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RESUMO

Os biomateriais possuem como principal objetivo o suporte, reparo ou regeneracao de
um tecido lesionado com resposta imunoldgica insignificante pelo hospedeiro. Dentre
as mais diversas aplicagdes desses materiais, tem seu emprego na assisténcia a lesoes
no tecido epitelial. Na pele, uma ferida esta associada a ruptura da continuidade de seu
revestimento em funcdo de danos fisicos, e que muitas vezes sdo acometidos por
microorganismos, ocasionando processos septicémicos e até a morte dos pacientes.
Para esse uso, ¢ desejavel a formulacdo de um material que apresente propriedades
como biocompatibilidade e bioatividade, incentivando a cicatrizagdo local, e que
carregue em si o carater antimicrobiano. Um dos materiais com potenciais aplicacdes
para esse fim € o Vidro Bioativo (VB), e seu emprego recente na area de tecidos moles
tem como énfase o seu potencial na aceleracdo de processos de cicatrizacdo e acao
como carreadores de ions terapéuticos. Durante a sintese do VB pela metodologia sol-
gel, ¢ possivel a adigdo de agentes antibacterianos como prata (Ag), cuja efetividade ja
foi extensamente discutida, porém destaca-se a auséncia na literatura da introducdo
desses ions em uma composicao bindria (Si-Ag). Portanto, no presente trabalho, foi
realizado um estudo sistematico da obtengao de particulas esféricas e submicrométricas
de VB com adi¢do de diferentes concentragdes de ions de prata (0, 1, 5 e 10% em mol)
obtidos por uma metodologia sol-gel simplificada e rapida. Os ensaios de ICP
indicaram a presenca de Ag nos VB, e andlises morfologicas de TEM, SEM e tamanho
de particula (DLS) demonstraram a obtencdo do sistema binario (SiO2-Ag>0O) com
particulas esféricas na escala submicrométrica com tamanhos entre 119-220nm. Nas
analises de TEM também foi possivel averiguar a formacao de nanoparticulas de prata
(AgNP), detectadas também por analise de DRX. O Potencial Zeta indicou carga
superficial proxima a -30mV, demonstrando as condi¢des de uma dispersdo coloidal
considerada estavel. Analises de XPS evidenciaram a presenga de Ag', indicando a
probabilidade de incorporagdo de ions prata na estrutura de silicato além de sua
presenca na forma de NP metalicas. Sendo assim, a metodologia sol-gel empregada
apresenta uma maneira rapida e facilitada para a obtengdo de particulas
submicrométricas, esféricas e mesoporosas de VB binario (Si-Ag), com potencial

aplicacdo como bioceramica em curativos compositos.

Palavras chave: vidro bioativo, silica, prata, submicrométrico, antibacteriano.



ABSTRACT

Biomaterials have as main objective the support, repair or regeneration of an injured
tissue, with an insignificant immune response. Among the most diverse applications of
these materials, there is their use in assisting lesions in the epithelial tissue. In the skin,
a wound is associated with the rupture of its coating continuity due to physical damage,
which is often affected by microorganisms, causing septicemia processes and even the
death of patients. For this use, it is desirable to formulate a material that has properties
such as biocompatibility and bioactivity, encouraging local healing, and that carries an
antimicrobial character. One of the possible materials with applications for this purpose
is Bioactive Glass (BG), and its recent use in the soft tissue area is highlighted by its
potential in the acceleration of healing processes and action as carriers of therapeutic
ions. During the synthesis of BG by the sol-gel methodology, it is possible to add
antibacterial agents such as silver (Ag), which effectiveness has already been
extensively discussed, but we have the absence in the literature of these ions
introduction in a binary composition (Si- Ag). Therefore, in the present work, a
systematic study of the obtainment of spherical and submicron BG particles was carried
out with the addition of different concentrations of silver ions (0, 1, 5 and 10 mol%)
obtained by a simplified and fast sol-gel methodology. The ICP assays indicated the
presence of Ag in the BG, and morphological analyzes of TEM, SEM and particle size
(DLS) demonstrated the achievement of the binary system (S102-Ag>O) with spherical
particles in the submicrometric scale with sizes between 119-220nm. In the TEM
analyzes it was also possible to verify the formation of silver nanoparticles (AgNP),
also detected by XRD analysis. The Zeta Potential indicated a surface charge close to
-30mV, demonstrating the conditions of a colloidal dispersion considered stable. XPS
analyzes showed the presence of Ag’, indicating the probability of silver ions
incorporation in the silicate structure in addition to its presence in the form of metallic
NP. Thus, the sol-gel methodology used presents a quick and easy way to obtain
submicron, spherical and mesoporous particles of binary VB (Si-Ag), with potential

application as bioceramics in composite dressings.

Keywords: bioactive glass, silica, silver, submicron, antibacterial.
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Capitulo 1 - Introdugao

1. Introducao

Os biomateriais podem ser denominados como uma classe de materiais, de
origem natural ou sintética, que visam dar assisténcia as funcgdes de um tecido
danificado. Historicamente, a pesquisa desses materiais implantaveis era dirigida tao
somente aqueles de propriedades quase completamente inertes € que reagiam
minimamente com o ambiente bioldgico. Atualmente, esses materiais emergem com
capacidades de propiciar um ambiente quimico e fisico para as células e com papel
essencial em sua adesdo, proliferacao e diferenciacao, auxiliando no reparo de falhas
teciduais (ABBASIAN et al., 2019; BAINO et al., 2016). Dentre as aplica¢des dos

biomateriais, tem-se a sua utilizacdo em lesdes em tecidos moles, como a pele.

A pele ¢ considerada o maior 6rgao no corpo humano e atua como uma barreira
entre o ambiente interno e externo do organismo (MORI; MORIMOTO; TAKEUCHI,
2017). Nesse tipo de tecido, uma ferida est4 associada a ruptura da continuidade de seu
revestimento ou mucosa em func¢do de injurias, doencas ou danos fisicos. Essa lesdo
pode ser subdividida entre feridas de natureza aguda ou cronica dependendo da duragao

e da natureza de seu processo de cura (DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015).

Lesdes agudas sdo associadas a feridas stbitas cujo tempo de cura esperado
estd geralmente entre 8 a 12 semanas. Essa faixa temporal ird depender do tamanho,
da extensdo e da profundidade da lesdo causada na epiderme e na derme. J4 as feridas
cronicas estdo associadas a processos nao normais de cicatrizagdo e que progridem de
maneira desordenada. Esse tipo de ferimento ¢ resultante, por exemplo, de
queimaduras e tulceras de pressio (DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015). Essas
feridas se tornaram nos ultimos anos um dos grandes desafios a saude publica e
também um grande causador de amputagdo de membros. E estimado que feridas
cronicas atinjam de 2 a 4,5 milhdes de pessoas nos Estados Unidos, ocasionando um
custo econdmico de US$ 25 bilhdes por ano. Valores tdo elevados estdo associados ao
envelhecimento da populacdo mundial e a maior incidéncia de doengas como a
diabetes, aumentando-se a necessidade de investimentos na area da cicatrizacao de

feridas (DERAKHSHANDEH et al., 2018).
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Em um comércio em crescente ascensao, a tecnologia que envolve o cuidado
de feridas pode alcangar at¢ US$15 bilhdes, enquanto a ciéncia de prevengdo de
cicatrizes de pele representa valores proximos de US$12 bilhdes (HAN; CEILLEY,
2017). Mesmo com o enorme montante que envolve o mercado de cuidado de
ferimentos e da preven¢ao de cicatrizes, € com nimeros superiores a 3000 tipos de
curativos disponiveis no mercado, ainda ndo hé relatos de um recobrimento que possa
ser considerado ideal e que atenda todos os requisitos em aplicagdes de lesdes cronicas
(DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015). Considerando-se valores tao elevados no
mercado de cuidado de feridas, ressalta-se a necessidade do desenvolvimento de um
novo material curativo capaz de superar fatores que interferem no processo normal de
cicatrizagdo, auxiliando pacientes e profissionais responsaveis pelo tratamento de

feridas.

Um dos materiais estudados na regeneracdo do Tecido Epitelial ¢ o vidro
bioativo (VB), principalmente cujo ion formador ¢ a silica (Si). Embora sua maior gama
de aplicacdes encontra-se na reparagdo e regeneracdo Ossea em fungdo de suas
propriedades osteocondutivas, estudos de diversos pesquisadores como Miguez, Hench
e Boccaccini (2015), e também de Baino et al. (2016) relatam que as aplicagdes do VB
na area de tecidos moles t€m sido cada vez mais estudadas. Como exemplo, tem-se o
uso desses materiais em reparagdes neuromusculares, cornea artificial, implantes
orbitais, engenharia de tecidos epitelial e cardiaco, tratamento de gastrites, dentre
outras (BAINO et al.,, 2016; ZHENG; BOCCACCINI, 2017). Outros estudos
complementares, realizados por Lin e seus colaboradores (2012) e Groether et. al
(2013) indicaram que materiais inorganicos contendo Si, como pomadas de VB e silica-
gel, apresentaram resultados de cicatrizagdo mais rapidos e eficientes quando utilizados

em aplicacdes epiteliais (QUIGNARD et al., 2017).

Além das propriedades bioldgicas atreladas a silica, ressalta-se a necessidade
da contencdo de possiveis infeccdes bacterianas no leito das lesdes da pele. Feridas
crOnicas e pos-cirurgicas exibem longos tempos de cicatrizagdo. Como exemplo, as
queimaduras geralmente apresentam elevados niveis de exsudato, proporcionando
ambiente imido e rico em nutrientes que facilitam o crescimento bacteriano. Ressalta-
se também que a contaminagdo por bactérias em ferimentos na pele ¢ o causador de

elevados indices de mortalidade (SIMOES et al., 2018). Dessa maneira, visando um
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material ainda mais completo e objetivando melhorias nas caracteristicas
antimicrobianas do curativo, se faz necessario a adi¢ao de agentes antibacterianos
durante a sintese do vidro bioativo. Diversos estudos ja relataram a efetividade da
atividade antibacteriana da prata (Ag) (VERNE et al., 2005), ¢ estudos de Bellantone,
Williams e Hench (2002) e Wilkinson (2018) e seus colaboradores relataram que a
introducdo da Ag se torna uma abordagem viavel para conferir uma resisténcia
antimicrobiana em materiais e dispositivos médicos, € que a producao dos VBAg via
metodologia sol-gel permite a obtengdao de um sistema controlado para a liberagao
desse ion (BELLANTONE; WILLIAMS; HENCH, 2002; WILKINSON et al., 2018).
Além de sua forma ionica na rede silicato, € possivel que haja a possivel formagao de
nanoparticula de prata metalica durante a sintese do VB, e mesmo na forma de NP,
ressalta-se o efeito antibacteriano prolongado desse material, sendo utilizado em
diversas aplicagdes médicas como em curativos, bisturis e agulhas (CHEN et al., 2021;

CHERNOUSOVA; EPPLE, 2013; ZHENG et al., 2019)

Diante das necessidades citadas, o presente trabalho visa o desenvolvimento de
um material capaz de ser utilizado no mercado atual de feridas cronicas, com agao
bioativa, auxiliando no processo de cicatrizacdo epitelial, e que traga um carater
antimicrobiano, protegendo o leito da ferida de uma contaminacdo local. Em
combinagdo, a obtencdo das particulas submicrométricas de elevada area superficial
proporciona um aumento da superficie de contato entre o material e o leito da ferida,
potencializando as propriedades supracitadas. Destaca-se a produ¢do do vidro bioativo
binario com incorporagdo de ions de prata por abordagens reprodutiveis e acessiveis.
Até o momento nao ¢ de nosso conhecimento o estudo sistematico da introducao de
diferentes concentragdes de ions prata em particulas submicrométricas de VB (sistema
binario Si0»2-Ag>0), obtidas pela metodologia sol-gel, para potencial aplicacdo em
lesdes cutaneas. Enfatiza-se a capacidade de proliferagdo e migracao de células de
fibroblastos apresentado pelo vidro bioativo a base de silica, auxiliando em processos
de cicatrizagdo, € o carater antimicrobiano dos ions de prata visando a producao de

materiais com caracteristicas adequadas para aplicagdes em lesdes epiteliais.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de particulas esféricas e
submicrométricas de Vidro Bioativo, a partir de um sistema bindrio silica-prata, e a
investigacdo do impacto de diferentes concentragdes desse ion na estrutura do vidro para

potencial aplicacao dessa bioceramica em materiais curativos.

2.2 Objetivos Especificos
e Produzir um sistema binario de particulas submicrométricas de VB com
incorporacdo de ions prata, nas proporg¢des de 0, 1, 5 e 10% em mol, através de uma

rota sol-gel simplificada;

e Avaliar a Composi¢cdo Quimica dos VB obtidos por Espectroscopia de emissao
optica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) e, de maneira complementar,
utilizando-se a Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) acoplado a Microscopia

Eletronica de Transmissao;

e Caracterizar a morfologia e o tamanho das particulas por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET), Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta (PZ);

e Analisar as amostras texturalmente por BET;

e C(Caracterizar as particulas estruturalmente por Espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de Raios-X (DRX) e
Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios-X (XPS).

e Avaliar a liberacao idnica por ICP-OES, com as amostras em triplicata, em diferentes

tempos (0, 4, 8, 24h, 3, 7 e 14 dias).
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3. Revisao Bibliografica

3.1 Pele

A pele ¢ considerada o maior 6rgao no corpo humano e atua como uma barreira
entre o ambiente interno e externo do organismo e, considerando-se o tecido epitelial,
tem-se que seu peso consiste em cerca de 15% em relacdo ao total corporal do ser
humano quando adulto (VIG et al., 2017). Dentre as diversas fung¢des que esse tecido
possui, destaca-se seu papel na regulagdo da temperatura corporea e na prevencao de
perda de liquido, atuando em conjunto com sistema nervoso e anexos, dentre eles os
foliculos capilares e as glandulas sudoriparas e sebaceas (MORI; MORIMOTO;
TAKEUCH]I, 2017).

Esse orgdo ¢ composto por trés camadas denominadas de epiderme, derme e
hipoderme ou tecido subcutaneo (LOSQUADRO, 2017), como pode ser visto na
Figura 1.

Figura 1: Camadas da pele. Fonte: Magalhaes (2018).

