU.

A érea superficial especifica obtida pelo método BET, o volume de poros e o diametro
médio de poros estdo presentes na Tabela V.4. A partir da Tabela V.4, infere-se que a
area superficial de vidros produzidos via mesma rota de agitacdo (VBM e VBFM; VBU
e VBFU) apresentaram aumento da area superficial com a adi¢cdo de ions fluoreto a
sintese. Ainda se observa que, independentemente da adicdo de ions fluoreto, as
areas superficiais dos vidros sintetizados por agitacao ultrassénica (VBU e VBFU) sdo

maiores que as dos vidros sintetizados por agitacdo mecanica (VBM e VBFM). A
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proporcdo de aumento das areas superficiais do VBM para o VBU corresponde a 12%,
enquanto a propor¢ao de aumento com a adicdo de ions fluoreto (VBFM e VBFU) para
estes vidros corresponde a 12%, respectivamente. JA a relacdo entre vidros
sintetizados via mesma rota de agitacdo, com ou sem adicdo de ions fluoreto,
corresponde a 25% entre o VBM e o0 VBFM, e a 24% entre o VBU e o VBFU. Entéo, é
possivel afirmar que os vidros sintetizados contendo ions fluoreto em sua composi¢ao
possuem &rea superficial, aproximadamente, 1,25 vez maior que 0s vidros sintetizados

sem a adicdo de ions fluoreto.

Tabela V. 4: Propriedades texturais obtidas pelos métodos BET e BJH para as
amostras VBM, VBU, VBFM e VBFU.

Amostra Area  Superficial Volume Total de Diametro Médio de Poro

(m2/g) Poros (cm?3/g) (nm)
VBM 487 0,62 5,0
VBU 551 0,38 2,8
VBFM 613 0,49 3,2
VBFU 684 0,46 2,7

O volume total de poros obtido pelo método BJH mostrou que o VBM possui 0 maior
volume de poros dentre todos os vidros sintetizados, com valor de 0,62 cm®/g. Neste
trabalho, o volume total de poros € sempre menor, para uma mesma composi¢ao de
vidro bioativo, quando € empregada agitacdo ultrassdnica ao invés de agitacdo
mecéanica. Porém a variacdo de volume total de poros para os vidros com adi¢do de
ions fluoreto € menor, havendo uma reducéo de 6,3% no volume de poros do VBFM
em relagdo ao VBFU, quando comparada aos vidros sem adi¢cdo de ions fluoreto em
sua composicao, em que houve redugéo de 60,8% no volume de poros do VBM para o
volume de poros do VBU, o que indica uma diminuicdo de 10 vezes na variacdo desta

propriedade com a incorporagéo de ions em sintese.

O diametro de poros obtido pelo método BJH mostrou que o VBM possui maior
didmetro de poros dentre todos os vidros sintetizados, com valor de 5,0 nm. Com
relacdo aos vidros sintetizados através de agitacdo ultrassénica, houve uma
congruéncia de valores indicando maior padronizacdo de parametros, enquanto que

para os vidros sintetizados através de agitacdo mecanica, a variacao de diametro de
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poros foi alta, houve uma reducéo de 63,5% com a adicdo de ions fluoreto. O diametro
de poros para os vidros sintetizados por agitacdo ultrassbnica sofre baixissima
variacdo com a adicao de fldor a sua composicdo. Como o flior € um elemento de
pequeno raio ibnico, é possivel que sua incorpora¢cdo nao tenha afetado o tamanho de
poros destas particulas. Observou-se também que as diferentes agitacbes
proporcionaram diferentes valores de diametro de poros, pois houve diminuicdo de
84% no didametro dos poros dos vidros sintetizados através de agitagdo mecéanica para
os vidros sintetizados através de agitacdo ultrassonica. Isto provavelmente ocorreu
devido a juncéo de poros menores formando, assim, poros maiores (BARRIONI et al.,
2017).

Todos os materiais produzidos sdo mesoporosos, 0 que pode levar ao aumento da
taxa de formacédo de hidroxiapatita em suas superficies em meio fisiol6gico, porém a
variagdo do tamanho de poros pode afetar esta taxa de formacgdo, sendo assim,
materiais com caracteristicas texturais com menores variagdes em numero sdo mais
propicios para aplicagfes biologicas - tais quais os vidros sintetizados via agitagéo
ultrassénica (BARRIONI et al., 2017).

