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RESUMO

Este estudo analisou a influéncia de porosidade e area de superficie na
bioatividade de um vidro 58S. Dois tipos de vidros com porosidade e area de superficie
diferentes foram produzidos via rota sol-gel em meio acido, variando-se 0 momento
em que os precursores foram adicionados: 58S-A (Ca(NO3)2 adicionado apo6s a
hidrolise do TEOS e TEP) e 58S-B (Ca(NO3)2 adicionado simultaneamente ao TEOS
e TEP). O vidro 58S-A, embora possua menor area superficial e poros de raios
maiores, apresentou uma precipitacdo de hidroxiapatita mais acelerada até 24h.
Comportamento oposto ao vidro 58S-B, que apresentou poros menores e maior area
superficie. Apesar dessa diferenca inicial na precipitacao da hidroxiapatita, ao fim dos
7 dias de imersdo, ambos os vidros foram recobertos com uma camada de razéo Ca/P
semelhante. Isso indica que, em longo tempo, independentemente de porosidade e
area de superficie inicial, ambos foram recobertos com uma fase hidroxiapatita de

caracteristicas semelhantes

Palavras-chave: hidroxiapatita, porosidade, area de superficie, vidro bioativo,

bioatividade.
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1. INTRODUCAO

O primeiro biomaterial sintético capaz de produzir uma ligagdo quimica com o
tecido 6sseo foi desenvolvido em 1971 por Hench e colaboradores (1). O biomaterial
era um vidro obtido por fusdo com composicdo 45%SiO2—6%P20s5—-24,5%Ca0—
24,5%Na20 (% massica), denominado 45S5. Esse vidro, quando implantado no corpo,
sofria uma transformacdo quimica de superficie gerando hidroxiapatita, mineral
produzido pelos osteoblastos humanos durante a mineralizagdo do tecido 0sseo e,
portanto, reconhecido pelo organismo. Essa propriedade de transformacédo de
superficie foi denominada de bioatividade. Os estudos que se seguiram a partir do
45S5 originaram diversos produtos comerciais, vidros bioativos com novas
composicdes e producao de diversos materiais compadsitos utilizando vidros bioativos
como carga ceramica (2).

A bioatividade do vidro 45S5 é oriunda de uma sequéncia de reac¢des quimicas
gue se iniciam no momento que o material entra em contato com plasma sanguineo
(3). Na primeira etapa, ocorre a lixiviacdo dos ions Ca?* e Na* do vidro. em sequéncia
ocorre reagao entre os H* do fluido com os oxigénios dos grupos siloxanos (Si-O-Si)
da superficie rompendo a rede vitrea e criando uma camada rica em hidroxilas, além
de permitir a liberacéo de fons PO4* e SiO4* . Esse excesso de hidroxilas na superficie
forma um gel carregado negativamente que atrai ions Ca?* do meio (além daqueles
oriundos da prépria matriz vitrea) tornando a superficie carregada positivamente. Essa
camada positiva acaba atraindo ions PO4%, os quais reagem com o Ca?*, precipitando
uma camada amorfa de fosfato de calcio. Essa camada se cristaliza em uma
hidroxiapatita carbonatada e deficiente em calcio e, consequentemente, semelhante
a fase inorganica mineral do tecido 6sseo. Devido a essa semelhanca, as células do
paciente reconhecem a hidroxiapatita oriunda do vidro 45S5 desencadeando o
mecanismo de regeneracao do tecido pela adesao direta de osteoblastos e proteinas
da matriz extracelular a essa hidroxiapatita, por meio de fortes ligacdes quimicas (1-
3).

Estudos subsequentes demostraram que o método sol-gel era capaz de
produzir vidros bioativos de composi¢do ternaria, eliminando precursores usados
como fundentes no processo de fuséo, tal como o Na20, e que nao participam da
formacdo da hidroxiapatita (4). A partir desse novo método de sintese, as
composic¢des ternarias ganharam forga, uma vez que permitiam a producao de vidros

mais porosos, em baixa temperatura e com uma composic¢ao simplificada em relagao
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aos vidros obtidos por fusdo. O vidro 58S constituido por 60%Si02—4%P205-36%CaO
(% molar) passou a ser um dos vidros produzidos por sol-gel mais estudados.