A epiderme ¢ a camada mais externa da pele, cuja composi¢do primdria baseia-
se na presenca de queratinocitos, seguida por melandcitos, células de Langerhans e
c¢lulas de Merkel. Essa parte do tecido € responsavel pela umidade, textura e coloragao

da pele. A epiderme ¢ subdividida em quatro estratos, cujas camadas representam a
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maturagdo dos queratindcitos da camada mais profunda até a mais superficial da pele.
Esse processo de queratinizagao permite o desenvolvimento de filamentos da proteina

queratina, responsavel pela composi¢do primaria da epiderme (LOSQUADRO, 2017).

A camada mais profunda desse tecido ¢ denominada de estrato basal, composto
por células tronco (c€lulas basais), geralmente com a espessura de apenas uma célula.
Nessa regido inicia-se a divisao para formagdo dos queratinocitos. A segunda camada
¢ denominada de estrato espinhoso, em que os queratindcitos comecam a formar
ligagdes intercelulares, migrando entdo para a terceira camada, denominada de
granulosa. Nesse estrato, os filamentos de queratina comegam a se agregar, resultando
em estruturas mais complexas. Por fim, tem-se a camada mais externa e compacta da
epiderme, denominada de estrato cérneo e local de conclusdo da queratinizagdo

(LOSQUADRO, 2017). A estratificagdo da epiderme pode ser visualizada na Figura 2.

Anatomia da Epiderme
Células mortas J /\

descamando na
superficie da pele

Camada
cornea
Ceratindotos
mais velhos
Camada & movem
granulosa para cima
Camada
espinhosa
Camada

basal

Figura 2: Estratos da Epiderme. Fonte: Magalhaes (2018).

Entre a epiderme e a derme, tem-se uma regido de juncao. A camada basal da
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epiderme (o estrato mais profundo) é conectada a derme a partir de uma membrana

base denominada de jungao dérmico-epidérmica (LOSQUADRO, 2017).

Posteriormente a juncdo intermedidria, inicia-se a derme. Esse tecido estd
situado entre a epiderme e a hipoderme (tecido subcutaneo), e ¢ responsavel pela
variagdo de espessura presente na pele. Sua composicao primaria € a base de colageno,
mas também contém elastina, nervos, vasos sanguineos e glandulas sudoriparas. Nesse
tecido, a célula primaria dérmica sdo os fibroblastos, que produzem colageno, elastina

e outras proteinas relevantes ao tecido (LOSQUADRO, 2017).

Por fim, tem-se a camada mais interna da pele, denominada de hipoderme ou
tecido subcutaneo. Essa regido ¢ composta basicamente de tecido conjuntivo adiposo
(GUERRA; BELINHA; JORGE, 2018) e ¢ responsavel pela conexao entre a pele e os

tecidos mais internos, como ossos ¢ musculos (LOSQUADRO, 2017).

A conexao eficaz entre a pele e os tecidos mais internos, € a manutengao correta
dos componentes da matriz extracelular, das populagdes celulares, de mecanismos
reguladores e do sistema vascular da pele ¢ essencial para o funcionamento eficaz do
tecido epitelial e da homeostase corporal (GUERRA; BELINHA; JORGE, 2018). Em
tecidos saudaveis, os vasos sanguineos maduros sdo cercados por uma membrana
basal, de composic¢ao principalmente a base de colageno tipo IV, em ambiente propicio
a sobrevivéncia das células endoteliais e que permite a estabilidade dos vasos
sanguineos (CARMELIET, 2003). Em situacdes como a cicatrizagao de feridas, vasos
inativos s3o expostos a fatores pré-angiogénicos. A angiogé€nese ¢ um processo
fisioldgico de extrema relevancia durante a cicatrizagdo de ferimentos, uma vez que
fornece o restabelecimento do fluxo sanguineo normal e, consequentemente, permite
o intercambio suficiente de oxigénio e nutrientes, e a remogao de residuos metabolicos
(CARMELIET; JAIN, 2011). Uma falha na regulacdo do crescimento de vasos
sanguineos pode causar lesdes cutaneas, como ulceras (GUERRA; BELINHA;

JORGE, 2018).

3.1.1 Lesoes Cutaneas e Cicatrizaciao

As lesOes cutaneas estdo associadas a ruptura da continuidade do revestimento
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da pele ou mucosa em fun¢do de danos externos. Esses tipos de lesdes podem ser
subdividida em feridas de natureza aguda ou cronica dependendo da duragdo e da

natureza de seu processo de cura (DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015).

Lesdes agudas sdo associadas as feridas subitas cujo tempo de cura esperado
estd geralmente no periodo entre 8 a 12 semanas. Essa faixa temporal ira depender do
tamanho, da extensdo e da profundidade da lesdo causada na epiderme e na derme
(DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015). Ja as feridas cronicas estdo associadas a
processos de cura que progridem de maneira ndo normal. Esse tipo de ferimento ¢
resultante, por exemplo, de queimaduras e ulceras de pressio (DHIVYA; PADMA;
SANTHINI, 2015).

Apo6s a ocorréncia da lesdo tecidual, inicia-se seu processo de reparacdo. A
cicatriza¢do de um ferimento ¢ complexa e dinamica, e a regeneragdo do tecido segue
basicamente quatro fases: (i) imediatamente apds a lesdo, tem-se a coagulacdo e
hemostase; (i) seguida pela inflamagao e inchaco da regido; (iii) como consequéncia,
tem-se a prolifera¢do, em que hé a formacdo de novos tecidos e vasos sanguineos e,
por fim, (iv) a maturacdo, em que hd a remodelacdo tecidual. Essas rea¢des ocorrem
em cascata, de maneira ordenada, e dependem do tipo de ferida, dos tipos de material
empregados no curativo e das condi¢cdes patologicas (DHIVYA; PADMA;
SANTHINI, 2015).

A cicatrizacao em feridas ¢ desregulada quando ocorrem ferimentos cronicos.
Diversos fatores, locais e sistémicos, podem afetar negativamente a cicatrizagdo do
ferimento. Dentre esses fatores, tém-se o aumento de pressdo local, infec¢do, baixa
nutri¢ao e inflamagdo cronica. Para que seja possivel uma cicatrizagdo bem sucedida,
¢ necessaria a oxigenacdo adequada no leito da ferida, assim como a entrega de
nutrientes. Dessa maneira, o tecido do ferimento deve ser vascularizado, evitando-se
também a carga bacteriana e minimizando-se a forma¢ao anormal de exsudato. Além
disso, os ferimentos de origem crdonica apresentam um ambiente hipoxico, propicio e
rico em proteinas, acarretando em elevado risco de infecgdes bacterianas

(DERAKHSHANDEH et al., 2018).

Dessa maneira, o tratamento ideal para cuidado das lesdes cutidneas possui

diversas condi¢des que podem ser subdivididas em: 1) ambiente imido, limpo e quente;
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i1) protecdo do leito da ferida contra traumas mecanicos e infiltragdes bacterianas; iii)
controle do nivel de exsudato; iv) permeabilidade gasosa; v) promog¢dao de um
1solamento térmico; vi) ser nao citotoxico e ndo alergénico; vii) liberagdo de compostos
terapéuticos com perfil ideal de tempo (DERAKHSHANDEH et al., 2018). Esses
requisitos devem ser atendidos na confec¢do de um material a ser empregado como

Curativo Tépico.

3.2 Curativos Topicos

Com o envelhecimento gradual da populagdo mundial e a reducdo natural da
capacidade de funcionamento do corpo, a falha da funcionalidade de tecidos e 6rgaos
resulta em doengas e lesdes, sendo considerado um problema atual e relevante. Alguns
métodos de tratamento para contornar essa problematica incluem dispositivos
mecanicos, terapias, proteses artificiais, enxertos (humanos ou xenotransplantes) e
reparos cirirgicos. Ainda assim, os resultados com essas abordagens nem sempre sao
completamente satisfatorios para o reparo ou regeneracao tecidual (ABBASIAN et al.,

2019).

Uma das ferramentas mais estudadas com o intuito de dar assisténcia as funcgoes
de um tecido danificado sdo os biomateriais, que podem ser de origem natural ou
sintética. Dentre suas especificidades, ¢ necessario que o biomaterial a ser aplicado seja
biocompativel, biodegradavel, possua propriedades mecanicas adequadas a regido
lesionada, com arquitetura adequada e com uma tecnologia de manufatura viavel

comercialmente e reprodutivel (O’BRIEN, 2011).

O tratamento adequado de feridas epiteliais consiste em uma prioridade
internacional, uma vez que a pele atua como protecdo contra agentes externos,
auxiliando na termorregulacdo, equilibrio de fluidos, producdo de vitamina D e
componentes do sistema imunologico, dentre outras fungdes (HARVEY, 2005). Além
disso, doencas cronicas nesse tecido, como ulceras diabéticas nos pés e por pressao,
representa um montante significativo aos gastos publicos no ambito da saude

(DERAKHSHANDEH et al., 2018).

No tratamento dessas feridas, a sele¢ao do curativo depende das caracteristicas



10
Capitulo 3 —Revisdo Bibliografica

do ferimento e de sua aplicabilidade como recobrimento (ABDELRAHMAN;
NEWTON, 2011). A Tabela 1 descreve diferentes usos de curativos no mercado e suas

aplicagdes dependendo da regido lesionada.

Tabela 1: Tipos de Curativos e Indica¢des de Uso. Fonte: Adaptado de Abdelrahman;
Newton (2011).

Tipo de Produto Indicacgoes de Uso Exemplo de Produtos

Feridas superficiais e secas. Pode ser
usado como curativo secundario. N@o
consegue lidar com exsudatos

Filmes
Semipermeaveis

C View; Tegaderm;
Hydrofilm; Opsite

Onde existe risco de adesdo. Pode ser
Contato ndo-aderente  usado como uma camada de transporte
para géis ou pomadas

NA Ultra; Mepitel;
Atrauman

Feridas exsudativas moderadas a pesadas.
Pode ser usado como curativo primario ou  Allevyn; Biatain;

Espumas L. ) .
P secundario. Pode ser usado como Mepilex; Tielle
enchimento de cavidades
) Indicado para feridas secas, necrdticas e Activheal; Intrasite;
Hidrogel

espessas Actiform Cool

Feridas infectadas e criticamente
Antimicrobiano colonizadas. Pode ser usado em feridas
molhadas e secas

Acticoat; lodoflex;
Inadine; Honey

No campo da cicatrizagao de feridas e na regeneragao do tecido epitelial,
conquistas acerca da biologia celular e molecular acarretaram em avangos promissores
nas ultimas trés décadas. Diversos produtos estdo em desenvolvimento enquanto outros
ja estdo disponiveis comercialmente, e estima-se que mais de 200.000 pacientes ja
foram tratados com produtos destinados a pele provenientes da Engenharia de Tecidos

(ET) (ZHONG; ZHANG; LIM, 2010).

Na esfera da ET, existem diversos biomateriais empregados como curativos e
que ultrapassam sua aplicagdo somente como recobrimento na promoc¢do de uma
barreira fisica para a prote¢do da ferida (ZHONG; ZHANG; LIM, 2010). Tanaka,
Nagate e Matsuda (2005) relataram que a gelatina, proteina derivada do colageno, foi
investigada como uma matriz desidratada para a ET epiteliais, na forma de filme ou

espumas. Como resultado na cicatrizacao de feridas, esses materiais promoveram uma
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epitelizacdo e a formacgao do tecido granular.

Ainda que estejam em amplo estudo, existem falhas associadas aos curativos
topicos em uso no mercado, como por exemplo, o ndo impedimento da contracao do
tecido lesado, bem como da formacao de cicatrizes hipertréficas, além do elevado custo
dos curativos, gerando a necessidade de estudos a fim de criarmos novas combinagao
de diferentes biomateriais e técnicas de fabricagdo na tentativa de se eliminar esses

problemas nos processos de cicatrizagao (ZHONG; ZHANG; LIM, 2010).

Considerando-se a necessidade na formulagdo de materiais aplicaveis para a
regeneragao da pele, tratamentos baseados em materiais inorganicos tém sido cada vez
mais empregados em aplicagdes da engenharia de tecidos, como vidros bioativos a base
de silicatos (WANG; CHANG; WU, 2018). Estudos de Jugdoahsingh e seus
colaboradores (2013) relataram que a liberacao de Si de materiais curativos pode estar
associada a sua metabolizagdo na forma de acido ortossilicico em humanos. Pequisas
complementares de Hanasano et al. (2004) indicaram que o Si atinge as células
epidérmicas basais, auxiliando na regulagem de expressdo de fator de crescimento de
fibroblastos (QUIGNARD et al., 2017). Wang e seus colaboradores (2019)
demonstraram que, durante os processos de degradacdo de biocerdmicas a base de
silicato, os ions de Si liberados demonstraram uma aceleragdo em processos de
cicatrizagdo de feridas diabéticas (WANG; CHANG; WU, 2018). Ressalta-se também
a capacidade dos vidros de serem dopados com 6xidos metéalicos como estratégia para
a entrega controlada de ions terapéuticos in situ, auxiliando, por exemplo, na prevencao
de infecgdes (BAINO et al., 2016). Dessa maneira, os vidros bioativos emergem como

material promissor em aplicagdes em tecidos moles.

3.3 Vidro Bioativo

3.3.1 Historico

Em 1969, os pesquisadores Hench, Splinter, Allen e Greenlee foram
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responsaveis pelo desenvolvimento de vidros com composigdes de Na,O — CaO — P,0O;4
— Si0, capazes de formar uma ligacao forte e aderente com o osso. Com essa evidéncia,

iniciou-se uma nova era para os Biomateriais, em que se expandiram os estudos de
materiais que eram caracterizados como ’bioinertes’ para novos materiais considerados
como ’bioativos’. Essa bioatividade foi atrelada as reagdes controladas em meio
fisioldgico, proporcionando ligagdes entre o material sintético do implante e o tecido

vivo (HENCH, 2015).

A descoberta da bioatividade por Hench, Allen e Greenlee resultou, em 1968,
na submissao de uma proposta de pesquisa na US Army Medical R and D Command,
baseado na hipdtese do corpo humano rejeitar materiais poliméricos e metalicos de
origem sintética, formando tecido cicatricial, pelo fato dos tecidos vivos ndo serem
compostos por esses materiais. Dessa maneira, considerando-se que o 0sso contém um
componente de fosfato de calcio hidratado (hidroxiapatita (HA)), os pesquisadores
propuseram que, se um material for capaz de formar uma camada de HA in vivo, ele
ndo deverd ser rejeitado pelo organismo pela semelhanca de suas propriedades com o

tecido original (HENCH, 2015).

