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RESUMO

Neste trabalho, foram estudadas trés composicdes de vidros bioaborviveis com
potencial aplicacdo em medicina regenerativa. Vidros no sistema SiO;, - (37- x)NayO-
(5+x)Ca0 com 6% de P,0Os (x = 0, 5 e 10) foram obtidos por fusdo seguida de super-
resfriamento e posterior recozimento. Sua biocompatibilidade foi avaliada por imersao em
solucdo SBF e caracterizacdo da superficie dos vidros apos diferentes periodos de
imersdo. Os vidros foram caracterizados antes e ap0s o ensaio de bioatividade pelas
técnicas de difracdo de raio-x, espectroscopia de infravermelho na transformada de
Fourier e microscopia eletrénica de varredura e por estudo de variagdo de massa. Os
resultados obtidos indicam que nestes vidros bioabsorviveis 0 mecanismo de bioatividade
ocorre, primeiramente, através da formacao de uma camada de silicato de calcio que atua
como nucleador de deposicdo de posterior segunda camada de hidroxiapatita. Também
foi verificado que a cinética de nucleacéo de hidroxiapatita pode ser controlada através da
razdo Ca/Na.
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INTRODUCAO
Biomateriais sao materiais sintéticos ou naturais destinados a tratar, reparar ou
substituir tecidos, érgaos ou fungdes do corpo; podem ser divididos em trés classes:

biomateriais metalicos, biomateriais poliméricos e biomateriais ceramicos (que também



podem ser denominados bioceramicas). As bioceramicas, quando implantadas em um
tecido hospedeiro, podem apresentar trés diferentes comportamentos: inertes, bioativos
ou bioabsorviveis'.

As ceramicas bioinertes sao caracterizadas por ndo apresentar uma camada de
interacdo superficial com o tecido adjacente, contudo apresentam boa compatibilidade.
Ceramicas bioativas sao caracterizadas por apresentarem ligagées quimicas com o tecido
hospedeiro quando implantadas. Uma bioceramica € considerada bioabsorvivel quando
realiza processo de reparacdo completa dos tecidos, assim fornecendo a qualidade das
fungdes do tecido danificado, ou seja, restaurando completamente a estrutura do tecido
0sseo, bem como as fungdes, as atividades metabdlicas e o desempenho biomecanico.
As ceramicas bioabsorviveis apresentam decomposi¢gdo quimica controlada, sendo
totalmente reabsorvidas pelo organismo, o que contribui para a diminuicdo do problema
de interface que geralmente ocorre com os biomaterias?.

Os biovidros sao bioceramicas e podem ser bioativos ou bioabsorviveis de acordo
com a sua composicdo quimica; sdo definidos como vidros designados a provocar
respostas fisioldgicas especificas, contanto que inclua superficie dos grupos silica, calcio
e fosfato a um pH alcalino na superficie com os tecidos. Diversas composicdes de
biovidros foram preparados por Hench e colaboradores, sendo o Bioglass® 45S5, com
composicao 45% SiOz, 24,5% Nay0O, 24,4% CaO e 6% P,0s5 (% em massa) a composi¢cao
mais estudada*.

A bioatividade dos biovidros ocorre por um mecanismo elucidado por Takadama et
al.>, que consiste, genericamente, em cinco estagios: (1) rapida troca idnica entre ions Na*
e Ca®" pertencentes a superficie do material com ions H+ da solucdo, ocasionando
aumento do pH do meio e formagé&o de grupos silanol (Si-OH); (ll) liberagdo de silica
soluvel do material para a solugdo na forma Si(OH)s, sendo resultado da quebra de
ligacbes siloxano (Si-O-Si) e continua formagao de grupos silanol; (lll) policondensagao
dos grupos silanol formando uma camada porosa rica em silica na superficie do material
exaurida de ions Na+ e Ca2+; (IV) aumento da concentragdo de ions na solugdo com o
passar do tempo, ocorrendo posterior formacéo de um filme amorfo, rico em Ca®" e PO*
na superficie do material, quando o ponto de saturacdo da solucdo & alcangado. A alta
area superficial da camada rica em silica age como uma fonte de sitios para a nucleagao
heterogénea do filme que cresce pela incorporagao de mais ions Ca®* e PO4* presentes
na solugao; (IV) formagédo da hidroxiapatita carbonatada na superficie do material em
consequéncia da cristalizagdo do filme amorfo, rico em ifons Ca®* e PO,>, pela

incorporagdo dos anions OH- e COs> presentes na solucdo. Estas cinco etapas s&o



conhecidas como estagios de reacdo da interface dos biovidros®.