A concentracdo de 4,6 mM de CTAB empregada neste trabalho foi a mesma utilizada
em estudo realizado por Hu e colaboradores (2014). Assim, o tipo de isoterma obtido
foi o mesmo em ambos estudos (tipo 1V), enquanto o valor de area superficial foi maior
para as amostras de VBM, VBU, VBFM e VBFU, quando comparado ao valor de
444 mz2/g obtido nas particulas sintetizadas pelos pesquisadores. Ja o diametro médio
de poro obtido pelos autores foi de 5,696 nm, enquanto didmetros menores foram
obtidos para VBM, VBU, VBFM e VBFU (HU et al., 2014). A variacdo entre os valores
da literatura e os valores das amostras aqui obtidos pode estar relacionada com os
parametros de sintese e o tipo de agitagdo empregado, uma vez que no estudo de Hu
e colaboradores (2014) a forma de mistura é identificada apenas como “sob agitagao”,

0 que ndo deixa claro se se trata de agitacdo mecanica, magnética ou ultrassonica.
5.3 Andlise do comportamento dos vidros expostos a SBF
A capacidade de ligacdo com o osso de um material € frequentemente avaliada

examinando a capacidade de formacdo de apatitas na superficie deste material

quando em contato com o fluido corporal simulado (SBF). O SBF € uma solugdo com



51

concentracdes de ions quase iguais as do plasma sanguineo humano (KOKUBO;
TAKADAMA, 2006). Assim, as amostras de vidro bioativo foram imersas em SBF a
37 °C por diferentes periodos de tempo para avaliar o perfil de dissolucao e formacao
de hidroxiapatita e/ ou fluorapatita. Para tal, os vidros apés imersos durante os
periodos de 12 h, 24 h, 5 d, 14 d e 28 d foram caracterizados via MEV, FTIR e DRX.

A modificagdo da superficie das amostras em funcdo do tempo foi observada nas
micrografias de MEV. A morfologia da camada de apatita nos vidros apos imersdo em
SBF nos intervalos de 12 h, 24 h, 5d, 14d e 28 d ¢ demonstrada na Figura 5.8. E
possivel observar que as superficies das amostras a principio (12h e 24 h)
encontram-se mais lisas e homogéneas, passando, em seguida, para uma superficie
aplainada (5 d) que, de acordo com Caluwé et al. (2016), esta relacionada a formagéo
de fosfato na superficie do material (DE CALUWE et al., 2016). Por fim, em 14d e
28 d, é possivel a identificacdo de superficies extremamente rugosas, que sao
referenciadas na literatura como indicio da formagcdo de apatitas na superficie dos
vidros bioativos (PAPPAS et al., 2008).

A presenca de fluorapatita e de hidroxiapatita pode ser diferenciada em micrografias
através de suas respectivas morfologias. A hidroxiapatita exibe uma estrutura
esferoidal em cachos, comumente chama de estrutura “couve-flor’, enquanto a
fluorapatita apresenta estrutura acicular, isto €, em formato de agulhas (SHAH, 2016).
Neste trabalho ndo foi possivel a Vvisualizagdo de estrutura acicular e,
consequentemente, a identificacdo de fluorapatita através de micrografias de MEV. Na
literatura, porém, estudo realizado por Shah e colaboradores (2014) mostrou que a
partir de 7 dias de imersdo em meio de cultura celular, o vidro bioativo 45S contendo
ions fluoreto estimulou a precipitacédo de cristais de fluorapatita nestes meios, cristais