A proposta foi realizada apds um ano de testes da hipdtese levantada, por meio
da formulacao das primeiras composicdes do vidro por Hench e aplicadas em ratos a
partir de modelos de implantes femorais projetados por Greenlee. Em 1971 o primeiro
artigo foi publicado no Journal of Biomedical Materials Research com a realizacao de
ensaios in vitro e in vivo que atestaram a ligagao interfacial entre o material implantado

e o osso (HENCH, 2015).

3.3.2 Estrutura

As primeiras composi¢des de vidro bioativo para os ensaios em modelos de
implantes femorais de ratos, realizados a partir das hipoteses de Hench e projetados

pelo Dr. Ted Greenlee (HENCH, 2015), podem ser vistos na Tabela 2.
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Tabela 2: Composic¢ao e propriedade de vidros bioativos e vitrocerdmicas em usos
clinicos para aplica¢cdes médicas. Fonte: Adaptado de Hench (2015).

45SS Biovidro S53P4 A-W Vidro-
Composicao (%
) (NovaBone, PerioGlas, (AbminDent1) Ceramica
peso
Novamin) (BonAlive) (Cerabone)
Na:0 24,5 23,0 0,0
Ca0O 24,5 20,0 44,7
CaFk: 0,0 0,0 0,5
MgO 0,0 0,0 4,6
P20s 6,0 4,0 16,2
SiO2 45,0 53,0 34,0
Apatita, Beta-
Fases Vidro Vidro
Wollastonita e vidro
Classe de
Bioatividade A* A B

Considerando-se as composi¢des estudadas por Hench, o VB de composicao com
45% de silica e produzido através dos tratamentos térmicos de fusdo e recozimento
(HENCH, 2015) apresentou os resultados mais promissores em aplicac¢des clinicas e na
Engenharia de Tecidos e foi patenteado como 45S5 Bioglass®, (GERHARDT;
BOCCACCINI, 2010). Essa composicao consiste em uma rede a base de silica (45% de
Si0,), incorporando-se 24,5% de Na,0, 24,5% de CaO ¢ 6% de P,0s (%m/m) como
modificadores de rede. Essa superficie ¢ considerada altamente reativa em ambiente
fisioldgico principalmente em fungdo da relagdo comparativamente alta de CaO/P,05 e
as elevadas quantidades de Na,O e CaO na composi¢ao (HENCH, 2015). Diferentes
composi¢des de vidros bioativos e sua ligacdo com o tecido Osseo, inclusive
correspondente ao 45S5 Bioglass®, foram desenvolvidas com o passar dos anos,

conforme pode ser visto na Figura 3.
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SiO, I: Class B bone bonding
Il: Non-bonding (reactivity too low)
Ill: Non-bonding (reactivity too high)
IV: Non glass forming
V: Class A bioactive region

* 4585 Bioglass® composition

Na,O

6% P,0
Figura 3: Diferentes composi¢des de vidros bioativos. Fonte: Adaptado de Hench (2015).

Além disso, estudos prévios demonstram a existéncia de diferentes
composi¢des do vidro com a retirada de so6dio ou com adicdo de elementos
incorporados em sua rede silicato, dentre eles o flior, magnésio e estroncio

(GERHARDT; BOCCACCINI, 2010).

De maneira geral, os vidros bioativos tem natureza amorfa, e sua estrutura ¢
constituida por formadores e modificadores de rede, e também por Oxidos
intermediarios. Sem a necessidade de componentes adicionais, os formadores de rede
sdo capazes de formar a estrutura dos vidros de maneira independente. Como ja
mencionado, tem-se a silica (Si0,) como um dos formadores de rede mais investigado
para os vidros bioativos, seguido por pentdéxido de fosforo (P,0Os) e trioxido de boro

(B,05) (ZHENG; BOCCACCINI, 2017).

Ja& os modificadores de rede alteram a estrutura do vidro ao se acoplar com

atomos de oxigénio, como por exemplo, Si — O — M * em que M * & considerado um
modificador de carater cationico. De maneira geral, esses 6xidos intermediarios podem
atuar como modificadores ou serem incorporados como formadores de rede na

estrutura do vidro (ZHENG; BOCCACCINI, 2017).

Existem dois principais métodos de manufatura dos vidros bioativos, sendo eles
por fusdo (método tradicional) e técnicas por sol-gel. Independente do tipo de

processamento, os vidros bioativos produzidos possuem capacidade de formar fortes
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ligagdes com o tecido dsseo e também com tecidos moles, interagindo com o organismo
hospedeiro, sendo considerados materiais bioativos (GERHARDT; BOCCACCINI,
2010).

3.3.3 Metodologia Sol-Gel

A metodologia sol-gel consiste em um processo na qual precursores sao
misturados e submetidos a reagdes em condigdes controladas. Quando comparado a
metodologia por fusdo, esse processamento permite a obtencdo de particulas de vidro
bioativo com morfologia e tamanho mais definido, além do vidro bioativo fabricado
ser estabilizado em temperaturas relativamente baixas, auxiliando a adi¢do de
biomoléculas durante o processo de sintese (EL-KADY et al., 2012; ZHENG;
BOCCACCINI, 2017). Outra caracteristica positiva desse processamento ¢ sua

versatilidade e a ndo necessidade de uso de equipamentos sofisticados.

De maneira geral, o método sol-gel baseia-se em um processo de quimica imida
para a producdo de materiais. Resumidamente esse processo pode ser dividido entre
hidrodlise e condensagdo de percursores, secagem e estabilizacdo do material final. A
metodologia sol-gel pode ocorrer em condigdes acidas ou basicas, com consequéncias
diretas nas propriedades do material resultante. Como exemplo de alteragdes nas
propriedades finais em fun¢ao das condi¢des do meio, tem-se que se alterando o pH do
solvente, ¢ possivel alcancar diferentes morfologias do vidro (ZHENG;

BOCCACCINI, 2017).

Para a sintese sol-gel do vidro bioativo, usa-se normalmente do tetraetil
ortosilicato (TEOS) como precursor de silicato, enquanto o etanol e/ou agua sdo
empregados como solventes. Em um tipico processamento sol-gel, o TEOS sofre
primeiramente hidrélise e condensagao sob a influéncia de catalisadores, formando as
particulas de SiO,. A adi¢ao de precursores de ions metalicos pode ser feita durante a
hidrolise e condensacao do TEOS ou posterior a formagao das particulas de Si0,. Como
resultado, ¢ obtido um material cuja superficie apresenta um numero razoavel de
ligagdes Si-OH, oferecendo sitios ativos para possiveis funcionalizagdes (ZHENG;

BOCCACCINI, 2017).
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Apds a formagao das particulas, tem-se a sua secagem e tratamento térmico,
formando-se o vidro bioativo (ZHENG; BOCCACCINI, 2017). A Figura 4
esquematiza as etapas envolvidas em uma metodologia sol-gel de um vidro contendo

silica, calcio e fosforo.

PO(OC,H,),
SIOC,H, Ca(NO,),4H,0
>
agitagao gelificagdo envelhecimento
H.,O — S Eee
. ) oo | =) [ | )
| swmmm— , —me— —_—

Secagem ﬂ
Estabilizagao

Si0, 58-Ca0 36-P,0, 6 térmica
vidro por sol-gel @ =

o

Figura 4: Etapas envolvidas em um processamento de vidro bioativo por sol-gel que
contém fosforo e calcio em sua rede. Fonte: Adaptado de Meseguer-Olmo et al., 2002.

Por fim, ¢ possivel a utilizagdo de outras técnicas atreladas ao processamento
sol-gel para auxiliar a produgdo de particulas de vidro bioativo, como por exemplo, o

método Stéber e a microemulsao (ZHENG; BOCCACCINI, 2017).

34.3.1 Sintese de nanoparticulas por sol-gel

Os vidros bioativos possuem uma diversa gama de morfologias, dentre elas, as
nanoparticulas obtidas pela metodologia sol-gel. A Ciéncia dos Materiais determina que
Nanomateriais serdao aqueles cuja dimensao se enquadre na faixa de tamanho de 1 a
100nm. Porém a maioria dos trabalhos que abordam a producdo de particulas
nanométricas de vidro bioativo relatam um tamanho entre 100-999nm, sendo portanto
classificados como particulas submicrométricas. Os vidros bioativos em escala
nanométrica de dimensdes inferiores a 100nm tendem a se aglomerar para grupos que
geralmente ultrapassam esse valor (ZHENG; BOCCACCINI, 2017). Embora ndo se

saiba exatamente o inicio do uso da terminologia submicrométrica, Tufts e Lodge em
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1958 ja desenvolviam técnicas para a identificagdo quimica de haleto e sulfato em
particulas nessas dimensdes (KRC, 1959).

Os vidros nanoestruturados sao materiais promissores como biomateriais em
fun¢do de sua elevada area superficial especifica, pequena dimensdo, alta relagdo
superficie/volume e propriedades de encapsulacio (LEI et al, 2009; ZHENG;
BOCCACCINI, 2017). Estruturas porosas com elevadas areas superficiais auxiliam na
capacidade do vidro bioativo como portador de medicamentos e biomoléculas para
entrega de farmacos e liberagao controlada (ZHENG; BOCCACCINI, 2017). Os VB
também sdo capazes de incorporar ions em sua rede de silicato e atuar como veiculos
para sua entrega local, e que podem auxiliar determinadas fungdes celulares, como por
exemplo, o emprego de ions cobalto para suprimir os fendmenos de hipoxia celular e,
consequentemente, auxiliar na angiogénese (BARRIONI et al., 2018a; BOCCACCINI
etal.,2010). Além disso, suas caracteristicas morfologicas possibilitam sua aplicagdo na
formagao de materiais compositos devido a sua facilidade de dispersdo em matrizes
poliméricas, podendo ser utilizado na criagdo de um revestimento bioativo em implantes
ou mesmo em materiais injetaveis (VICHERY; NEDELEC, 2016).

As NP de vidro bioativo podem ser obtidas pela metodologia sol-gel, e seus
métodos de sintese podem ser principalmente subdivididos em (i) Método catalisado por
bases (método Stober); (ii) Método co-catalisado acido/base; (iii) Pos-modificacdo em
nanoparticulas derivadas de sol-gel; (iv) Método sol-gel assistido por microemulsdo e
(v) Método sol-gel assistido por aerossol (ZHENG; BOCCACCINI, 2017). Um resumo

de todos os métodos de sintese pode ser visualizado na Figura 5.
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Método

i) Stober
catalisado por base

i) Co-catalisado
acido/base

iii)
Pés-modificacao
em NP derivadas de
sol-gel.

iv) Microemulsdo

v) Aerossol

Metodologia

Parametros e
Aplicacdes

Observacoes
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Figura 5: Metodologias de Sintese de NP de Vidro Bioativo por Sol-gel. Adaptado de
Zheng; Boccaccini (2017).

3.3.4 Propriedades e Aplicacées dos VB

Dentre as propriedades relacionadas a bioatividade dos vidros bioativos (VB),
estdo associadas a suas propriedades osteocondutivas, osteoindutivas e também por
poderem estimular a angiogénese, através de variagdes em suas composicoes. Sua
maior gama de aplicacdes encontra-se na reparacao e regeneragao 6ssea em fungao das

propriedades ja citadas (ZHENG; BOCCACCINI, 2017).

Ainda que sejam consolidadas suas aplicagdes na regeneracdo Ossea, suas
aplicagdes na area de tecidos moles t€ém sido cada vez mais estudadas (BAINO et al.,
2016; MIGUEZ-PACHECO; HENCH; BOCCACCINI, 2015), como por exemplo em
sua atividade bioldgica nos estimulos a angiogénese (BARRIONI et al., 2018a) e na
atuacdo como agente antibacteriano (PALZA et al., 2013). Essas propriedades sdo
conduzidas pela liberacao de ions biologicamente ativos de sua estrutura, auxiliando
os processos de cura especifica na cicatrizacao de feridas e na regeneracao de tecidos
moles (MIGUEZ-PACHECO; HENCH; BOCCACCINI, 2015). As aplicagdoes do

vidro bioativo além do sistema esquelético estao presentes na Tabela 3.

Tabela 3: Aplicagdo de Vidros Bioativos em contato com Tecidos Moles. Fonte:
Adaptado de Baino et al. (2016)

Aplicacao Material/Implante Uso Clinico Observacoes

Experimentos em ovelhas e ratos;
) ensaios clinicos em andamento.
Tubo de vidro-fosfato, ] L .
. ) Vidros em tubos e envoltorios
N envoltorio de fibra de vidro- ) :
Reparagao Ensaios  podem ser uma alternativa eficaz ao
fosfato, pacote de fibras de L. ) e
. , Clinicos em  reparo microcirargico do nervo; o
tamanho micro/nano, p6 de .
. Progresso VB pode melhorar as propriedades
vidro de fosfato tamanho N . ,
: mecanicas e liberar ions que podem
micro/nano . C
auxiliar o processo de cicatrizagao
do nervo

Nervo
Periférico
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Suturas poliméricas revestidas
com vidro bioativo dopado
Cicatrizagdo  com Ag, pomadas contendo
de Feridas p6s de vidro bioativo, filmes
compostos com vidro dopado
com Ag.

Experimentos em humanos, caes,
ratos; alguns produtos comerciais
estdo disponiveis. fons liberados
Sim para os VB podem provocar efeito
antibacteriano, antifingico e/ou
angiogénico (muito benéficos para a
cicatrizagdo de feridas)

Os scaffolds foram capazes de

Engenharia . “ . .
de Tecido incorporadas em construgdes  (estudos in  das células musculares e causaram
compdsitas de matriz vitrocom  uma regulacdo positiva dos genes
Muscular o . .
polimérica células) que codificam fatores reguladores
miogeénicos
. N Solubilidade das fibras afeta
Ainda nao . . .
Renaro de (estudos in proliferacdo e crescimento de
) P Fibras de Fosfato . osteoblastos e fibroblastos humanos.
Ligamentos vitro com

células)

Como outros exemplos de aplicacdes desde a invenc¢dao do Bioglass 45S5
(1969), tem-se o tratamento de doencas de ouvido (1977), implantes oculares (1978),
tratamento de cancer (1987), reparacdo do nervo periférico (1998), cicatrizagdo de
feridas (2000), aplicagdes gastrointestinais (2005), engenharia de tecidos
cardiovasculares (2010), dentre outras (BAINO et al., 2016)

Com o intuito de modelar as propriedades antibacterianas dos VB, e
considerando-se que as infecgdes bacterianas sdo responsaveis por complicagdes na
reconstrugdo Ossea € uma das principais causas de mortalidade por lesdes cutaneas
(EL-KADY et al,, 2012; SIMOES et al., 2018), é possivel a inser¢do de ions
terapéuticos na estrutura do vidro bioativo, como por exemplo, ions de prata que
possuem comprovada atividade antibacteriana. (BELLANTONE; WILLIAMS;
HENCH, 2002; KARGOZAR; HAMZEHLOU; BAINO, 2019).