Neste trabalho, foi estudada a bioatividade de composigdes de biovidros
bioabsorviveis variando-se a proporgdo de sddio/calcio baseado no sistema SiO; - (37-
x)Na;O- (5 + x)CaO com 6% de P,Os (x = 0, 5 e 10) para potencial aplicagdo em

medicina regenerativa.

MATERIAIS E METODOS

Obtencdo das amostras

Amostras nas composigdes SiO; - (37- x)NazO- (5 + x)CaO com 6% de P,Os (x=0,
5 e 10, denominadas BG-Na, BG e BG-Ca, respectivamente), foram preparadas a partir
de 6xido de silicio (Casa Americana), hidroxido de sédio (Casa Americana), 6xido de
célcio (Casa Americana) e pentoxido de fésforo (VETEC). Os pds foram homogeneizados
em almofariz de agata e acondicionados em cadinho de platina. As amostras foram
fundidas em forno elétrico vertical a 1500°C/2h sob uma taxa de aquecimento de
10°C/min. em atmosfera normal. Apos a fusdo as amostras foram vertidas em moldes de
latdo e recozidas a 500°C/2h, em forno elétrico tipo mufla, seguido de esfriamento natural.

Apos a fusao, as amostras foram cortadas em pastilhas de dimensdes aproximadas
de 0,5x0,5x0,1cm com disco de diamante em uma cortadora de alta precisdo (ISOMET
4000, Buheler).

Ensaio de Bioatividade

As amostras foram imersas em 3ml de solugdo simuladora de fluido corpéreo
(SBF) e caracterizadas apo6s 1, 3, 5, 7 e 14 dias de imers&o. Durante o ensaio, a solugéo
SBF foi trocada a cada dois dias a fim de otimizar a simulagdo in vitro; as amostras
permaneceram em agitacdo constante de 40rpm, a 37°C, com pH = 7,25 em uma

incubadora-shaker.

Caracterizacao

As amostras foram caracterizadas, antes e depois do ensaio de bioatividade, pelas
técnicas de difracdo de raios-X (DRX), espectroscopia de infravermelho com refletancia
difusa (DRIFT), microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e estudo de variagao de

massa.



RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Figura 1 estdo apresentados os resultados de difragdo de raios-X das amostras
antes e apds o ensaio de bioatividade. E possivel verificar um carater predominantemente
amorfo das estruturas dos vidros com alguns picos cristalinos resultantes de fases
cristalinas formadas durante os ensaios de bioatividade. Foi observado a presenca
silicato de calcio amorfo (JCPDS/ICDD 00-006-0476) em todas as composigdes, apds
imersao em solucdo SBF durante todos os periodos para as composicdées BG-Na e BG
(Figura 1a e 1b, respectivamente) e até 7 dias de imersdo para a composicdo BG-Ca
(Figura 1c). A formagdo desta fase foi anteriormente relatada por Takadama et al.” os
quais associaram-na como uma etapa intermediaria da nucleagao de fosfato de calcio
amorfo, pois a camada superficial de silicato de calcio confere ao vidro uma superficie
com carga positiva, que reage com os anions fosfato da solugdo SBF, formando fosfato
de calcio amorfo, que posteriormente, cristalizar-se-a em hidroxiapatia. A formagéao de
silicato de calcio ocorre devido a atracao eletrostatica dos cations de calcio pelas ligagbes
=Si-O" que sao resultantes da lixiviagdo de ions metalicos ou da dissociagao idnica dos
grupos Si-OH . A fase hidroxiapatita (JCPDS/ICDD 00-003-0747) formada sobre as
superficie dos vidros foi evidenciada apds 3 dias de imersédo em solucdo SBF para a
composi¢cdo BG-Na (Figura 1a) e apos 14 dias de imersédo para as composigdes BG e

BG-Ca (Figura 1b e 1c, respectivamente).
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Figura 1 — Difratogramas de raios-X das amostras apos diferentes periodos de imerséo

em solugdo SBF das composigdes de biovidros: (a):BG-Na; (b):BG; (c):BG-Ca.