O método sol-gel € baseado nas reacdes de hidrélise e policondensacdo dos
precursores alcoxidos, sendo os mais utilizados tetraetilortossilicato (TEOS) e o
trietilfosfato (TEP). O precursor de calcio mais utilizado € o nitrato de calcio
(Ca(NOs3)2). A sintese pode utilizar &cidos ou bases como catalizadores. Em ambiente
acido, se estimula a nucleacéo, com a formacéo de nanoparticulas de silicato de até
3 nm. Essas nanoparticulas coalescem formando desde materiais mesoporosos até
monolitos, a depender das condicbes empregadas. Em ambiente basico, o
crescimento é favorecido em detrimento a nucleacao, criando nanoparticulas densas
estaveis e de tamanhos variados que podem ir de 3 a 300 nm (4).

Além do catalizador, outros parametros da sintese influenciam na morfologia
como os precursores, sua ordem de adi¢cdo, os tempos entre as etapas da sintese,
presenca de outros elementos etc (5-7). Uma vez que a hidroxiapatita oriunda da
bioatividade desses vidros se origina a partir de diversas reagfes superficiais, as
propriedades morfolégicas da superficie desses vidros, em destaque a area superficial
e porosidade, podem desempenhar um papel crucial para a cinética de formacéo da
camada de hidroxiapatita (6, 7). Portanto, tais parametros morfolégicos de superficie
sdo de elevada importancia quando se busca controlar a formacédo dessa
hidroxiapatita, ou a bioatividade do vidro. Assim, este trabalho buscou identificar a
influéncia da porosidade, area superficial na bioatividade de vidros bioativos 58S
produzidos por sol-gel catalisado por acido, sob duas rotas distintas em que a ordem
de adicao dos reagentes foi alterada expressamente para modificar esses parametros

morfologicos originais.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. MATERIAIS E REAGENTES
Tetraetilortosilicato (TEOS, Si(OC2Hs)s4, Sigma, >98%), acido nitrico (HNOs,
Dindmica, 65%), TEP (trietilfosfato, OP(OC2Hs)3, Sigma, >99,8%), nitrato de célcio
tetrahidratado (Ca(NOs3)2.4H20, Sigma, >99%).

2.2. METODO
2.2.1. PRODUCAO DOS VIDROS 58S
Duas sinteses do vidro bioativo 58S de composicdo 60%SiO2 — 4%P20s5 —

36%CaO (% molar) foram conduzidas em que a ordem de adi¢do dos precursores foi
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alterada para, intencionalmente, se modificar os padrées morfolégicos de superficie
dos vidros obtidos. O objetivo era identificar a influéncia desses diferentes padrées
morfolégicos na bioatividade dos vidros. A metodologia de sintese foi baseada em um
trabalho publicado por Santos et al (8).

SINTESE 58S-A: TEOS - TEP - Ca(NOs)2:

Nessa sintese, os alcoxidos foram hidrolisados em sequéncia com a posterior
adicdo do precursor de calcio. Inicialmente, foram adicionados 48,7 mL de uma
solugdo 0,1 ml/L de acido nitrico (HNOs, Dindmica, 65%) em 22,7 mL de
tetraetilortosilicato (TEOS, Si(OC2Hs)4, Sigma, >98%) sobre agitagdo magnética de
300 rpm, em temperatura ambiente e por um periodo de 60 minutos para uma
completa hidrélise e policondensacéo desse precursor. Em seguida foram adicionados
4,5 mL de trietilfosfato (TEP, OP(OC2zHs)s3, Sigma, >99,8%) mantendo as condi¢des
de agitacdo por 45 minutos para hidrolise da fonte de fosfato, finalizando a sintese foi
adicionado 13,31 g nitrato de calcio tetrahidratado (Ca(NO3)2.4H20, Sigma, >99%)
sobre agitacdo por 60 minutos. Apés os 165 minutos de sintese, o gel resultante foi
guardado em temperatura ambiente por 9 dias e, subsequentemente, foi submetido a
secagem em estufa nas temperaturas de 60°C e 120°C por 72 e 48 horas,
respectivamente. O xerogel obtido foi triturado e peneirado para obtencdo de
particulas menores que 177 nm (80 mesh) que foram levadas ao forno mufla para
calcinacéo na temperatura de 700°C por 60 minutos de patamar.