estes que foram visualizados em micrografias de MEV (SHAH et al., 2014b).
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Figura 5. 8: Micrografias de MEV apds 12 h, 24 h, 5d, 14 d e 28 d de imerséo das
amostras de vidro em SBF a 37 °C.
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A Figura 5.9 traz os espectros de EDS das respectivas regibes das micrografias de
MEV apresentadas na Figura 5.8. Na Figura 5.9 é possivel identificar que houve
diminuicdo do pico de silicio (Si) entre os tempos de imersdo de 12 h e 28 d, bem
como aumento dos picos de fosforo (P) e célcio (Ca), o que indica que pode ter havido
precipitacdo de fosfato de célcio e, por conseguinte, formacdo de apatitas na
superficie dos materiais (SHAH et al., 2015). Estas alteracdes mostram 0 mecanismo
de nucleacéo de apatitas, onde hé troca ibnica entre a solugdo e a superficie do vidro
levando a liberagdo de ions Ca,* e PO, dos vidros para o meio, seguida pela
liberacdo de silica soltvel do vidro, a policondensacgéo de grupos silandis e formacgéo
de uma camada porosa rica em silica, 0 aumento da concentragcdo de Ca.* e PO4* na
solucdo, a formacédo de um filme rico em fosfato de célcio amorfo (ACP) e a formagéo
de uma camada de hidroxiapatita pela incorporacédo de anions OH e COs* da solugdo
(GROH; DOHLER; BRAUER, 2014). O elemento flior (F) ndo foi identificado,
provavelmente devido as limitagbes da técnica, portanto ndo podendo-se afirmar
através do EDS se houve ou nado formacdo de fluorapatita nos vidros contendo ions

fluoreto em composicao (VBFM e VBFU) ap6s imersédo em SBF.
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Figura 5. 9: Relacdo dos espectros de EDS das respectivas regibes dos vidros
mostrados na Figura 5.10 apés 12 h, 24 h, 5d, 14d e 28 d de imersdo em SBF a
37 °C.
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A estrutura dos vidros bioativos apds imersdo em SBF foi analisada por FTIR e esta
apresentada na Figura 5.10. De uma maneira geral, ndo foram identificadas diferencas
significativas entre 0s espectros dos vidros apés imersdo, porém, para 0s vidros
contendo ions fluoreto em sua composicdo, é possivel observar que ha uma
significativa reducdo da intensidade das bandas centradas em 1100 cm™ e 475 cm™.
Dito isto, a banda de 1100 cm™ é referenciada como a banda de estiramento de Si-O e
também é associada ao estiramento assimétrico de P-O (1050 cm), pois as bandas
estariam se sobrepondo. Estas bandas também sdo utilizadas para diferenciar a
hidroxiapatita carbonatada formada através do contato do material com a solucéo de
SBF, daquelas bandas relacionadas ao préprio vidro (BARRIONI et al.,, 2017). A
banda centrada em 960 cm? esta relacionada ao estiramento simétrico de PO.%,
enquanto a banda de estiramento assimétrico de PO.,* estad localizada em 475 cm™
(BARRIONI et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2013). A banda centrada em 800 cm™ é
relacionada a vibracdes de Si-O-Si em vidros antes do contato com SBF (0Oh), porém
apos imersao em SBF esta mesma banda é associada a grupos Si-OH formados apés
troca i6nica dos ions presentes na solugéo e dos ions modificadores do vidro, o que
indicam a formacdo de uma camada de silica gel na superficie dos vidros (GROH,;
DOHLER; BRAUER, 2014; MOZAFARI et al., 2010).
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Figura 5. 10 : Espectros de FTIR obtidos apds imersao das amostras em SBF por
12 h,24 h,5d, 14 d e 28 d. (a) VBM; (b) VBU; (c) VBFM; (d)VBFU.

A Figura 5.11 mostra os padrdes de DRX das amostras de vidro apds imersdao em
SBF. As amostras de VBM e de VBU apresentaram condicdo amorfa até 5 dias de
imersdo. A partir do 14° dia é possivel identificar um pico de cristalinidade na amostra
de VBM referente a cloreto de sodio, possivelmente houve precipitagdo deste sal a
partir da solu¢cdo de SBF. O padrdo de DRX para ambas amostras, VBM e VBU,
apresenta picos em 20 em 31°, que esta relacionado a formacgado de hidroxiapatita
carbonatada (JCPDS 19-272), o que confirma a formacdo de HAC na superficie das
amostras apds imersdo em SBF, assim como visualizado através das ligagbes
guimicas propostas de FTIR (SRIRANGANATHAN et al., 2017). ApGs os tempos de
imersdo de 12h, 24h, 5d e 14d as amostras de VBFM e VBFU apresentaram condi¢éo
amorfa em 20 entre 15° e 35° e picos de cristalinidade referentes a fluoreto de calcio
(JCPDS 35-816), possivelmente por causa da precipitacdo desse sal ap0s a sintese
dos vidros (BRAUER; MNEIMNE; HILL, 2011) . No tempo de imerséo de 28 d ambas



56

amostras, VBFM e VBFU, apresentaram picos referentes a hidroxiapatita carbonatada
e/ ou fluorapatita (JCPDS 31-267), entretanto a distincdo das duas fases é dificultada
pelo carater isomorfico dos dois minerais, assim seus picos estariam sobrepondo-se
(COCCHlI et al., 2012; LINS et al., 2018). Ainda para a amostra de VBFU foi possivel a
identificacdo de fluorita (JCPDS 35-816), forma mineral do fluoreto de célcio, que
ocorre em vidros com alto teor de fltor e baixo teor de fosfato (SHAH, 2016).