Fibras de fosfato isoladas ou ~ Ainda ndo suportar o alinhamento unidirecional

Proposto simulagao in vitro da
interface osso-ligamento
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3.4 A Prata e suas Aplica¢coes Biomédicas

Atualmente um dos principais desafios clinicos para a eficacia da regeneragao
tecidual consiste nas infec¢des microbianas de implantes em tecidos lesionados. Nesse
sentido, os antibidticos ainda consistem como principal esforco empregado para evitar
o risco de infec¢des bacterianas, embora existam bactérias que apresentem uma
evolucdo na resisténcia a farmacos, comprometendo sua eficacia. Considerando o
aumento gradativo da resisténcia bacteriana a medicamentos, o uso clinico de materiais
com atividade antibacteriana intrinseca a sua estrutura vem sendo cada vez mais

empregado (ZHENG et al., 2019).

Um dos exemplos da constru¢do desses materiais estd na utilizagao de ions
metalicos, que ja sdo amplamente empregados com esse objetivo (ZHENG et al.,
2019). O ion prata (Ag") tem comprovadamente ampla atividade antibacteriana e seus
beneficios terapéuticos ja sdo amplamente conhecidos e na cicatrizagao de feridas, por
exemplo, os cremes topicos contendo prata em sua composicao foram considerados
eficazes como regime antimicrobiano no combate as infec¢des patologicas (KUMAR
et al., 2018). Diante disso, sua incorporacdo em vidros bioativos tende a aprimorar

essa propriedade também nesses materiais (WILKINSON et al., 2018).

Em contato com um ferimento, a prata ¢ capaz de reagir com a umidade da
superficie da pele ou com os fluidos oriundos da ferida, de maneira que os ions
liberados danifiquem o RNA e o DNA bacteriano e, consequentemente, impecam sua
replicagdo. Estudos de Kaya, Cresswell e Boccaccini (2018) alertam que a prata ¢
potencialmente citotoxica quando liberada em elevadas fragdes, sendo necessario um

controle rigoroso de sua quantidade ao ser introduzida no organismo.

A prata pode ser inserida no vidro bioativo utilizando-se a metodologia sol-gel.
A funcionalizagdo da superficie dos vidros pode ser realizada por meio de tratamentos
de troca id6nica, o que possibilita que a estrutura em massa e suas principais
propriedades permanegam inalteradas (KAYA; CRESSWELL; BOCCACCINI, 2018).
Estudos de Nunzio, Newby, e Vern¢ comprovaram que a prata pode ser introduzida
por troca idnica nas camadas mais externas da superficie do vidro, o que garante
propriedades antibacterianas ao material sem alterar significativamente as

caracteristicas intrinsecas do vidro bioativo (DI NUNZIO et al., 2004; NEWBY et al.,
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2011; VERNE et al., 2005). Diversos estudos ja foram realizados com vidros bioativos

a base de silica contendo prata em sua composi¢ao com o intuito de criar materiais com

potencial efeito inibitorio do crescimento bacteriano (ZHENG et al., 2019). A Tabela

4 apresenta composicdes, métodos de sintese e resultados antibacterianos obtidos

desses VB-Ag utilizando-se a metodologia sol-gel.

Tabela 4: Estudo comparativo de vidros bioativos contendo prata utilizando-se a
metodologia sol-gel e seus respectivos resultados antibacterianos. Fonte: Adaptado de

Kaya; Cresswell; Boccaccini (2018).

Método
Referéncia Composicao de Resultados Antibacterianos
Sintese
Bellantone, 76S102, 19Ca0, Efeito bacteriostatico em E. coli com
Coleman e 5P,0s, 3Ag0 Sol-gel crescimento bacteriano reduzido em
Hench 2000 (Yomassa) 0,01%
Concentragdo bactericida minima (99,9%
Bellantone, 76S102, 19Ca0,
o de morte) para VB-Agde 1,0,5¢ 0,5
Williams e 5P,0s, 3Ag0 Sol-gel . .
mg/ml Para E. coli, P. aeruginosa e S.
Hench 2002 (Yomassa) )
aureus, respectivamente
64S10,, 26Ca0, Concentragao bactericida minima de
Balamurugan et
1 2008 10P20s, 5Ag0 Sol-gel VB=Ag: 1 mg/ml para E. coli (> 99% de
al.
(%mol) eficiéncia de morte)
62.3S10;, 28.9CaO0, 4A 2,0 e 8AgO: Concentracao
Palza et al. 2013 8.6P20s,4 ¢ 8Ag2O  Sol-gel  bactericida minima 100-150 mg/ml para

(%Yomassa)

E. coli e 5-10 mg/ml para S. mutans

A prata em dimensdes nanométricas apresenta propriedades fisicas e quimicas

singulares, sendo considerada mais eficaz em finalidades topicas quando comparadas

as suas particulas micrométricas. Esse fato ¢ decorrente de sua maior superficie exposta

a acao de microorganismos (KUMAR et al., 2018). Estudos anteriores ja demonstraram
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0 sucesso na sintetize de nanoparticulas de VB com incorporacdo de ions prata
(VICHERY; NEDELEC, 2016) e a Tabela 5 apresenta composicdes ¢ métodos de

sintese e de vidros bioativos contendo prata em sua estrutura.

Tabela S: Estudo comparativo de nanoparticulas de vidros bioativos contendo prata
utilizando-se diferentes metodologias.

Referéncia Composiciao Método de Sintese
588102, 9P20s5,(33-x)Ca0, xAg,0 .
EL-KADY et Sol-gel rapido
x=1,3,5e10% Ag.O
al., 2012 mediado por alcalis
(Yomassa)
DELBEN et
60510, 36Ca0, 4P,0s5 com 0, 1, 3 e 5Ag20 (%mol) Sol-gel
al., 2009
ZHENG et 875102, 10.4Ca0, 2.6Ag>0O Sol-Gel assistido
al., 2019 (%mol) por microemulsdo

(96.60; 95,61; 95,46; 95.69)S10:,

KOZON et (3.40; 4,26; 4,35; 4,07)Ca0, xAg,0 Método Stober
al., 2016 x=0,12;0,19; 0,24% modificado
(%omol)
80Si0», (20 — x)Ca0, xAg,0
MOUSSA et .
x=0.6,12,3¢4% Sol-gel modificado
al., 2018
(Yomassa)
58Si0,, 33Ca0, 9P,0s, 0Ag,0
58Si0,, 28Ca0, 9P,0s, 5Ag0
EL- (Sol-gel convencional) Sol-gel
RASHIDY et 508103, (50-x)Ca0, xAg,O convencional e
al., 2018 x=0, 5% Stober modificado

(Método Stober modificado)

(Yomassa)
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UR
518102, 20Ca0, 20Nax0, 4P,0s, SAg0
RAHMAN et Sol-gel
(Yomol)
al., 2020

MARSH et 58.6Si0;, 24.9Ca0, 7.2P,0s, 4.2A1,03, 1.5Na2O,  Sol-gel e método de
al., 2019 1.5K>0, 2.1Ag>0O (%massa) modelo de sacrificio

Além da atuagdo antibacteriana apresentada pela prata na forma ionica, estudos
de Chen e seus colaboradores (2021) e Zheng et al. (2019) demonstraram a eficacia
antimicrobiana da prata na forma de nanoparticulas metalicas formadas durante a
sintese de vidros bioativos. A coexisténcia dessas diferentes formas de prata em VB
acarreta em uma atividade antibacteriana sustentada em func¢ao das nanoparticulas de
prata, que sdo consideradas como depositos de ions Ag, além da agdo antibacteriana
em temos relativamente curtos caracteristica desses ions (CHEN et al., 2021; ZHENG

etal., 2019)

Para aplicacdes antibacterianas, ressalta-se ainda que o sistema binério Si-Ag
se faz vantajoso, uma vez que a silica (SiO2) pode ser utilizada como matriz
estabilizadora para impedir a agregacdo das particulas de prata. Além disso, as
particulas de Si10; possuem elevada estabilidade quimica e térmica, sdo biocompativeis
e atuam como excelente sistema para liberagao de agentes antibacterianos, como ions

Ag" (MOSSELHY et al., 2017).

Embora a introducao desse ion metéalico seja considerada como um dos
métodos mais satisfatorios para conferir um aspecto antimicrobiano a materiais e
dispositivos médicos (BELLANTONE; WILLIAMS; HENCH, 2002), ressalta-se até
o momento a auséncia de um estudo sistematico da composi¢ao binaria de particulas
submicrométricas de vidro bioativo (silica-prata) obtido por metodologia sol-gel para

aplicagdes em cicatrizagdo de ferimentos cutaneos.
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4 Procedimento Experimental

A metodologia desse estudo foi subdividida em duas etapas, a primeira

referente a  sintese de particulas submicrométricas de vidro bioativo com a

incorporagdo de ions prata por meio da técnica sol-gel, e a segunda com enfoque na

caracterizagdo quimica, estrutural, morfologica e textural dos diferentes VB obtidos.

Dessa maneira, o fluxograma presente na Figura 6 sumariza as etapas do presente

trabalho.
Sintese do VB
Metodologia
Sol-gel
'
Caracterizagdo
dos Sistemas
Analise C(;mposig;io Analises Morf(')lﬁgicas ede Andélises 'Texturais
Quimica — Distribui¢ao de Tamanho
de Particulas
| Adsorgdo de
- ICP-OES -  MEVIEDS * Nitrogénio
- METIEDS
- DLS

- Potencial Zeta

Figura 6: Fluxograma das etapas do Procedimento Experimental.

Andlises Estruturais

FTIR

DRX

XPS

Anélise de' Liberacdo
I6nica

ICP-OES
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4.1 Materiais

Todos os sais e reagentes foram utilizados em grau analitico (P.A) e para a
composi¢do de todas as solugdes foi utilizada Agua Deionizada (H20/milli-Q, com
resistividade minima de 18,0M.cm a 25°C).

Para a sintese do vidro bioativo, foram utilizados Tetraetilortosilicato (TEOS:
CsH2004S1 - 98% de pureza, Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) como precursor da silica,
hidroxido de amoénio NH4OH (Synth), Brometo de Cetiltrimetilamonio (CTAB)
(CH3(CH,)1sN(Br)(CHs)s, de peso molar 364,46 g.mol™! — 99% de pureza, Vetec) como
agente surfactante catidnico, Alcool Etil Absoluto (ETOH, CoHsO- 95% de pureza,
Synth) atuando como solvente e Nitrato de Prata (AgNO3, ACS reagent > 99,0% da

Sigma-Aldrich) como precursor da prata.

4.2 Sintese de Particulas Submicrométricas de Vidro Bioativo

contendo Prata por Processo Sol-Gel

A sintese das particulas submicrométricas de vidro bioativo foi adaptada a partir
da metodologia sol-gel simplificada empregada por Hu e seus colaboradores (2014) e
adaptada por Mosqueira et al (2020), em que visou-se a obtencdo de um sistema binario
Si-Ag utilizando como precursores TEOS e AgNO;3 (HU et al., 2014a; MOSQUEIRA et
al., 2020). As composigdes nominais dos vidros bioativos produzidos estdo descritas na
Tabela 6. Para a selecdo das composi¢des no presente trabalho, os valores referéncia
foram baseados em estudos presentes na literatura (CHEN et al., 2021; DELBEN et al.,
2009; MOUSSA et al., 2018). Embora as composi¢des variem em relagdo ao % (mol) de
Ag, os vidros dos diferentes estudos geralmente apresentaram composi¢des terndrias que
contém fosforo e calcio e sdo obtidos por outras formas de processamento. Assim,
denotou-se a auséncia na literatura de um estudo sistemdatico com diferentes %Ag (mol)

em um VB binario Si-Ag.
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Tabela 6: Composicao nominal (%mol) das amostras de Vidro Bioativo.

Amostras  Composiciao (Y%omol)

VB 100%Si0,

VBlAg 99%Si0, e 1%A g0
VBSAg 95%Si01 ¢ 5%Ag:0
VBIOAg  90%SiO; e 10%Ag,0

A Figura 7 apresenta a sucessdo de etapas e os tempos de adigcdo dos reagentes

para a producdo dos vidros com e sem adi¢do dos ions prata em sua composi¢ao.

4 Y

VB VB1Ag VB5Ag VB10Ag

¥ A A

y

Figura 7: Fluxograma das etapas da Sintese das particulas submicrométricas de Vidro
Bioativo com incorporagao de ions prata.

Posteriormente a adigdo dos reagentes e a agitacdo das solugdes por um periodo

de 3 horas, foi realizada a centrifugacdo das amostras por 15minutos, utilizando-se a
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centrifuga para 4 tubos, modelo Q222T104 da Quimis, com velocidade méxima de
3400rpm, descartando-se o sobrenadante para a obtengao das particulas. Por fim, os VB
produzidos foram submetidos a processos de secagem em estufa a 60°C por um periodo

de 24 horas.

ApoOs secagem as amostras foram posicionadas em um cadinho de alumina e
inseridas na mufla, sendo tratadas termicamente em uma temperatura de 650°C ao longo
de 180 minutos com uma taxa de aquecimento de 2°C.min"!, visando a remog¢io do CTAB

por calcinagdo e a estabiliza¢dao da prata no sistema.

4.3  Caracterizacoes das particulas de VB

4.3.1 Estudo da Composi¢io Quimica por Espectrometria de emissao

optica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES)

As composig¢des das particulas submicrométricas produzidas foram analisadas por
meio de ICP-OES no equipamento Perkin Elmer AAnalyst 300, com comprimento de
onda de 338,3nm, fenda de 0,7mm e corrente de lampada de 12mA. Para evitar a possivel
precipitagcdo da prata na forma de AgCl devido ao meio clorado, comumente utilizado
para a analise no ICP-OES, a metodologia adaptada efetuou a dilui¢do das particulas
submicrométricas apenas em HNO3, criando uma forma de abertura para o silicio e para
a prata capaz de ser lida pelo equipamento. O material de referéncia para a silica foi o
padrdo IPT 63, composto por 96% de SiOz. Dessa maneira, realizou-se uma digestao por
HNOs3, em que inicialmente pesou-se 0,1g de cada amostra, transferindo-as para o tubo
de vidro, onde foi adicionado 5,0 mL de HNO3 concentrado. Os VB foram inseridos no
bloco digestor por 2 h a (80 + 5)°C e, em seguida, o contetido foi transferido
quantitativamente para um baldo volumétrico de 100 mL e avolumado com &gua
ultrapura (18,2 MQ.cm a 25°C). O meio da curva e dilui¢do das amostras provenientes

da digestao foi em HNO3 5% v/v.