SINTESE 58S-B: TEOS + TEP + Ca(NOs3)2:

Nessa sintese, o0s alcéxidos foram hidrolisados simultaneamente e na presenca
do precursor de calcio. A metodologia de sintese € semelhante a rota descrita
anteriormente, exceto pelo fato de que os precursores foram adicionados
simultaneamente nas mesmas quantidades citadas anteriormente. As condi¢cdes
agitacao foram mantidas e o tempo de sintese foi de 165 minutos. Ap6s a producao

do gel, este passou pela secagem, moagem e calcinacéo tal qual a descric&o anterior.

2.2.2. ANALISE DE AREA SUPERFICIAL E VOLUME DE POROS
As amostras calcinadas a 700°C de ambas as sinteses (A e B) foram
analisadas via sor¢cdo de Nz através de um equipamento Quantachrome (Nova-
1200e). Cerca de 5009 dos vidros bioativos foram submetidos a degasagem em vacuo
por 90 minutos em uma temperatura de 150°C. ApOs a degasagem, as curvas de
adsorcao e dessorcao de nitrogénio foram obtidas em uma temperatura de 77K em
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uma faixa P/Po de 0,05 a 0,99 (30 pontos). A area de superficie foi determinada pelo
meétodo Brunauer-Emmett-Teller (BET), o volume de poro por Barrett-Joyner-Halenda
(BJH) e tanto a distribuicdo de tamanho de poro quanto a area superficial por raio de
poro pela Teoria do Funcional da Densidade (DFT).

2.2.3. BIOATIVIDADE

Os testes de bioatividade foram realizados através da metodologia de Kokubo
(9), ISSO 23317:2014. Foram imersas amostras de 50 mg dos vidros em 50 mL de
solucéo de fluido corporal simulado (SBF) sobre temperatura de 37°C pelos tempos
de O (controle), 1, 4 e 7 dias. Apos imersdo em SBF, as amostras foram centrifugadas,
lavadas duas vezes com agua destilada e duas vezes com &lcool isopropilico, em
sequéncia. Finalmente, foram secas em estufa por 24 horas a 60°C.

A técnica de difratometria de raios X (DRX) foi usada para observar a formacgéao
da hidroxiapatita na superficie das amostras, num difratdbmetro Shimadzu XRD6000
na faixa de 26 de 10° a 60° com tamanho de passo de 0,02° e o tempo de aquisi¢ao
de 2 segundos por ponto. As andlises morfolégicas e de composi¢cdo que ocorreram
na superficie foram monitoradas tanto por MEV (operando a 5 KV, distancia de
trabalho de 10 mm e aumento de 5000X) quanto por EDS (operando a 15KV, distancia
de trabalho de 10 mm e aumento de 100X) em triplicata. Ambas as caracterizagdes
foram realizadas em um microscoépio eletrénico JEOL 5700. Previamente as analises,

as amostras foram revestidas com carbono para melhorar sua condutividade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. AREA SUPERFICIAL E POROSIDADE DAS AMOSTRAS
As curvas de adsorgéo e dessorcdo de N2 de ambos os vidros apresentaram
isotermas do tipo IV, o que os classifica como mesoporosos (Figura 1). O vidro 58S-
A apresentou histerese do tipo H1 enquanto o vidro 58S-B apresentou histerese do
tipo H2, segundo classificacdo da IUPAC (10). Isso indica que o vidro 58S-A é
constituido de mesoporos mais ordenados, formados por canais cilindricos ou
empilhamento ordenado de nanoparticulas. Ao passo em que a curva de histerese do