( a ) ‘- Cloretodesédio o VBM-284 ( b) - . Cloreto de sédio VBU- 289
0 - Hidroxiapatita ' VBM-14d 0 - Hidroxiapatita ‘ gg;ﬂw
VBM-5d
}v o | VBM- 24h| \ VBU- 24h
o o M‘,’ W] —— VBM- 12n] VBU- 12h
| ¥ L
s w-'ﬁ‘ k"""""""‘ MW»WMwMuwmkw s i \‘N%MW'* MMM e i
« < '\‘r W
3| ™ 3 Mg o Wy ,L
3 \‘"M f\"” Ty W, 3 w A 4 i VAR AN
A
8 b NSA ML o e M S
(7' "", PN <
c c
2 - 2
z A Mibpided  C u\ w M
" M % g : - "\W(MWM AN AN ]
v Aaa
Mm ot M“":w‘ I v I e
T T T T T T T r - T| — T T
60 70 80 90 10 20 30 40 50 60 70 80 90
20 (graus) 20 (graus)
C *- Fluoreto de céicio [ VBFM- 284 d * - Fluoreto de cdicio VBFU- 280
o Hidroxiapatita carbonatada VBFM- 14d + - Fluorita - VBFU- 14d
+- Fluorapatita N VBFM- 54 0 - HC e/ ou Fluorapatita |© VBFU- 5d
|o VBFM- 24h 3 3 = VBFU- 24h
W‘-,»& ; * > : |—— VBFM- 12h 5. »47 A_,,,J.("‘L.Ui .. 33 o . _V§FU_|2_n
' -~ w —_— i
< - S o e
3 Peaddeh b -~ =) Y 2
:.; o T Ty Pl LSS Tb., PR P AP 5 l'\'---\.- .u""’ ':'\»»ww» A iy ittt
: | : C
o o |
g W - | » Ll g ), . o
= ‘ I = i [*
B __"“’““"s\ e o | "
e v e e b N\_‘M-“‘ "“"h.&.,\*__‘,,_.. ,_.‘_..’.,.“_.,, At st e e N
\N..WL.....J x \_/‘J..., | \* ” *
' T T T T T T T T T T T =
60 70 80 90 10 20 30 40 50 60 70 80 90
20 (graus) 20 (graus)

Figura 5. 11: Padrdes de DRX de (a) VBM; (b) VBU; (c) VBFM; (d)VBFU imersos em
SBF por 12h, 24h, 5d, 14d e 28d.

Para vidros com baixo teor de fosfato e concentragbes mais altas de flior na sua
composicdo ha uma tendéncia no aumento da formag&o de fluorita ao invés de
fluorapatita, porque ha uma relacdo desfavoravel na proporcédo de Ca/P, uma vez que
a baixa concentracédo de fosfato € um fator limitante para essa formacdo (MNEIMNE

et al.,, 2011; SHAH, 2016). Assim, a presenca de picos referentes a fluorita nos
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padrées de DRX podem estar indicando que parte do fluoreto de célcio ndo foi

incorporado a estrutura dos vidros bioativos (VBFM e VBFU).