4.3.2 Caracterizacao Estrutural
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4.3.2.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

(FTIR)

Com o intuito de se investigar os grupos funcionais dos diferentes VB, foram
realizadas analises de espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier FTIR (Bruker Alpha) em cada uma das amostras solidas com a técnica de
reflectancia total atenuada ATR (Attenuated Total Reflectance), utilizando-se um

cristal de diamante, resolugiio 4cm™' e 128 varreduras. A faixa de trabalho empregada

foi de 4000 — 400cm .

4.3.2.2 Difracao de Raios-X (DRX)

A andlise das fases cristalinas das particulas submicrométricas de VB com
incorporagdo de ions de prata foi realizada por meio da Difracdo de Raios-X (DRX).
As amostras foram caracterizadas no equipamento Phillips PW1700, radiagao Cu-K
com A=1,54018A, a 40kV.40mA"', em modo de varredura e eixo de transmissio de 26.
O angulo de varredura foi de 4,05 — 89,95°, com um passo de 0,06° e tempo de aquisi¢ao

de 1,5s.

4.3.2.3 Espetroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios-X (XPS)

A anélise de XPS foi conduzida utilizando-se o equipamento Amicus, Kratos, com
radiagdo Mg-K-alfa e 120 W. As condic¢des para o ensaio podem ser descritas por uma
inspe¢do no intervalo entre 0-1100 eV, passo de 1 eV, tempo de permanéncia de 100 ms
e varredura igual a 1. O intervalo de inspe¢ao empregado variou para cada um dos
elementos, utilizando-se o necessario para que os picos fossem centralizados durante a
andlise. Os valores de passo e tempo de permanéncia também foram dependentes do
elemento, utilizando-se a definicdo do equipamento para cada componente analisado,
enquanto os valores de varredura visavam a melhoria do sinal-ruido.

Para a construg¢do dos graficos de XPS, foi utilizado a linha correspondente ao
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carbono C 1s, com valores de 284,8eV, corrigindo dessa maneira os deslocamentos
remanescentes de energia de ligacdo (BE — binding energy) (KUBALA-KUKUS et al.,

2018). Os resultados corrigidos foram submetidas a deconvolu¢ao Gaussiana.

4.3.3 Analises Morfologicas e Tamanho de Particula

4.3.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV/EDS)

Para a analise de MEV, as amostras de foram recobertas com uma camada de
carbono por pulverizagao catddica. As morfologias das particulas de VB foram
analisadas no Microscopio Eletronico de Varredura - FEI Quanta 200 FEG, com tensao

de aceleracdo do feixe de 5kV, no Centro de Microscopia da UFMG.

4.3.3.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET/EDS)

Os vidros foram também submetidos a técnica de andlise por Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET) no Centro de Microscopia da UFMG, utilizando-se o

Microscopio Eletronico de Transmissao Tecnai G2-20 - FEI SuperTwin 200 kV.

Para o preparo das amostras, os VB foram sonificados e dispersos em alcool
etilico absoluto por 20min na concentragio de 0,Img.mL"!. Posteriormente ao banho
ultrassonico, uma gota da solucdo de VB foi colocada em uma grade de cobre de
400mesh apropriada para utilizacdo no MET.

Para investigar o tamanho de particula das amostras, imagens de diferentes areas
da grade contendo as particulas foram tiradas a partir do MET, possibilitando a medi¢ao
de seus didmetros com o auxilio do software ImageJ. Foi feito a contagem, em média, de
100 particulas de cada uma das composi¢des de VB, conforme a metodologia empregada

por Greasley e seus colaboradores (GREASLEY et al., 2016).

4.3.3.3 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta (PZ)
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Visando a leitura do didmetro hidrodindmico das particulas de VB e seu Potencial
Zeta ap0ds o tratamento térmico de 650°C, as amostras foram inseridas na concentracao
de 0,01g.mL"! em tubo falcon com etanol, para andlise de DLS, e em 4gua deionizada,
para o ensaio de Potencial Zeta. Posteriormente os VB foram submetidos ao ultrassom de
ponta, pelo periodo de 10 minutos, seguido pelo banho ultrassonico por cerca de 20
minutos.

As analises foram conduzidas pelo equipamento Zetasizer 3000 HS 1256, munido
de um laser de 4mW de hélion/neon, de comprimento de onda 633nm. Esse
instrumentario € capaz de medir o tamanho de particula utilizando um angulo de deteccao
de 173° em uma tecnologia de retroespalhamento nao invasiva. As medicdes de dispersao
de luz foram conduzidas a 25 + 1°C, e nas medi¢des hidrodinamicas, foi utilizado um
angulo de 90°. Os resultados finais foram obtidos a partir de uma média aritmética de 5
medig¢des. Para a andlise, foi utilizado o método cumulativo para didmetro médio aparente

e indice de polidispersao (PDI).

4.3.4 Propriedades Texturais

4.3.4.1 Adsorcao de Nitrogénio por BET

Visando a obtencdo das propriedades texturais e de porosimetria dos VB,
previamente as analises, as amostras foram desgaseificadas a 200° por 24h. Com
auxilio do equipamento Quantachrome NOVA 2200 ver. 6.11, a 77K, foi possivel a
obtencdo das isotermas de adsor¢do e dessor¢do de No. A érea superficial especifica
das amostras foram determinadas pela metodologia de Brunauer-Emmett-Teller
(BET), com os pontos de adsor¢ao com pressdo relativa (P/Po) entre 0,01 e 0,30.
Utilizando os dados das curvas de dessorc¢ao, o didmetro e a distribui¢cdo de poros foi
calculado pelo método Barrett-Joyner-Halenda (BJH). Ressalta-se a preferéncia das
curvas de dessor¢ao a adsor¢ao nesta metodologia, por estar submetida & uma menor
pressao relativa e, consequentemente, ser considerada uma melhor aproximagao do

equilibrio termodinamico (BARRIONI et al., 2017).

4.3.5 Avaliacao da Liberacao Ionica
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Seguindo a metodologia adaptada por Magon et al., primeiramente foi pesado
0,075g de nanoparticulas dos VB para 50mL de agua deionizada (DI), mantendo as
amostras a 37°C em banho-maria pelo periodo de 0, 4, 8, 24h e 3, 7 e 14 dias. Todas as
analises foram realizadas em triplicatas (MACON et al., 2015), com a medi¢ao do pH nos
respectivos intervalos durante a liberagdao de ions. A cada periodo de tempo citado,
aliquotas de 1mL das amostras foram retiradas, diluidas para 9mL de acido nitrico HNO3
2mol.L"! e ImL de 4gua deionizada foi recolocada nos recipientes. A diluicio em HNO3
auxilia o término de reacdes e a estabilizacdo dos VB, além de propiciar a leitura das
solucdes na concentracao e volume adequados para a leitura no ICP-OES. A concentragao
de ions Si e Ag liberadas das diferentes composi¢des de VB foi medida por emissdo optica
por plasma acoplada indutivamente (ICP-OES) utilizando o equipamento Perkin Elmer

Optima 7300DV e poténcia de plasma 1500W.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Estudo da Composi¢io Quimica por ICP-OES

A Tabela 7 apresenta as composicdes quimicas (%mol) nominal e a obtida através
da técnica de digestdo de HNOs e analise por ICP-OES das amostras de vidros bioativos,

sintetizados via metodologia sol-gel e tratados termicamente a 650°C.

Tabela 7: Composicao quimica nominal e medida pelo método de digestdo de HNOs e
analise por ICP-OES (%mol) dos vidros bioativos sintetizados.

Composicio Nominal

Composicao ICP-OES

Amostras (Yomol) (Yomol)

SiO2 Ag0 SiO2 Ag20
VB0Ag 100 - 100£0 0+0
VBI1Ag 99 1 99,72+ 0,01 0,28 £0,01
VB5Ag 95 5 99,30+ 0,00 0,70+ 0,00
VB10Ag 90 10 98,01 £0,02 1,99+0,02

Comparando-se a composi¢do nominal e a obtida por ICP-OES, tem-se que
somente 28, 15 e 20% do teor nominal de prata foi realmente incorporado nas amostras
VB1Ag, VB5Ag ¢ VB10Ag, respectivamente. E possivel notar diferengas expressivas
obtidas entre as composi¢des nominal e por ICP-OES das amostras, e cujos valores
distintos podem ser justificados por diversos fatores. O primeiro deles estd na possivel
perda da prata ndo incorporada durante os processos de centrifugag¢do. Para a obtengao
das particulas, todas as amostras foram centrifugadas apds a sua sintese, enquanto o
sobrenadante, em tons arroxeados, foi descartado. Considerando-se que o AgNO; ¢
solivel em agua, e que este ¢ o meio de sintese empregado para a obten¢do dos VB neste
trabalho, ¢ possivel inferir que parte da prata possivelmente foi descartada junto ao
sobrenadante ap6s a obtengdo do material final (BOLDBAATAR et al.,, 2019;
KHANDURI; PANWAR; MOHANTY, 2021; KUMAR; PARVATAM;
RAVISHANKAR, 2009). Para justificar a provavel dificuldade de incorporagao dos ions

de prata que foram descartadas no sobrenadante, ¢ possivel levantar algumas hipoteses.
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Considerando-se um sistema mais complexo de vidro bioativo, porém de rota de sintese
semelhante, Mosqueira e seus colaboradores (2021) indicaram que a incorporacgao de ions
como estroncio na rede silicato substituindo os ions célcio ¢ facilitada por esses ions
apresentarem a mesma valéncia e tamanhos similares de raio i6nico. Em relagdo a
introducdo da prata, tem-se a valéncia distinta quando comparado ao calcio, comumente
incorporado na rede silicato. Essa diferenca de valéncia possivelmente implicard em
consequéncias na ligagdo da prata em estruturas de oxigénio do VB. De forma
comparativa, El Kady e seus colaboradores (2012) sintetizaram vidros bioativos com a
incorporacio de ions de prata ao substituirem os ions de cilcio (Ca*?) na rede. Os
tetraedros de SiO4 s@o conectados aos oxigénios para formar uma rede tridimensional
continua. Assim, ions modificadores reduzem o grau de conectividade dessa rede pela
interrupcao de sua continuidade e substituem os grupos oxigénio ligante (BO — bridging
oxygen), que formam as ligagdes entre os tetraedros de silicio, por grupos de oxigénio
ndo ligante (NBO - non-briding oxygen). Novamente comparando-se os ions Ca e Ag,
tem-se que os ions de calcio sdo divalentes, de maneira que ¢ necessario um ion célcio
para produzir dois grupos oxigénio NBO. J& os ions prata sio monovalentes, sendo
necessario dois ions Ag para produzir o mesmo grupo de oxigénio NBO, conforme pode

ser visto na Figura 8.
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Figura 8: Estruturas de vidros bioativos com calcio e prata.

Além disso, o ion Ag tem uma maior eletronegatividade em relagdo ao ion de
calcio, afetando a covaléncia de sua ligacdo com o oxigénio. Dessa maneira, as diferentes
propriedades desse ion podem influenciar na incorporagao da prata na rede (EL-KADY

etal., 2012; MOSQUEIRA et al., 2021; RABIEE et al., 2015).
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A segunda possivel hipotese para esta diferenca obtida entre a composic¢ao final e
a do ICP-OES esta na caracterizagdo usada para a analise dos compostos. A metodologia
usualmente empregada para analise da composi¢ao quimica para este equipamento realiza
abertura por fusdo de metaborato de litio, porém, a prata ndo pode ser aberta por esse
método neste determinado instrumento de ICP-OES. Entdo, para averiguar o percentual
de prata presente no sistema, foi-se criado um material de referéncia utilizando-se a
digestao por HNOs3, o padrao ITP 63 de SiO; e uma quantidade conhecida de AgNOs,
material precursor da prata para a sintese do VB. Ressalta-se que, durante a abertura das
amostras com o acido nitrico, as solugdes das amostras com maior %mol de prata (VB5Ag
e VBI10Ag) adquiriram tons amarelados, indicando a primeira possivel evidéncia da
presenca de nanoparticulas de prata no sistema, cuja caracterizagdo ¢ dificultada (MELO
et al., 2012). Como a execucao dessa técnica necessitou de uma solugao livre de sélidos,
foi necessario centrifugar a solugdo, e foi reportado a presenca de particulados
depositados em tons amarelados. Para evitar o entupimento de capilares do instrumento
em funcdo das NP, nos deparamos com o limite da técnica. Como os resultados %mol
obtidos estdo relacionados com a presenca de Ag no sélido, ¢ possivel justificar que os
percentuais obtidos abaixo do esperado entre a composi¢do nominal e a analisada podem
estar relacionados aos ions incorporados no sistema, ndo avaliando-se completamente a
prata que, por uma primeira evidéncia, estd na forma de nanoparticula deste metal.
Embora exista a disponibilidade de diversas técnicas instrumentais para analise de
composi¢ao quimica, ha uma lacuna em relagao as melhores abordagens para a deteccao
precisa e economicamente viavel da medigao e caracterizacdo das nanoparticulas em um
sistema (BADALOVA et al., 2019). Uma metodologia alternativa para este tipo de
abordagem e j& empregada na literatura seria a utilizagao de sp-ICP-MS (single particle
— inductively coupled plasma — mass spectrometry). Em relagdo as outras técnicas, o sp-
ICP-MS ¢ capaz de distinguir analitos dissolvidos e particulados, possibilitando a
contagem e dimensionamento de particulas em concentracdes relativamente baixas, além
da obtencao de informagdes sobre a composi¢do quimica elementar de nanomateriais nao
carbonados (BADALOVA et al., 2019; LABORDA; BOLEA; JIMENEZ-LAMANA,
2014). Por fim, outra possivel causa para a diferenca entre a composi¢do nominal e a
analisada, ainda que provavelmente influenciando em menor escala, estd na precipitagdo

de espécies, impureza dos precursores, umidade absorvida, dentre outros (BARRIONI et
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al., 2018b; HASAN; WERNER-ZWANZIGER; BOYD, 2015). Dessa maneira,
considerando-se os resultados obtidos e a metodologia empregada, € possivel sugerir que
os percentuais obtidos para a prata medidos pelo ICP corresponde somente a prata idnica
incorporada na estrutura dos VB.