vidro 58S-B indica a presenca de poros e canais mesoporosos mais desordenados.
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Figura 1: Isotermas de adsorcéo e dessorcao de N2 dos vidros 58S-A e 58S-B.
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As areas superficiais calculadas para as amostras 58S-A e 58S-B através do

método BET foram, respectivamente, 26,028 e 46,119 m?/g. Um comportamento

semelhante se manteve nas analises de volume de poros feitas pelo método BJH,

visto que os resultados obtidos foram de 0,178 e 0,224 cm?/g, respectivamente.

Através desses dados, percebe-se que o vidro 58S-B possui uma area superficial

77,19% maior do que o vidro 58S-A, assim como um volume de poros 25,84% maior.

Analisando o histograma de area de superficie por faixa de raio de poros apresentado

na Figura 2 foi possivel observar que a amostra 58S-B teve sua area de superficie

definida por uma grande quantidade de poros em torno de 2,0 nm.

Figura 2: Histograma da area superficial por faixa de raio de poros obtido pelo
método DFT para os vidros 58S-A e 58S-B.
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Por sua vez, a amostra 58S-A apresentou grande quantidade de poros em torno
de 4,0 nm. Através desses dados apresentados € possivel estimar que o vidro 58S-B
possui uma rede vitrea mesoporosa formada por poros menores e mais desordenados
gue 58S-A.

3.2. EFEITO DA AREA SUPERFICIAL E POROSIDADE NA BIOATIVIDADE
Os valores obtidos das andlises de EDS para a amostras ap0s imersao em SBF
(Tabela 1) foram utilizados para o célculo das raz6es Ca/Si, P/Si e Ca/P, apresentadas
em funcdo do tempo (Figura 3), buscando compreender melhor a cinética de

transformacao da superficie dos vidros durante a imersdo em SBF.

Tabela 1: Razdes molares Ca/Si, P/Si e Ca/P calculadas por EDS dos vidros 58S-A e
58S-B imersos em SBF por 0 (controle), 1, 4 e 7 dias.

Amostra Razdo Tempo de imersdo em SBF (dias)
0 1 4 7
ca/Si 1,26+0,04 | 291+£0,06 | 295+£0,05 | 3,14+0,05
58S-A P/Si 0,24+0,01 | 154+0,05 | 1,52+0,04 | 1,63+0,02
Ca/P 518+0,21 | 1,89+0,02 1,94+0,02 | 1,93+0,01
Ca/Si 1,06+0,03 | 2,36+£0,23 | 2,63+0,14 | 2,87+0,13
58S-B P/Si 0,22+0,01 | 1,30+0,23 | 1,43+0,07 | 1,57+0,06
Ca/P 4,70+0,22 | 1,82+0,01 1,85+0,01 | 1,83+0,01

Figura 3: Evolucdo das razdes Ca/Si, P/Si e Ca/P na superficie dos vidros 58S-A e
58S-B imersos em SBF.
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A partir das razdes Ca/Si e P/Si foi possivel identificar que, inicialmente, a taxa
de modificacdo da superficie foi maior no vidro 58S-A. Surpreendentemente, a area
de superficie assim como o volume de mesoporos calculado para esse vidro foram
menores que os observados no vidro 58S-B. Assim, se esperaria um vidro menos
reativo e com menor capacidade de formar hidroxiapatita, 0 que ndo ocorreu. Uma
das hipoteses para explicar esse comportamento seria uma difusdo mais favorecida
no vidro 58S-A. Uma vez que o raio médio de poros foi maior nesse vidro do que no
vidro 58S-B, e tratando-se de raios na escala nanométrica, pode-se inferir que os
poros menores que 2 nm observados no vidro 58S-B acabaram por dificultar a difusdo
dos fons Ca?* e PO4*, desacelerando a transformacéo (11).