Estudo realizado por Lusvardi e colaboradores (2009) mostrou que vidros bioativos
contendo ions fluoreto e sintetizados por rota de fusdo iniciaram a formacgéo de
hidroxiapatita apos 15 dias de imersdo em SBF, informac&o que vai de acordo com os
padrdoes de DRX obtidos. Porém, picos pronunciados de apatita s6 foram identificados
apo6s 30 dias de imersao na solugédo (LUSVARDI et al., 2009). J4 o estudo de Brauer e
colaboradores (2010), sobre imersdo em SBF de vidros bioativos contendo ions
fluoreto, mostrou através de andlises de DRX que houve inicio de formagéo de
apatitas apos a primeira semana de imerséo dos vidros em SBF, mas foi apenas apos
14 dias que estes picos se tornaram mais intensos. No entanto, os padrdes de DRX
neste estudo mostraram picos com aspecto de bandas, o que indicaria que 0s cristais
formados seriam pequenos e de carater altamente desordenado. Este mesmo estudo
mostrou ainda que para vidros com altas concentracdes de ions fluoreto ha
precipitacdo de fluoreto de calcio na superficie das particulas, mesmo apds imersao
em SBF. Isto aconteceria, também, pelo fluoreto de calcio ser um composto de baixa
solubilidade em agua (BRAUER et al., 2010). Outros estudos de imersédo de vidros
bioativos contendo ions fluoreto, como os de Saha e colaboradores (2014) e Saha e
colaboradores (2015), também mostraram através dos padrbes de DRX a possivel
precipitacdo de CaF, nas particulas de vidro bioativo (SHAH et al., 2014b, 2015).
Estes estudos sugerem que a liberacdo de flior de vidros bioativos pode de fato
resultar na formacdo de CaF; ao invés de fluorapatita ou hidroxiapatita na superficie
dos materiais apos imersdo em SBF. Assim, os resultados obtidos neste trabalho
estdo em conformidade aos resultados encontrados na literatura, pois o inicio de
formacdo de apatitas nos vidros contendo ions fluoreto € identificada através de
andlises de DRX na literatura a partir de 14 dias de imersdo do material em meio
fisiolégico simulado. Porém, a consolidacdo da formacdo de apatitas na literatura é

registrada por padrbes de DRX apés 28 dias de imersao, tal como visto neste trabalho.

5.4 Caracterizacdo biolégica in vitro dos materiais

5.4.1 Anadlise de viabilidade celular por MTT
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O ensaio de MTT avalia a viabilidade celular ‘in vitro’ através da analise da atividade
mitocondrial. Este ensaio consiste na capacidade de enzimas desidrogenases,
localizadas nas mitocondrias de células viaveis, em converter o sal de tetrazdlio, de
coloracdo amarela e sollvel em 4gua, em formazan, um sal azul e insolivel em agua.
Assim, a quantidade de formazan produzido € proporcional ao ndmero de células
viaveis no meio (OREFICE, RODRIGO LAMBERT; PEREIRA, MARIVALDA DE
MAGALHAES; MANSUR, 2006) .

Observa-se na Figura 5.12 que os valores apresentados nos controles referéncia
foram similares ao controle negativo e que o controle positivo sempre esteve abaixo de
70%. Além disso, o grafico demonstra que todos os vidros bioativos sintetizados, tanto
via agitacdo mecéanica quanto via agitacdo ultrassénica, possuem viabilidade celular
variando entre 83+ 14% (VBFM) e 102+ 12% (VBU). Todos os vidros estdo em
patamares acima de 70% caracterizando-os como materiais nao-citotoxicos
(BARRIONI et al.,, 2017), poréem ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas entre as amostras comparadas. Desta maneira, nem a metodologia de
agitacdo, nem a adicdo de ions fluoreto ao vidro interferiu na atividade metabolica

mitocondrial das células.
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Figura 5.12: Determinacdo da viabilidade celular pelo método do MTT apds 48 horas
de exposi¢cdo de culturas de células HEK293 T as amostras de VBM, VBU, VBFM e
VBFU. A analise estatistica ndo mostrou diferengas significantes entre 0s grupos

controle e as amostras.
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5.4.2 Ensaio de Calceina

O ensaio de calceina foi empregado para andalise da funcdo citoplasmatica e da
integridade da membrana celular. Através do ensaio de calceina € possivel observar a
viabilidade celular por ocorréncia de células vivas, coloridas de verde. No ensaio, a
calceina é transportada através da membrana citoplasmética por difuséo facilitada.
Intracelularmente, ela é hidrolisada por esterases enddgenas, produzindo um
composto fluorescente. A viabilidade de células por este ensaio ocorre uma vez que
este composto, apos transportado através da membrana celular, liga-se ao célcio
presente nas células vivas e emite comprimento de onda de cor verde na fluorescéncia
(GLAVINAS et al., 2011; MARTIN-PIEDRA et al., 2014).