Em relacdo ao SiO, pelos resultados obtidos, também ¢ possivel constatar que as
amostras de VB apresentaram elevado percentual de silica (valores acima de 90% em
mol). Os VB com alto teor de Si obtidos via metodologia sol-gel apresentam bioatividade
em funcao de sua elevada area superficial e por possuirem uma ampla distribuicao de
conectividade de rede (numero médio de pontes de Oz por atomo de silicio). Essa
propriedade estd relacionada ao hidrogénio atuando como um modificador adicional da
rede, interrompendo a rede de silica e criando uma consideravel concentracao dos grupos

Si-OH, garantindo-se uma elevada taxa de dissolu¢do dos VB (LABBAF et al., 2011).

5.1. Caracterizacao Estrutural
5.1.1. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de

Fourier (FTIR)

Apo6s a normalizagdo dos espectros as principais bandas de vibragdo foram
atribuidas a seus respectivos grupos quimicos. Os espectros de FTIR das diferentes

composic¢des de vidros bioativos contendo prata podem ser vistos na Figura 9.
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Figura 9: Espectros de FTIR obtidos para os VBOAg, VB1Ag, VB5Ag, VB10Ag.

Conforme apresentado, ¢ possivel averiguar as principais bandas tipicas
correspondentes a esse tipo de material. A absorbancia proxima a 450cm™' corresponde
a flexao de ligacdes Si-O, atribuida a deformagdo angular de ligagdes Si-O-Si de
estruturas amorfas (DE LAIA et al., 2020; EL-KADY et al., 2012). Para as bandas
entre 725 e 810cm’!, tem-se o estiramento simétrico de Si-O (MARTINS et al., 2017;
UR RAHMAN et al., 2020). Em 965cm™, pode-se visualizar uma banda de absor¢do
de fraca intensidade atrelada a ligagdo Si-O com um oxigénio nao ligante (Si-O-NBO)
por tetraedro de Si04 (BARRIONI et al., 2017; DELBEN et al., 2009). Por fim, valores
proximos a 1030 e 1210cm™ correspondem as bandas de absorbancia referentes ao
estiramento simétrico e assimétrico, respectivamente, das liga¢des Si-O-Si (MARSH

etal., 2019).

As principais bandas de vibragdo nos espectros sdo apresentadas na Tabela 8.
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Tabela 8: Bandas tipicas obtidas para os vidros bioativos.

v (cm-1) Atribuicao Referéncias

Flexdo Si-O, atribuida a deformacao angular de De Laia et al., 2020

450 ligacdes Si-O-Si de estruturas amorfas El-Kady et al., 2012
Martins et. al, 2017
725-810 Estiramento Simétrico Si-O Ur Rahman et al. 2020
965 Ligacdes Si-O-NBO (non-bridging oxygen - Barrioni et al., 2017;
oxigénio ndo ligante) por tetraedro de SiO4 Delben et. al, 2009
1030  Estiramento simétrico Si—O-Si Marsh et al., 2019
1210  Estiramento assimétrico Si—O-Si Marsh et al., 2019

Nao foram observadas diferencas significativas nos espectros de FTIR do vidro
bioativo que nao contém prata em sua composicao em relacao aos demais VB-Ag com
concentragdes variantes desse ion, certificando que todos os materiais obtidos
apresentam estrutura de silicato semelhantes (KUNG et al., 2018). Outros estudos
corroboram com esses resultados, como por exemplo, o relato de Kozon e seus
colaboradores (2016) ao sintetizaram nanoparticulas monodispersas de VB dopados
com prata utilizando-se a metodologia de Stober modificada. Como resultado das

analises de FTIR, os VB nao tiveram alteragdes significativas em suas estruturas.

5.1.2. Difracio de Raios-X (DRX)

A Figura 10 apresenta os difratogramas contendo as fases cristalinas das
particulas de vidro bioativo com diferentes composi¢des de prata, obtidos por meio da

analise de Difragdo de Raios-X.
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Figura 10: Padroes de DRX correspondentes as amostras VBOAg, VB1Ag, VB5Ag,
VB10Ag.

Entre os angulos 20 = 15 e 35°, ¢ possivel observar para todas as amostras a
presenca de um halo amplo e difuso, caracteristico de estruturas de silica
predominantemente amorfas (GARGIULO et al., 2013; MOSQUEIRA et al., 2021).
Ressalta-se que a presenca deste halo amorfo no material garante uma estrutura
parcialmente aberta da rede, possibilitando a penetracdo de moléculas de agua de
maneira facilitada e, consequentemente, a dissolugdo do material e um possivel

aumento de sua bioatividade (BARRIONI et al., 2018b; BRAUER, 2015).

Os angulos dos picos cristalinos correspondentes a prata metalica tém seus
valores aproximados em 20 = 30, 44, 55, 64, 73, e 81° (JCPDS 87-0597 e 04-0783).
Com o acréscimo da quantidade de prata adicionada ao sistema, ¢ possivel notar a
ampliacao da intensidade nos picos de reflexdo dos difratogramas. Concomitante ao
grafico, a Tabela 9 apresenta os planos cristalinos da prata, que corrobora com a
hipdtese da formagao de nanoparticulas de Ag e de acordo com os planos encontrados,
tratando-se de uma estrutura cubica de face centrada (CORSINO; BALELA, 2017,
GOVARTHANAN et al.,2014; KUNG et al., 2018; VANAJA; ANNADURALI, 2013).
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Apesar de grande parte da prata adicionada ndo ter sido incorporada na estrutura do
vidro, ressalta-se que a presenga de nanoparticulas de prata metalica pode acarretar em
uma atividade antibacteriana sustentada a longo prazo. Essa ocorréncia ¢ explicada pela
dissolucdo mais lenta das nanoparticulas de Ag em condi¢des fisiologicas,
caracteristica promissora para um biomaterial com potencial aplicacdo antibacteriana
(ZHENG et al., 2019). Estudos de Loher e seus colaboradores (2008) avaliaram a
liberacao de Ag NP de ceramicas de fosfato de calcio. Como resultado, foi relatado que
a liberacao de ions Ag pelas NP ocorre por oxidacdo lenta. A cinética de liberacao
desses ions esta diretamente relacionada com o tamanho das nanoparticulas, a
funcionalizacdo de sua superficie, a temperatura e a composi¢ao do meio que a envolve.
De maneira geral, as nanoparticulas de prata podem ser consideradas como um deposito

de fons Ag" (CHERNOUSOVA; EPPLE, 2013).

Tabela 9: Angulos correspondentes a Ag e seus respectivos planos cristalinos

o Plano
20C) Cristalino

30 Ag:(220) Vanaja e Annadurai, 2013
44 Ag:(200) Kungetal, 2018

55 Ag:(200) Govarthanan et al., 2014
64 Ag:(220) Kungetal, 2018

73 Ag:(311) Kungetal, 2018

81 Ag:(222) Corsino e Balela, 2017

Referéncia

Considerando-se a eficacia antibacteriana, a AgNP ¢ utilizada para revestir
instrumentos € materiais biomédicos, como por exemplo bisturis, agulhas, cateteres
venosos, urinarios ¢ de drenagem, curativos para ferimentos e queimaduras

(CHERNOUSOVA; EPPLE, 2013).

5.1.3. Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios-X (XPS)
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A Figura 11 apresenta o espectro de varredura obtido por XPS para as amostras

VBOAg, VB1Ag, VB5Ag e VB10Ag, respectivamente.
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Figura 11: Espectros de ampla varredura de XPS para as amostras VBOAg, VB1Ag,
VB5Ag e VB10Ag, respectivamente.

E possivel notar as linhas Auger e de fotoemissio de XPS caracteristicos
correspondentes as diferentes composi¢des de vidro bioativo. Ademais, avalia-se a
presenca do carbono C 1s, que possivelmente esta relacionado a absor¢do de
hidrocarbonetos como impurezas e que podem estar presentes na superficie dos VB
(SERRA et al., 2003).

Considerando-se a presenga de impurezas, o pico de carbono C s, denominado

de ‘carbono adventicio’ foi empregado como corre¢do de carga das amostras para a
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analise de XPS. Todos os elementos presentes nos VB tiveram os valores corrigidos
utilizando-se como referéncia a calibragdo de energia de liga¢ao do carbono (BE, binding
energy), no valor de 284,8eV. Posteriormente a corre¢ao desses valores, todas as curvas
foram submetidas a deconvolu¢do Gaussiana e passaram por diversas iteragdes visando-
se o menor valor de erro possivel (KUBALA-KUKUS etal., 2018; SERRA et al., 2003).

A Figura 12 apresenta o espectro de alta resolucao correspondente ao silicio Si

2p.

——Si 2p XPS
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Figura 12: Espectro de alta resolugdo Si 2p XPS das amostras VBOAg, VB1Ag,
VB5Age VB10Ag.

E possivel avaliar uma banda larga para todas as amostras de VB, com valores
maximos proximos a 104,7, 104,1, 104,5 e 104,5eV para as amostras VBOAg, VB1Ag,
VB5Ag e VB10Ag, respectivamente. Ressalta-se que as grandezas estdo proximas ao que
¢ esperado para a faixa de vidros a base de silicato (TOUFIQ et al., 2013). Também ¢
possivel notar o pico Si 2p mais estreito da amostra VBOAg em relagdo as demais que
contém prata em sua composi¢do, e ligeiramente deslocado para maiores valores de

energia de ligacdo. Essa diferenca pode estar associada a alteragao de proporcao na
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formagao de diferentes espécies de silicato na rede dos VB ap0s a incorporacio de outros
componentes. Em vidros cujo formador de rede ¢ a silica, o oxigénio responsavel por unir
dois atomos de silicio (Si-O-Si) ¢ denominado de oxigénio ligante (BO) e o oxigénio nao
ligante (NBO, também detectado nas analises de FTIR), est4 relacionado a sua ligacao
com Si € um cation metélico (Si-O-X", em que X é o modificador de carater catidnico)
(DALBY et al., 2007). Na estrutura tetraédrica de silica, tem-se a formagao de espécies
denominadas de Q", em que o n corresponde ao numero de ligagdes desse oxigénio ligante
(BO). A incorporagdo de ions modificadores ¢ responsavel por desorganizar a rede da
silica, substituindo as unidades BO por NBO, e consequentemente, alterando a proporcao
de espécies Q" presentes nos VB (BARRIONI et al., 2019a). Como a densidade de
elétrons de cada atomo de Si esta diretamente relacionada a quantidade de BO ou NBO
ligados a ele, tem-se uma alteracao na energia de ligacdo para diferentes espécies de Q".
Assim, para estruturas contendo maior quantidade de NBO, e que possivelmente estdo
associados a ligagdo Si-O-X', observa-se menores valores de energia de ligagdo
(NESBITT et al., 2011). Dessa maneira, ao se considerar a avaliagdo a nivel do nucleo do
Si 2p, tem-se um indicativo de que os ions de prata incorporados podem estar substituindo
ligagdes BO por estruturas NBO, e consequentemente, atuando como modificadores na
estrutura de rede de silica do VB. Além disso, VB1Ag apresentou menor valor de BE
(104,1eV), enquanto esse valor aumentou para VB5Ag (104,5¢V) e VB10Ag (104,5¢V).
Isso pode indicar que um menor teor de prata pode ser incorporado na rede do vidro, e
quando maior teor de Ag ¢ utilizado durante a sintese do VB, a formagao de prata metalica
¢ favorecida, nao influenciando no numero de NBO e possivelmente estando depositadas
como segunda fase na superficie do VB. Resultados semelhantes foram obtidos por Chen
et. al (2021), em que as composi¢des de VB com 1% Ag (mol) apresentaram maior
porcentagem de prata no estado oxidativo +1, enquanto vidros com 5 e 10% Ag (mol)
apresentaram maior formagao de prata metalica (CHEN et al., 2021).

O espectro de oxigénio O 1s para as diferentes amostras pode ser visualizado na

Figura 13.
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Figura 13: Espectro de alta resolugdao O 1s XPS das amostras de VB.

Como resultado, um pico de O 1 s simétrico a 534 eV para a amostra VBOAg pode
ser observado, enquanto que para as amostras contendo Ag os maximos ligeiramente
desviados para valores de energia de ligacdo mais baixos. Estudos anteriores mostraram
que isso também pode estar relacionado a um aumento no nimero de estruturas NBO
devido aos modificadores da rede de incorporagdo na estrutura de vidro. Estudos de Dalby
e seus colaboradores (2007), Nesbitt et al. (2011) e Barrioni et al. (2019) mostraram que
o sinal O 1s BO esté localizado em energias de ligacdo mais altas quando comparado ao
NBO em vidros de silicato, de maneira a indicar que a incorporagao de diferentes ions na
estrutura pode estar interrompendo a rede de silica, formando estruturas NBO (Si-O-X").
Os resultados apresentados aqui estdo de acordo com os observados anteriormente para a
avaliacdo do Si 2p, confirmando que a incorporagdo de prata pode estar aumentando a

contribuicdo do NBO devido ao seu papel como modificador de rede na estrutura do
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vidro, embora também possa formar Ag metalico como mostrado por DRX.

A Figura 14 apresenta os resultados obtidos por XPS correspondentes ao espectro
de alta resolugdo da Ag 3d, exibindo a estrutura de dupleto 3d tipica e com a energia tipica
aproximada de 368eV com divisdo de dupleto de A=6eV (KIRAN; RONERS;
MATHEW, 2020).
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Figura 14: Espectro de alta resolucdo Ag 3d XPS das amostras de VB que foram
submetidas a deconvoluc¢ao Gaussiana.