Na Figura 2 estdo apresentados os resultados de Espectroscopia de Infravermelho
na Transformada de Fourier com Refleténcia Difusa. A vibragdo de ligagdes Si-O-Si em
picos proximos a 440-460cm™ pode ser observada em todas as composicdes e em todos
os periodos; por outro lado, vibragdes de ligagdes do tipo Silicato de Metais observada
com picos entre 950-1070cm™ sdo observadas até 1 dia apds imersdo em solugdo SBF
para a composi¢cdo BG-Na (Figura 2a) e em todos os periodos para as composi¢des BG e
BG-Ca (Figura 2b e 2c, respectivamente). Apds 1 dia de imers&o para as composi¢oes
BG (Figura 2b) e BG-Ca (Figura 2c) e apds 3 dias de imersdo para a composi¢gao BG-Na
(Figura 2a) é observada a formagéo de ligagdes Si-O([NB],[Q2]), com picos em 950cm™ .
Os periodos em que s&o observadas as ligagdes Si-O-Si e Si-O([NB],[QZ2]) indicam que ha

a quebra das ligagbes Si-O-Na e Si-O-Ca através de reagdes de hidratagdo, o que leva a



formagéao de ligagdes Si-O". Estes mecanismos pode ser ilustrado pelas reagdes parciais
apresentadas nas Equacgdes | - IV:

=Si-O-Na + 2H-OH « =Si-0%---°*H-OH + Na+ < =Si-OH + OH + Na* (Eq. 1)
=Si-0-Ca-0-Si= + 2H-OH « 2=Sj-0%---°*H-OH + Ca®* « 2=Sj-OH + OH + Ca** (Eq. Il)
=Si-OH + OH & =Sj-0%---*H--0H « =Si-O + H,0 (Eq. 1)
=Si-O- + Ca’ — =Si-0OCa" (Eq. IV)

O oxigénio ligado ao metal sofre uma reacgdo de substituicdo através da formagao
de uma ligacdo de hidrogénio com uma molécula de agua, ocasionando a quebra da
ligacéo ibnica e liberacdo do metal (Eq. | e Il). H4, portanto, a formagdo um composto
intermediario de oxigénio nao-ponte estabilizado por ligagcdo de hidrogénio com uma
molécula de agua e posterior reagcdo de hidratagdo, formando silanol. No entanto, a
hidratacdo de ligagcbes Si-O ocorre em equilibrio quimico, ocasionando a desprotonagao
do silanol, formando Si-O- (Eq. IlI).

A ligagao quimica Si-O- tem valéncia negativa e pode, entdo, reagir com cations da
solugdo SBF e formar compostos silicatos de metais. Como evidenciado nos
difratogramas de raiox-X das amostras apos o teste de bioatividade (Figura 1), a formacao
de silicato de calcio poderia ser explicada por este mecanismo, como demonstrado na Eq.
V.

As ligagdes P-O vitreo, com picos entre 550-560cm™, foram identificadas em todas
as composicoes e em todos os periodos de imersdao observados. As ligagbes P-O
cristalino 500-530 e 600-610cm™ , que indicam a eminencia de cristalizacdo do filme
amorfo de fosfato de calcio depositado na superficie do vidro (etapa V), foram observadas
em todas as composi¢cdes somente apos 3 dias de imersdo em solugcdo SBF. Este fato
sugere que ha a lixiviagdo dos ions fosfato para a solugdo SBF (etapa lll), que apds
saturacdo em solucdo, em trés dias de imersao, ocorre a deposicao de um filme amorfo

(etapa IV) que é parcialmente cristalizado (etapa V).
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Figura 2: Espectros de infravermelho (DRIFT?) das diferentes composigdes de biovidros

antes e apos imersado em solu¢do SBF. (a):BG-Na; (b):BG; (c):BG-Ca

A variagdo de massa das trés composi¢cdes de biovidros durante o ensaio de
bioatividade esta representada na Figura 3. Observa-se que a composi¢cdo BG-Na (Figura
3a) apresenta um pico maximo de variagdo de massa apos 1 dia de imersao em solugao
SBF com uma posterior variagdo de massa negativa, enquanto que as composi¢des BG e
BG-Ca (Figura 3b e 3c, respectivamente) apresentam uma variagdo de massa positiva,
com um pico de massa maxima apos 7 dias de imersao em solugdo SBF. A compreensao
deste fato pode estar associada a dois fenébmenos distintos: a degradagao dos vidros e a
deposicao de fosfato de calcio amorfo e ions calcio (que formam os silicatos de calcio) na
superficie vitrea. Os picos maximos indicados nos graficos indicam que, até o periodo do
pico ocorre a deposicado e a estabilizacdo da deposi¢ao da camada amorfa de fosfato de
calcio e silicato de calcio e, apds o periodo correspondente do pico, a degradagao vitrea