Apesar das diferentes taxas de modificagdes nas razbes Ca/Si e P/Si ambas
as amostras mantem um comportamento similar para a razdo Ca/P. Inicialmente,
ocorreu uma queda brusca nos valores quando comparamos o0s vidros antes e apos
1 dia de imersdo. Em seguida, um patamar foi alcancado com pequenas flutuaces
até o dia 7. Os valores se mantiveram entre 1,80 e 2,0 estando acima da razao
conhecida para a hidroxiapatita que é de 1,67. Esse valor elevado pode ser apenas
um reflexo do alto teor de Ca?* nos vidros originais.

As modificacdes na superficie dos vidros também foram acompanhadas por
MEV (Figura 4). Estruturas precipitadas semelhantes a couves-flores foram

precipitadas ap0s a imersdo em SBF por 7 dias.

Figura 4: Imagens obtidas por MEV das amostras imersas em SBF por 0 e 7 dias.
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Essas formacdes indicam a formacdo tipica de cristais de hidroxiapatita sobre
a superficie das amostras em ensaios de bioatividade. A amostra 58S-B apresentou
a formacdo de estruturas menores em relacdo a 58S-A corroborando com os
resultados de EDS que mostraram que a taxa de precipitacao foi maior no 58S-A.

Para identificar a fase precipitada, foram realizadas analises de DRX para as
amostras imersas em SBF por 0 e 7 dias, como pode ser observado na Figura 5. Em
ambas as amostras sugiram picos de difracdo caracteristicos da fase hidroxiapatita,
indicando a precipitacdo dessa fase e confirmando que as estruturas do tipo couve-
flor observadas por MEV, assim como, o aumento do teor de Ca e P na superficie, se

deviam realmente a formacédo da hidroxiapatita.

Figura 5: Padrbes de difracdo obtidos por DRX das amostras imersas em SBF por 0

e 7 dias.
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4. CONCLUSOES
Com os resultados obtidos podemos demonstrar a influéncia da porosidade e
da area superficial sobre a bioatividade dos vidros 58S. A amostra 58S-A, apesar de
possuir menor area superficial, devido seus poros de raios maiores, apresentou uma
precipitacdo mais acelerada inicialmente com uma diminuigéo dessa reatividade com

0 tempo. Comportamento oposto a amostra 58S-B que, apesar de possuir valores
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maiores de volume de poros e area superficie, apresentaram uma precipitacdo de
hidroxiapatita mais lenta inicialmente, provavelmente devido a predominancia de
poros menores, inferindo uma maior dificuldade de difusdo dos ions Ca?* e PO4*.
Apesar dessa diferenca inicial na precipitacéo da hidroxiapatita, ao fim dos 7 dias de
imersdo, ambos os vidros foram recobertos apresentando razdo Ca/P semelhantes.
Isso indica que, em longo tempo de exposicdo ao SBF, independentemente da
porosidade inicial, ambos os vidros foram recobertos com uma fase hidroxiapatita de

caracteristicas semelhantes.
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EFFECT OF POROSITY AND SURFACE AREA ON THE BIOACTIVITY OF 58S-
TYPE GLASSES OBTAINED BY SOL-GEL

ABSTRACT

This study examined the influence of porosity and surface area on the bioactivity
of 58S glass. Two types of glasses with different porosity and surface area were
produced via a sol-gel route in an acidic medium, varying the timing of precursor
addition: 58S-A (Ca(NO3)2 added after the hydrolysis of TEOS and TEP) and 58S-B
(Ca(NO3)2 added simultaneously with TEOS and TEP). Although the 58S-A glass has
a lower surface area and larger pore radii, it exhibited a more accelerated
hydroxyapatite precipitation up to 24 hours. This behavior was the opposite for the
58S-B glass, which had smaller pores and a larger surface area. Despite this initial
difference in hydroxyapatite precipitation, after 7 days of immersion, both glasses were
covered with a layer of hydroxyapatite with a similar Ca/P ratio. This indicates that,
over a longer period, regardless of initial porosity and surface area, both glasses were

coated with a hydroxyapatite phase with similar characteristics.
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