Como esperado, nao foi notada a presenca da prata para o VBOAg, e houve um
aumento da intensidade dos picos em fung¢do da elevagdo da prata adicionada (%mol) no
sistema. Para investigar o estado de oxidacao das espécies de prata presente nas amostras
VB1Ag, VB5Age VB10Ag, foi realizada a deconvolugao do dupleto 3d. O pico de menor
e maior energia correspondem ao Ag 3d 5/2 e Ag 3d 3/2, respectivamente (MARSH et
al., 2019). Apos a deconvolucdo, denota-se Ag(1) como a presenga da prata no estado de

oxidagdo +1, e Ag(0) confirma a presenga de prata no estado metélico. Para o VB1Ag, o
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espectro de prata foi deconvoluido em Ag(0) para os valores 369,0 e 375,2eV e Ag(1) no
valor de 368,7¢V. Para o VB5Ag foi deconvoluido em Ag(0) para 369,2¢V, e Ag(1) para
368,7 ¢ 375,0eV. Por fim, nas amostras de VB10Ag, foi obtido por deconvolugdo a Ag(0)
para 369,2 e 375,6eV e Ag(1) para 368,1 e 374,9¢V. Esses resultados estdo préximos aos
valores obtidos por Chen e seus colaboradores (2021). Dessa maneira, em concomitancia
aos espectros obtidos para o O e Si, afirma-se que parte da prata foi possivelmente
incorporada na forma idnica, além da formagdo das nanoparticulas de prata metalica,
observadas pelos espectros de DRX.

A Tabela 10 apresenta a composicdo quimica semi quantitativa, expressa em
porcentagem atomica, da superficie dos vidros bioativos obtida por XPS. Como citado
anteriormente, os elevados valores de carbono possivelmente estdo atrelados a presenca
de impurezas na forma de hidrocarbonetos na superficie dos VB (BARRIONI et al.,
2019b). Também ¢ possivel observar a presencga da prata no sistema, em concordancia
com outros resultados obtidos, e que indica que a metodologia de sintese empregada no

presente trabalho foi bem sucedida.

Tabela 10: Composi¢do quimica (%atdmico) semi-quantitativa das diferentes
composic¢des de VB.

Amostra % Atdmico

Si C Ag 0
VB0Ag 20.2 30.6 - 49.3
VB1Ag 15.3 42.1 0.1 42.4
VBSAg 12.8 47.9 0.2 39.2
VB10Ag 16.8 37.6 0.5 45.2

5.2. Analises Morfologicas e de Tamanho de Particula
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5.2.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV/EDS)

A morfologia das amostras de vidro bioativo com diferentes concentragdes de

prata podem ser visualizadas na Figura 15.

Figura 15: Imagens das particulas de VB obtidas por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) A) VBOAg B) VB1Ag C) VB5Ag D) VB10Ag.

E possivel notar que as particulas obtidas, independente da porcentagem de
prata no sistema, apresentam morfologia esférica. Estudos demonstram que esse tipo
de estrutura, quando comparada as particulas que apresentam formatos irregulares,
possui propriedades fisico-quimicas e bioldgicas aprimoradas, como a minimizagao de

possiveis reagdes inflamatorias (HU et al., 2014b; LEI et al., 2011).

Comparando-se as caracteristicas morfoldgicas das quatro amostras, € possivel
visualizar a presenca de uma estreita rugosidade superficial que circunda o entorno das
particulas de VB em fun¢do do aumento do valor percentual (em mol) de prata no
sistema. De acordo com Hu e seus colaboradores (2014), superficies rugosas em uma

esfera de vidro bioativo podem estar associadas a um acumulo de numerosas
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nanoparticulas e que resultam na alteragdo da morfologia da superficie do VB em
nanoescala. Dessa maneira, a rugosidade no entorno dessas estruturas esta associada a
possivel presenca da NP de prata metalica formada nas superficies dos VB verificadas

por DRX.

5.2.2. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET/EDS)

A Figura 16 apresenta as imagens obtidas por Microscopia Eletronica de

Transmissdo das amostras de vidro bioativo.
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Figura 16: Imagens das diferentes particulas submicrométric

as d

e VB obtidas por
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MET. A e B: VBOAg; CeD: VBI1Ag; Ee F: VB5SAg; Ge H: VB10Ag.

Analisando-se as imagens, ¢ possivel notar uma estrutura mesoporosa
parcialmente organizada, cuja caracteristica de ordenacao pode ser obtida para sintese de
particulas esféricas de silica utilizando-se CTAB como surfactante id6nico (PUTZ et al.,
2015). Porém, ressalta-se que o tamanho das particulas de VB, suas dimensdes ¢ o
volume de poros podem ser alterados variando-se o solvente empregado e a concentragao

de CTAB utilizada durante o processo de sintese (DESHMUKH et al., 2020).

A Figura 17 apresenta o espectro pontual de EDS da amostra VB10Ag.

Figura 17: Espectro 2 pontual da regido mais escura da amostra (correspondente a spect2
na imagem acima), correspondente as AgNP das amostras de VB10Ag.

As manchas escuras presentes nas amostras de VB5Ag e VB10Ag analisadas pelo
EDS sdo evidéncias que corroboram a forma¢ao de NP de Ag metalico no sistema VB,
constatada pela andlise de DRX, e semelhante aos estudos de Chen et al. (2021), que
indicou a formagdo de AgNP em superficies de vidros bioativos. Uma possivel
justificativa esta associada ao nitrato de prata (AgNO3), utilizado como precursor de ions
Ag’, que pode ser facilmente reduzido a AgNP metalicas por fatores como raios-X,
agentes redutores quimicos ou tratamento em elevadas temperaturas, como no caso da

sintese dos VB no presente trabalho (ZHENG et al., 2019). Por fim, ressalta-se que o
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elevado valor de cobre encontrado pelo EDS esta associado a grade empregada durante a

analise de MET.

5.2.3. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta (PZ)

Os resultados correspondentes ao tamanho das particulas e das NP Ag obtidos
pela analise DLS e MET, o Indice de Polidispersividade (PDI) ¢ os valores de Potencial

Zeta das amostras de VB estdo descritos na Tabela 11.

Tabela 11: Analise dos diametros das particulas de VB e das NPAg por analises de
DLS e MET, e valores de potencial Zeta.

Diimetro  Didmetro Diametro ] Potencial
. L 3e Médio NP Indice de Zeta (mV)

Amostras Médio DLS  Médio - . . _

Ag MET  Polidispersividade (pH=7;
(nm) MET (nm) (nm) 25°C)

VB0Ag 194 + 48 185 £35 - 0,2+0,1 -30,8 1,7
VB1Ag 146 + 35 204 £36 - 0,3+0,1 -34,2 +1,5
VB5SAg 162 +11 184 £25 24 +7 0,2+0,0 294423
VB10Ag 119+ 14 219 £35 30+£6 0,3+0,1 -29,7 +4,1

As diferentes composicdes de vidro bioativo contendo prata apresentaram
tamanhos hidrodindmicos inferiores aos medidos por Microscopia de Transmissao.
Considerando-se as analises de DRX e as imagens de MET, ¢ possivel constatar a
formacao de NP de prata na superficie dos VB como uma segunda fase, ¢ que suas
dimensdes sdo muito inferiores aos das particulas de VB (CHEN et al., 2021). No DLS,
as amostras sdo submetidas ao banho ultrassonico anterior a analise, de maneira que
possivelmente os resultados referentes ao diametro médio do sistema disperso
corresponde a média dos tamanhos das particulas submicrométricas de VB e das
nanoparticulas de Ag. Para as amostras VB1Ag, também houve a formacgido de NPAg,
porém em quantidades insuficientes para que fossem contabilizadas no MET, mas ainda
assim, possivelmente lidas pela analise de DLS. Como a medi¢ao do didametro médio
por MET ¢ contado por particula de VB de maneira individual, pode-se dizer que os

valores obtidos pela microscopia estdo mais proximos dos tamanhos reais das particulas
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de vidro bioativo.

Em conformidade com os estudos de Zheng e seus colaboradores (2019), a
introducdo de Ag no sistema de vidro bioativo ndo acarretou em uma influéncia
expressiva no didmetro médio obtido. Independente da anélise empregada, as amostras
de VB permaneceram na escala submicrométrica. Particulas de dimensoes
submicrométricas apresentam tamanhos relativamente pequenos e uma elevada area
superficial especifica, tornando-se uma alternativa atraente em relacdo ao uso das

particulas micrométricas (LABBAF et al., 2011).

As NP Ag também justificam os valores obtidos em relagio ao Indice de
Polidispersividade (PDI). No PDI, ¢ possivel notar um pequeno aumento dos valores
nos vidros bioativos que contém prata na composi¢do em relagdo ao VBOAg. Como as
NP de prata formadas podem atuar como agentes de ligacao entre as particulas, sugere-
se que a alteragao no PDI pode estar relacionada a uma dispersividade reduzida das
amostras em funcao dessas NPAg como possiveis agentes de ligagao (ZHENG et al.,

2019).

Considerando-se os resultados referentes ao Potencial Zeta (PZ), € possivel notar
que todas as amostras apresentaram carga superficial negativa e valores proximos a -
30mV. O Potencial Zeta esta ligado a estabilidade de suspensdes, indicando o grau de
repulsdo entre particulas adjacentes com cargas semelhantes. Dessa maneira, elevados
valores de PZ, positivos ou negativos, conferem as particulas estabilidade elétrica,
evitando-se a sua aglomeracao ou floculagdo (DOOSTMOHAMMADI et al., 2011). Os
resultados alcancados para VBOAg, VB1Ag, VB5Ag e VB10Ag foram de -30,8, -34,2,
-29,4 e -29,7mV, respectivamente, e esses valores se aproximam de -30mV para todas
as amostras, assemelhando-se as condi¢does de uma dispersao coloidal considerada

estavel (BHATTACHARIEE, 2016).

Estudos prévios demonstraram que, para aplicagcdes biomédicas, o PZ negativo
em meio biolodgico apresenta importantes efeitos in vivo, além do baixo potencial zeta
promover a proliferacdo e fixagdo celular (DE OLIVEIRA et al., 2013). Dessa maneira,
essa propriedade ndo afeta somente o comportamento das particulas em meio aquoso,
mas também o comportamento celular no entorno dessas particulas

(DOOSTMOHAMMADI et al., 2011).
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5.3. Propriedades Texturais (BET)
Propriedades texturais como area superficial, volume e tamanho de poro foram
obtidas utilizando-se a andlise de adsor¢cdo de N> e sdo apresentadas nas isotermas

presentes na Figura 18.
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Figura 18: Isotermas de adsor¢ao de N> e distribuicao do didmetro médio de poros das
amostras A) VBOAg B) VB1Ag C) VB5Ag e D) VB10Ag, utilizando-se algoritmo BJH
derivado das curvas de dessorgao.

As curvas de distribuicdo de tamanho de poros sdo resultantes da derivada da
dessor¢ao (modelo BJH) associadas aos VBOAg, VB1Ag, VB5Ag ¢ VB10Ag. Por meio
das analises de BET ¢ possivel identificar isotermas do tipo IV, tipicas de materiais
mesoporosos (poros entre 2 e 50nm), com histereses do tipo H1, de acordo com a
classificagdo da [IUPAC (JOARDAR et al., 2021; KUNG et al., 2018).

A histerese do tipo H1 ¢ frequentemente associada a materiais que apresentam
mesoporos com formato de canais cilindricos bem definidos (ALOTHMAN, 2012;
MELCHERS et al., 2016). E importante salientar que a mesoporosidade é comumente
associada a sintese de vidros bioativos na presenca de surfactantes como o CTAB, que
atua como agente formador de poros (ZHENG; BOCCACCINI, 2017). Outros métodos
de obtenc¢do de microesferas de VB mesoporosas foram relatadas na literatura nos tltimos
anos. Stucky e seus colaboradores (2006), por exemplo, obtiveram os VB mesoporosos
por um método assistido por aerossol, enquanto Zhu et al. (2012) adquiriu vidros com
essa mesma estrutura utilizando uma metodologia de evaporacdo de solvente por
emulsificacdo (MIAO et al., 2013). Atraindo de maneira crescente a atengdo de
pesquisadores, particulas de VB mesoporosas apresentam potencial aplicagao biomédica,
pois além da de sua biocompatibilidade, esse sistema ¢ caracterizado por sua estrutura
porosa, elevada area superficial especifica e grande razao superficie/volume (JOARDAR
et al., 2021; ZHENG et al., 2019). A maior area superficial e a estrutura porosa de VB
mesoporosos, para aplicacdes biomédicas, permite a eficacia no carregamento e a entrega
de farmacos e moléculas bioativas, como antibioticos e fatores de crescimento. Além
disso, os VB mesoporosos se mostraram adequados para atuar como plataformas de
transporte eficientes para a liberagdo local de ions terapéuticos, como por exemplo, ions
de prata (Ag"), Zinco (Zn*?) e cobre (Cu’ e Cu*?) (KARGOZAR et al., 2018).

Os valores de area superficial especifica, volume de poros total e didmetro médio

de poros, obtidos pelo ensaio BET, sdo apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12: Propriedades texturais para as amostras VBOAg, VB1Ag, VB5Ag e
VB10Ag obtidas por BET e BJH.

Amostras Area Superficial Volume de Poros Diametro Médio de
Especifica (m’.g") Total (cm’.g") Poros (nm)

VB0Ag 85 0,30 3,0

VB1Ag 65 0,27 3.4

VB5Ag 48 0,16 3.4

VB10Ag 77 0,25 3,8

Com base nos resultados, € possivel avaliar uma diminuicao da area superficial
especifica com a adi¢@o da prata no vidro. Para as amostras que contém a formacao de
NP de prata depositados na superficie e nos poros do vidro, as AgNP estao distribuidas
no material de maneira a dificultar a adsor¢ao de N, ocasionando uma diminui¢ao
significativa na drea superficial especifica e no volume de poros quando comparados aos
VBO0Ag (KUNG et al., 2018). O aumento da area superficial especifica do VB10Ag,
quando comparado ao VB5Ag, pode estar relacionado a um maior tamanho de particula
de AgNP formada e depositada na superficie do vidro, conforme observado pelo tamanho
médio de NPAg obtido pelo TEM, dificultando a deposi¢ao de AgNP dentro dos poros
do vidro, e portanto apresentando menor influéncia na area superficial total (ZHENG et
al., 2019). Os resultados do volume de poros mostraram um perfil semelhante, reduzindo
para as amostras contendo Ag quando comparadas ao VB0OAg, porém aumentando para
as amostras com maior teor de Ag, devido a formagao de AgNPs com maior tamanho de
particula na superficie do vidro, mas ndo dentro dos poros do vidro. Em relagdo ao
diametro médio de poros, foi obtido valores na faixa entre 3,0 - 3,8 nm, caracteristica de
materiais mesoporosos (HOANG THI et al., 2019). A bioatividade do VB ¢ influenciada
pela taxa de dissolugdo, favorecida para amostras com alta area superficial especifica e
porosidade, como as particulas obtidas neste trabalho, sendo um potencial material para

liberagdo de prata.
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5.4. Avaliacao da Liberacao Ionica

A concentragdo dos ions Si e Ag em solugdo apds a imersao das amostras de vidros
bioativos em 4gua deionizada e em diferentes tempos (0, 4, 8, 24h e 3, 7 e 14 dias), obtida
pela analise de ICP-OES, e a variagdo do pH nos respectivos tempos podem ser
visualizados na Figura 19. Estudos prévios indicaram a precipitagdo de AgCl em vidros
bioativos imersos em fluido corporal simulado (SBF), de maneira a justificar a escolha
neste trabalho da andlise das concentragdes dos ions Ag em fungdo do tempo em agua
deionizada, evitando-se a formacdo deste composto insolivel na presenga de SBF

(CIRALDO et al., 2018).