passa a ser o fendbmeno predominante, havendo uma variagcdo negativa de massa. Na



composi¢cdo BG-Na (Figura 3a) ocorre uma rapida deposi¢éo de fosfato de calcio e silicato
de calcio, enquanto que na composicao BG e BG-Ca a deposicdo superficial de silicato de
sédio e fosfato de calcio ocorre mais lentamente. A maior degradagédo quimica dos vidros
da composicdo BG-Na pode ser explicada através maior quantidade de ions de sdédio
presente nestes vidros, os quais aumentam a quantidade de ligagdes de oxigénio nao-
ponte que, por serem monovalentes, tornam a estrutura dos vidros menos coesa em
relagdo ao calcio que é bivalente e pode unir-se com dois oxigénios nao-ponte. Esta

estrutura vitrea menos coesa pode facilitar os mecanismo de degradacgéo da rede vitrea® .
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Figura 3: Variagdo de massa das composic¢oes (a) BG-Na e (b) BG e BG-Na apos

diferentes periodos de imersdo em solugcao SBF

As microscopias eletrbnicas de varredura das trés composicbes antes e apos
imersdo em solugao SBF estdo apresentadas na Figura 4. As Figuras 4a, 4d e 4g sao as
referentes as micrografias das composi¢cées BG-Na, BG e BG-Ca, respectivamente, antes
do ensaio de bioatividade. As figuras 4b 4e e 4h sao referentes as micrografias das
composi¢cdes nos periodos do ensaio de bioatividade que ha a deposicdo de massa
maxima, ou seja, apos 1 dia para a composicdo BG-Na e apds 7 dias para as
composicdes BG e BG-Ca. E possivel observar a camada superficial de silicato de calcio
na superficie do vidro da composicdo BG-Na, evidenciada pela formacédo de cristais

pontiagudos, enquanto que para as composicoes BG e BG-Ca é possivel observar a



deposigao de fosfato de célcio na superficie vitrea. As Figuras 4c, 4f e 4i correspondem
as micrografias da composicdo BG-Na apos 5 dias de imersdo em solugédo SBF e das
composicoes BG e BG-Ca, respectivamente, apos 14 dias de imersdo. A composi¢ao BG-
Na apresenta a nucleacdo de fosfato de calcio sobre a superficie de silicato de calcio
(Figura 4c). Também é possivel observar uma camada soélida de hidroxiapatita sobre a

superficie da composigdo BG-Ca (Figura 4i).
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Figura 4: Micrografias eletrénicas de varredura das diferentes composi¢cdes antes e apos
diferentes periodos de imersdo em solugao SBF. Superficie dos vidros antes do ensaio de
bioatividade: (a) BG-Na, (d) BG e (g) BG-Ca. (b) Superficie apés 1 dia de imersao da
composicao BG-Na. Superficie apos 7 dias de imersao em solugdo SBF: composicoes (e)
BG e (h) BG-Ca. (c) Superfice da composi¢cao BG-Na apds 5 dias de imersao. Superficie

apos 14 dias de imersao: composicoes (f) BG e (i) BG-Ca.

Observou-se neste mecanismo de nucleagao, que além das cinco etapas propostas
por Takadama et al ha indicios uma etapa intermediaria, entre a policondensagao dos
silanois da superficie rica em ions Na* e Ca?* (etapa Ill) e a deposicdo de fosfato de

célcio (etapa IV) , que foram interpretados como a nucleagdo de uma camada com carga