Neste trabalho foi utilizado o ensaio calceina para validar qualitativamente os
resultados do ensaio de MTT. Esse ensaio € baseado na determinacdo de células
vivas através da fluorescéncia verde (Aex 495 nm, Aem 515 nm). Na Figura 5.13
observa-se que as células HEK293 T em contato com as amostras VBM, VBU, VBFM
e VBFU por 48 horas apresentaram fluorescéncias similares ao grupo controle, ou
seja, alta fluorescéncia verde (células viaveis). Conclui-se a partir dos ensaios
empregados que 0s materiais sintetizados sao potencialmente utilizaveis como
biomateriais, uma vez que ndo apresentaram citotoxicidade as células de rim
embrionario humano (HEK 293 T).
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Figura 5.13: Imagens obtidas por Microscopia Optica de Fluorescéncia do ensaio de
calceina realizado utilizando células de rim humano (células HEK 293 T) expostas por
48h aos diferentes tipos de vidro bioativo produzidos e respectivo controle. (a)
Controle (nenhum tratamento); (b) VBM; (c) VBU; (d) VBFM; (e) VBFU. (Escala =
100 um).
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Considerando todos os resultados apresentados, este estudo mostrou que quando
alteradas as metodologias de sintese no processamento sol-gel, altera-se também o
tamanho de particula e as caracteristicas texturais dos materiais. Os resultados
mostraram que ha influéncia das metodologias de agitacdo na sintese de particulas e,
possivelmente, na incorporagdo de ions fluoreto ao vidro bioativo, mas nao é possivel
afirmar qual o efeito do método de agitagdo na incorporacdo de ions, pois sao dois
eventos que ocorrem concomitantemente. Assim, sdo necessarios mais estudos para
esclarecer como os ions de flior sdo organizados na estrutura dos vidros bioativos
sintetizados. Contudo, os resultados de viabilidade celular indicam que nédo se tratam
de materiais citotoxicos, portanto havendo possibilidade de utilizacdo dos mesmos
como biomateriais. Ja os testes dos comportamentos dos vidros ap0s imersdo em
fluido corporal simulado apontaram que, independentemente da metodologia de
agitacdo empregada e da presenca de ions fluoreto, os VB sintetizados possuem
baixa bioatividade, uma vez que o tempo para visualizagdo de apatitas foi considerado

grande.
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6. CONCLUSOES

As analises de MEV e AFM mostraram que os quatro vidros (VBM, VBU, VBFM e

VBFU) podem ser sintetizados com morfologia esférica.

A caracterizacdo do tamanho e distribuicdo de particulas por DLS indica que as

particulas sédo submicrométricas, da ordem de tamanho de 260 nm, e monodispersas.

A andlise de FTIR confirma que se tratam de materiais com bandas caracteristicas de
vidros bioativos. A analise de DRX confirma a natureza amorfa dos vidros.

A analise de DRX mostrou que ha CaF; precipitado na superficie dos vidros, indicando
que parte dos ions fluoreto pode néo ter sido incorporada aos vidros bioativos.

Nenhuma das composi¢cdes quimicas sintetizadas ou forma de agitagdo causou
citotoxicidade nas células embrionarias de rins humanos (HEK 293 T), o que as

possibilitariam a serem usadas como biomateriais.

Os ensaios de imersdo em SBF mostraram que para todas as amostras hd inicio de
formacéo de hidroxiapatita e/ ou fluorapatita na superficie dos vidros bioativos a partir
de 14 dias de imersédo e concretizacdo no tempo de 28 dias, 0 que 0s caracteriza

como vidros de baixa bioatividade.

Ndo foram observadas diferencas significativas nos resultados das técnicas de
caracterizacdo dos materiais sintetizados pelas duas diferentes formas de agitacao

utilizadas.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudo da influéncia da variacdo dos parametros das agitacdes, como rotacdes por

minuto, ciclo e amplitude nas propriedades fisico-quimicas dos vidros bioativos.

Caracterizar estruturalmente os vidros bioativos por XPS e RMN (Ressonancia

Magnética Nuclear) para melhor compreenséo do papel do flior na rede do material.

Realizar ensaio para andlise de liberacéo de flior em meio fisiolégico simulado.

Realizar sintese de vidros contendo ions fluoreto substituindo todo o nitrato de calcio
por fluoreto de célcio.

Estudo da incorporacdo do fluoreto de célcio em diferentes temperaturas de

tratamento térmico.
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