A) 100 B)16 ————
= BGOAg
§ 14 4 *  BG1Ag
Eed — 4 BG5Ag
- I ! 12d Y v BG10Ag
v . ‘ i L
60 + A 10 4
5 = i § .
a / =
—_ J s =
= 404 vy 5 Tl
14/% . #i
20 : = BGOAg i 3
iR * BG1Ag 2] ~ e - -
o—f 4 BG5Ag ‘ * | )
v BG10Ag 0 tm = . - -
0 50 100 150 200 250 300 350 0 50 100 150 200 250 300 350
Imersao (horas) Imersé&o (horas)
C) 9.0 = BGDAg
* BG1Ag
854 —4— BG5Ag
v BG10Ag
804 &
7.5 ‘. ¥
E ' : 4 |
704 || & =
i —a 4
| &
65 8 T
» - T
6o ¥ mo *
P g3 Ei
5.5 ;

T T

T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350

Imersao (horas)

Figura 19: Perfis de liberagdo de ions A) Si e B) Ag e C) variacdo do pH em fung¢do do
tempo para as amostras VBOAg, VB1Ag, VB5Ag e VB10Ag.
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Em concordancia ao que ¢ relatado por Mosqueira et al (2021), Ciraldo e seus
colaboradores (2018) e Cerruti, Greenspan ¢ Powers (2005) ¢ possivel notar a liberagcao
inicial de silica e a dissolucao dos vidros logo nas primeiras horas para todas as amostras
de VB (Figura 19A) (CERRUTI; GREENSPAN; POWERS, 2005; CIRALDO et al.,
2018; MOSQUEIRA et al., 2021). Para todos os VBAg, as quantidades maximas desse
ion estdo na faixa de de 54-78 ppm durante o ensaio. A liberagdo da silica, em um
intervalo de 0,1 a 100ppm, pode apresentar efeitos estimuladores nas células ao favorecer
a citocompatibilidade (BARRIONI et al., 2018a).

Em se tratando de aplicagdes cutdneas como em lesdes epiteliais e cicatrizacdo de
feridas, estudos como os de Quignard e seus colaboradores relatam os efeitos das
particulas de SiO; na proliferagcdo e migracao de fibroblastos da pele humana, aspecto de
extrema importancia no aspecto de reparo de feridas (NETHI ez al., 2019). Os fibroblastos
podem ser definidos como células residentes no tecido conjuntivo e que excretam matriz
extracelular (ECM), constituindo-se de fundamental importancia no reparo tecidual
(MASCHARAK; DESJARDINS-PARK; LONGAKER, 2020). De maneira geral, essas
células tém a capacidade de reabitar os defeitos do tecido na ferida ao fornecer a ECM, e
consequentemente, acarretar em um fechamento do ferimento (STUNOVA;
VISTEINOVA, 2018). Dessa maneira, os resultados de Quignard et al. indicaram que ¢
possivel o emprego de particulas de silica como aplicagdo tdpica para a cicatrizagdo de
feridas (NETHI et al., 2019). Assim, considerando-se as aplicagdes biomédicas Si,
particulas mesoporosas de silica sdo vistas como estruturas inorganicas utilizadas para
possiveis aplicagdes como biomaterial, em funcao de seu tamanho ajustavel, elevada area
superficial, mesoporosidade, eficacia na entrega de farmacos, boa biocompatibilidade e
custo de produgdo relativamente baixo (NIGRO et al., 2018).

A liberacao de Ag esta pode ser visualizada na Figura 19B. Nessa analise € como
esperado, ndo houve liberacdo da prata para as amostras VBOAg. Nas demais amostras, ¢
possivel notar a presenca de ions Ag’, e um aumento de sua liberagdo em relagdo a
crescente introducdo desses ions na composi¢do nominal de VB-Ag. Dessa maneira,
constata-se uma maior liberacdo de Ag em fungdo das amostras VB1Ag, VB5Ag e
VB10Ag, em sequéncia. Uma rapida liberagao da prata pode ser observada durante as
primeiras horas do experimento, com valores maximos de 2,1, 4,7 e 12,3 ppm para

VB1Ag, VB5Ag e VB10Ag, respectivamente. Porém, a concentracdo da Ag na solugdo
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decai ap6s 24 h. Um comportamento similar foi realizado por Moussa e seus
colaboradores (2018) (MOUSSA et al., 2018), em que a liberagao da prata de um vidro
mesoporoso € nanoparticulado foi estudado, alcancando valores de 11,5 ppm no quarto
dia de experimento, porém com os valores de liberacdo de prata em solucdo decaindo
para as amostras que contém 1%mol de Ag2O em um vidro ternario Si02-CaO-Ag20. A
dissolugdo dos VB na presenca de agua envolve o rompimento da matriz tetraédrica de
silica com a formagao de grupos silanodis e a captacdo da molécula de H>O pela estrutura
dos VB (ZEITLER; CORMACK, 2006). Os passos para a dissolugdo do VB em agua
podem ser descritos por: (I) Uma troca rapida H" or H3O" a partir da solu¢do com os Ag"
presentes na estrutura do vidro, seguindo a equagdo: Si— O —Ag+H" + OH — SiOH +
Ag" (aq + OH". A troca i6nica dos H" com cétions resulta em um aumento do pH (RABIEE
etal., 2015), que foi verificado no grafico da Figura 19C). (II) O aumento da concentragao
de OH™ na solugdo resultou em um ataque da rede de silica. A silica soluvel (Si(OH) 4)
perde a sua forma na solugdo, resultando na ruptura das ligagcdes Si-O-Si e na formagao
continua dos grupos silanol na interface do vidro (ZEITLER; CORMACK, 2006). (III)
Com os fons Ag" em solugdo, é provavel que tenha ocorrido a seguinte reagdo: Ag" (aq +
OH aq) 2 2 Ag20 5y + 2 H20 (1. O aumento do pH durante a andlise limita a solubilidade
do Ag;O (MOLLEMAN; HIEMSTRA, 2017). O 6xido de prata ¢ insoluvel em agua
(CAMERON, 2009), de maneira que a sua precipitacdo a partir da solu¢do durante a
liberagdo de ions possivelmente acarretou em uma diminui¢do dos ions de prata. Além
disso, comparando-se os resultados, os valores tao elevados de liberagao dos ions em ppm
obtidos nos estudos de Moussa e seus colaboradores (2018) podem ser atribuidos a
substitui¢io dos fons Ca*? pelos ions Ag" na estrutura do VB, diminuindo suas taxas de
dissolu¢do, uma vez que as ligacdes Ag-O sdo mais covalentes do que as Ca-O (EL-
KADY et al., 2012). Por fim, flutua¢des na concentracao de Ag foram observadas, o que
pode ser atribuido a possiveis perdas durante as etapas de filtracdo e diluicdo na
preparagao das amostras para a analise no ICP-OES. No entanto, a liberacao da prata se
estabilizou apds 72h.

Assim, ¢ possivel averiguar que a composi¢ao do vidro bioativo, a rota de sintese,
as propriedades texturais € 0 meio em que o material esta imerso altera a sua taxa e
cinética de dissolucao. A liberagdo da prata, por exemplo, ird se alterar de acordo com o

tamanho da particula do vidro bioativo (SARAVANAPAVAN; PATEL; HENCH, 2003).
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Dessa forma, para uma possivel avaliagio dos VB obtidos com atuagdo como
bioceramicas em curativos, serdo necessarios estudos futuros de citotoxicidade e da
atividade antibacteriana dos materiais produzidos, avaliando se a liberagdo de ions Ag’ é
capaz de conferir ao material um carater antibacteriano e ndo citotoxico.

A cicatrizagdo de feridas ¢é, por muitas vezes, comprometida pelo
desenvolvimento de infec¢des bacterianas no leito do ferimento. Diversos estudos
apontam os vidros bioativos como uma abordagem que apresenta efeito antibacteriano
contra diversos tipos de bactérias, que pode ser atribuido aos seus elevados niveis de pH
e efeitos osmoticos causados pela concentragdo de ions dissolvidos em sua estrutura (EL-
RASHIDY et al., 2018). A prata, cujas propriedades antimicrobianas usualmente ndo sao
comprometidas com sua combinacao na estrutura de vidros bioativos, ¢ conhecida por
apresentar um amplo espectro de atividade antibacteriana (ZHENG et al., 2019). Uma das
justificativas para explicar o efeito antibacteriano em fun¢do do uso deste metal estd na
consequente perda da capacidade de replicacio do DNA bacteriano, alterando a
permeabilidade de sua membrana e acarretando na inativagdo de algumas proteinas e
enzimas celulares. Dessa maneira, tanto os ions de prata adicionados as estruturas de vidro
bioativo, quanto as NP de Ag que servem como deposito de ions Ag" podem ser
lixiviados, garantindo potencial atividade antibacteriana e bactericida ao material final,
minimizando riscos de contamina¢do microbiana e fornecendo efeitos bacteriostaticos em
bactérias gram-positivas e gram-negativas (EL-RASHIDY et al., 2018; KAYA;
CRESSWELL; BOCCACCINI, 2018).

De acordo com Zheng e seus colaboradores (2019), a obtengao de vidros bioativos
contendo prata em sua composi¢do pode ser realizada pela metodologia de “uma etapa”,
em que todos os reagentes sdo adicionados durante a sintese, ou pelo método de “pos-
modificagdo”, em que se faz necessario, por exemplo, multiplos tratamentos térmicos
para a incorporacao de ions apods a formagdo do vidro bioativo (ZHENG et al., 2019).
Além disso, existem na literatura diversos estudos da obtencao de nanoparticulas de vidro
bioativo ternario, quaternario ou ainda mais complexos que contém Ag" e nanoparticulas
de prata metalica (BALAMURUGAN et al.,, 2008; BELLANTONE; WILLIAMS;
HENCH, 2002; CHEN et al., 2021; CIRALDO et al., 2018; EL-RASHIDY et al., 2018;
MOUSSA et al., 2018; PHETNIN; RATTANACHAN, 2015; SARAVANAPAVAN;
PATEL; HENCH, 2003). Quando considera-se somente o sistema bindrio SiO2-AgO,
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tem-se comumente a metodologia de obten¢do de um sistema nicleo-concha (core-shell),
em que as particulas de silica sdo primeiramente formadas para posteriormente serem
envolvidas com um recobrimento de prata nanoparticulada, € ndo um sistema em que
ocorre a incorporagdo de ions Ag" em uma rede tridimensional de silica atuando como
carreador desses ions (FLORES et al., 2008; KALELE et al., 2005; MANIVANNAN et
al., 2019). Dessa maneira, considerando o presente trabalho, a sintese do vidro bioativo
pela metodologia de apenas uma etapa obteve um sistema binario SiO;-AgrO de
particulas esféricas e submicrométricas por uma rota sol-gel répida e facilitada, e que
apresenta a fons Ag' ligados a silica e a presenga de NP de prata metalica, e cujas
propriedades morfologicas, texturais e estruturais demonstraram, em conjunto, um

potencial aplicacao como bioceramica em curativos compdsitos.
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6. Conclusoes

As andlises de ICP referentes a composicdo quimica indicaram a presenga de prata nos

VB1Ag, VB5Ag e VB10Ag;

Estruturas cristalinas de nanoparticulas de prata metalica foram reportadas por DRX, e
com base na caracterizagdo por XPS, foi possivel afirmar a presenga da prata i6nica, em

concomitancia as nanoparticulas de Ag formadas;

A partir das analises morfoldgicas, foi constatado a obtengdo de particulas esféricas e na
faixa submicrométrica (184-219 nm). A MET também auxiliou na confirmagdo da

formacdo de uma segunda fase, atribuida a nanoparticulas de Ag metalica;

Anadlises de DLS e Potencial Zeta indicaram um didmetro hidrodindmico na faixa
submicrométrica (119—194 nm), enquanto todas as amostras apresentaram carga
superficial negativa proxima a -30 mV, assemelhando-se as condi¢des de uma suspensao

coloidal considerada estavel;

Em relacdo as propriedades texturais, as diferentes composi¢des nominais de VB
apresentaram elevados valores de area superficial (48—-85 m2.g™!) e didmetros médios de
poro na faixa mesoporosa (3,0-3,8 nm). Foi observado que as NPAg atuaram na
diminui¢do da &rea superficial especifica e no volume total de poros por estarem

depositadas na superficie e nos poros de material, dificultando a adsor¢do de No;

A avaliagdo i6nica indicou uma liberacao de ions esperada e reportada anteriormente na

literatura para os ions Sie Ag;

Considerando a metologia sol-gel empregada neste trabalho, foi possivel a obtengdo de
particulas submicrométricas e mesoporosas de VB contendo Ag, de maneira rapida e
facilitada. A prata nos VB atua como modificador de rede e como NP metélica, e ambos
apresentam aplicacdes antibacterianas ja consolidadas pela literatura, de maneira a se

tornar um material com potencial aplicacdo como bioceramica em curativos compasitos.
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7. Sugestao para Trabalhos Futuros

Avaliacdo dos VB obtidos como bioceramicas ao serem adicionados em curativos

compdsitos;

Possivel introducao dos vidros obtidos em uma matriz curativa polimérica, como por

exemplo, o polimero PVA (poli alcool vinilico);

Realizagdo de ensaios de citotoxicidade (Live and Dead, MTT) e ensaios antibacterianos;

Testar novas composi¢cdes nominais € % de mol do sistema Si-Ag para avaliar a

incorporacdo dos ions na rede silicato;

Caracterizar o material por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), como resultado

complementar para a compreensao da inser¢ao da prata na estrutura silicata do VB;

Executar ensaios de degradacgao e tracar o perfil de liberacao da Ag com a degradagao.
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