parcialmente positiva de silicato de sdédio que favorece a deposi¢ao de fosfato de calcio,
como indicado nos difratogramas de raios-X das amostras apos o0s ensaios de
bioatividade. A nucleacao de hidroxiapatita, por outro lado, ocorre concomitantemente a
este evento, justificando a coexisténcia de ligagbes P-O amorfo e P-O cristalino, bem
como a coexisténcia das fases de silicato de sédio e hidroxiapatita na composigdo BG-Na.
Ou seja, a lixiviacdo de ions fosfato e de ions de metais alcalinos e alcalinos terrosos
(sodio e calcio), a nucleagao de silicato de sodio e a deposicéo de fosfato de calcio sdo
fendbmenos que ocorrem concomitantemente e de forma continua, diferentemente do
mecanismo proposto por Kokubo, em que as etapas sédo subsequentes. O fato de estas
etapas serem concomitantes dificulta a nucleagao de hidroxiapatita, devido a instabilidade
de cargas na superficie, o que também explica a dificil deteccdo de hidroxiapatita nos
difratogramas de raios-X apos 14 dias de imersdo para as composi¢des BG e BG-Ca,
mesmo sendo detectado ligagbes P-O cristalino apds trés dias de imersdo destas
composi¢des em solucdo SBF.

A diferencga entre as trés composicoes esta no fato de que a cinética de formacéao
da camada superficial de hidroxiapatita € diferente para cada composicdo. Esta cinética
de formagdo, por outro lado, esta associada a taxa de degradacdo dos vidros.
Aparentemente, a maior quantidade de sodio na estrutura dos vidros favorece sua maior
dissolugcdo quimica, através dos mecanismos apresentados na Eq. |. A maior dissolugao
quimica dos vidros resulta em uma maior liberagdo de sodio na solugédo SBF, que por sua
vez favorece a nucleagao de silicato de calcio, por deslocar o equilibrio quimico a Eq. | e
da Eq. lll para a formagao de ligagdes =Si-O" na superficie vitrea. Havendo uma maior
nucleacgao de silicato de calcio, ha uma maior deposig¢ao de fosfato de calcio na superficie
vitrea, favorecendo uma maior cinética de cristalizacdo deste fosfato de calcio em
hidroxiapatita para trés dias apds o ensaio em solu¢do SBF, como observado para a
composicdo BG-Na. No entanto, a degradagdo quimica destes vidros é rapida, o que
diminui sua durabilidade quimica e reduz sua aplicagdo como material para regeneragao
Ossea, por exemplo, por ndo apresentar durabilidade suficiente para ser metabolizado
pelo organismo ou para que haja um novo crescimento ésseo durante este periodo °.

Por outro lado, uma maior quantidade de ions calcio na estrutura vitrea, como nas



composi¢coes BG e BG-Ca que apresentam comportamento semelhante, confere uma
menor degradagao quimica do vidro, formando uma superficie estavel, porém a menor
lixiviacdo de ions de sodio dificulta a nucleacdo de hidroxiapatita, retardando sua
formagéo para 14 dias apds imersao em solugéo SBF. Por fim, pode-se inferir que através
da variagéo da relagao sédio/calcio, é possivel controlar a taxa de degradagédo quimica de

vidros bioaborviveis e modificar sua cinética de nucleacio de hidroxiapatita.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que as composi¢cdes estudadas
de vidros bioabsorviveis apresentam a nucleagao superficial de silicato de sd6dio como
agente nucleador de hidroxiapatita e a cinética de bioatividade pode ser controlada
através da relacdo sodio/calcio. Todas as composicbes de estudo demonstraram
bioatividade através da formacdo de hidroxiapatita sobre a superficie, demonstrando

serem potenciais ceramicas para uso em medicina regenerativa.
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CHARACTERIZATION OF RESORBABLE BIOGLASS FOR REGENERATIVE
MEDICINE APPLICATIONS

ABSTRACT

In this work, three compositions of resorbable glasses with potential applications in
regenerative medicine were studied and characterized. Glass in the system SiO2 - (37- X)
Na20 - (5+x)CaO with 6% de P205 (x = 0, 5 e 10) were obtained by fusion/cooling and
annealing. The biocompatibility of the samples was evaluated by immersion in SBF
solution during different periods and characterization of the glass surface. The glasses
were characterized before and after the bioactivity test by x-ray diffraction, Fourier
transform infrared spectroscopy, scanning electronic microscopy e mass variation
measurements. The obtained results indicate that, the bioactivity mechanism in resorbable
glasses occurs, firstly, through a calcium silicate layer formation, that acts as a nucleation
of hydroxyapatite layer. Also the hydroxyapatite nucleation kinetic can be controlled by the
Ca/Na ratio.

Key words: Biomaterials, bioglass, in vitro biocompatibility



