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RESUMO

Os biovidros nanoestruturados tém emergido como biomateriais promissores para 0 reparo
6sseo, particularmente quando funcionalizados com ions capazes de conferir propriedades
antimicrobianas. Este estudo teve como objetivo avaliar o desempenho bioldgico de biovidros
dopados com prata e eurépio por meio de caracterizacdo fisico-quimica, ensaios in vitro e
avaliagdo in vivo em modelo experimental. A caracterizagdo estrutural confirmou a formagéo de
uma rede vitrea tipica composta por SiO.—Na.O—-CaO-P.0s, com modificacbes estruturais
associadas a incorporacdo de prata. Os resultados in vitro demonstraram que as formulagdes
contendo prata apresentaram atividade antibacteriana e antibiofilme dependente da concentragédo
contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Streptococcus mutans, mantendo elevada
citocompatibilidade em células Vero. A incorporagdo de europio ndo influenciou
significativamente os parametros bioldgicos avaliados. Com base nesses resultados, as
formulagdes contendo 0,5% e 1,25% (m/m) de prata foram selecionadas para avaliagcdo in vivo
em um modelo de defeito 6sseo em calvaria de ratos. Os resultados demonstraram que a
concentracdo de prata modulou diretamente a resposta tecidual, sendo que a formulacdo com
0,5% promoveu uma resposta inflamatoria inicial mais pronunciada, enquanto a formulacao
contendo 1,25% esteve associada a maior deposicdo de colageno e maturacdo da matriz
extracelular. Conclui-se que a dopagem com prata confere propriedades multifuncionais aos
biovidros, destacando seu potencial para aplicagbes em engenharia tecidual Ossea. A
concentracdo do dopante desempenha papel fundamental no equilibrio entre eficacia

antimicrobiana e resposta bioldgica.

Palavras-chave: Biovidro nanoestruturado; Prata; Atividade antibacteriana; Biofilme;

Regeneracédo dssea.



ABSTRACT

Nanostructured bioactive glasses have emerged as promising biomaterials for bone repair,
particularly when functionalized with ions capable of providing antimicrobial properties. This
study aimed to evaluate the biological performance of bioactive glasses doped with silver and
europium through physicochemical characterization, in vitro assays, and in vivo evaluation in an
experimental model. Structural characterization confirmed the formation of a typical SiO»—
Na,O-CaO-P.0Os glass network, with structural modifications associated with silver
incorporation. In vitro results demonstrated that silver-containing formulations exhibited
concentration-dependent antibacterial and antibiofilm activity against Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, and Streptococcus mutans, while maintaining high cytocompatibility in Vero
cells. Europium incorporation did not significantly influence the evaluated biological
parameters. Based on these findings, formulations containing 0.5 wt% and 1.25 wt% silver were
selected for in vivo evaluation in a rat calvarial defect model. The results showed that silver
concentration directly modulated tissue response, with 0.5 wt% promoting a more pronounced
initial inflammatory response, whereas 1.25 wt% was associated with increased collagen
deposition and extracellular matrix maturation. In conclusion, silver doping confers
multifunctional properties to bioactive glasses, highlighting their potential for bone tissue
engineering applications. The dopant concentration plays a critical role in balancing

antimicrobial efficacy and biological response.

Keywords: Nanostructured bioactive glass; Silver; Antibacterial activity; Biofilm; Bone

regeneration.
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1. INTRODUCAO

A busca por materiais bioativos capazes de promover regeneracgao tecidual, prevenir
infecgBes e manter compatibilidade com o meio bioldgico tem levado ao desenvolvimento de
tecnologias que inovem na area de biomateriais. Entre esses, 0s biovidros tém se destacado
como um dos principais materiais utilizados em aplicacdes médicas e odontoldgicas, devido a
excelente bioatividade, a capacidade de ligacdo quimica com os tecidos e a liberacdo
controlada de ions terapéuticos. (HENCH, 2006; HENCH; POLAK, 2002). Esses materiais
sd0 compostos por uma matriz vitrea que pode ser construida com diferentes composicGes
quimicas, possibilitando a modulacao de suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas.

Os biovidros tradicionais, como o 45S5 Bioglass®, sdo amplamente estudados e
demonstraram desempenho superior em aplica¢Ges clinicas envolvendo substituicdo 0ssea,
recobrimento de implantes e na regeneracdo periodontal. Sua bioatividade esta relacionada a
formacdo de uma camada de hidroxiapatita carbonatada, que se assemelha a do osso natural,
quando expostos a fluidos corporais (ARAUJO et al., 2021). No entanto, apesar dessas
vantagens, os biovidros ainda enfrentam limitacbes, principalmente quanto a resisténcia
mecanica em ambientes de carga e, sobretudo, a auséncia de propriedades antimicrobianas
intrinsecas, o que pode favorecer infeccdes no pos-operatdrio e falhas nos implantes
(SIQUEIRA et al., 2021; HALL-STOODLEY et al., 2009; COSTERTON et al.,1999).

A formacdo de biofilmes bacterianos sobre a superficie de biomateriais representa
um enorme desafio clinico, uma vez que o0s microrganismos que formam biofilmes
apresentam uma resisténcia significativamente maior aos antimicrobianos convencionais e as
respostas imunes do hospedeiro (DONLAN; COSTERTON , 2002). A colonizacgéo bacteriana
precoce pode comprometer o sucesso do implante e levar a infeccGes persistentes, como a
osteomielite e a peri-implantite, exigindo a remocdo cirdrgica do biomaterial.

Diante desses enormes desafios, a incorporacao de agentes antimicrobianos, como a
prata (Ag), aos biovidros tem surgido como uma estratégia promissora por apresentar
propriedades bactericidas sem comprometer a bioatividade. A prata, conhecida desde a
antiguidade por sua acdo antimicrobiana, tem seu efeito potencializado quando utilizada em
forma de nanoparticulas, devido a maior area superficial de contato e portanto, maior
liberacdo de ions Ag® (RAJENDRAN et al., 2022). Esses ions interagem com proteinas,
enzimas e acidos nucléicos bacterianos, levando a desestruturacdo da parede celular e por
conseguinte, inibicdo enzimatica e morte celular (GODOY-GALLARDO et al., 2021).
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Sendo que, a incorporagdo de prata em biovidros pode ocorrer de diferentes formas:
como dopagem idnica durante o processo de fusdo, impregnacdo superficial ou por técnicas
sol-gel, cada uma com implicagdes distintas na liberacdo idnica, morfologia e resposta
bioldgica (BORGES et al., 2023). Nesse contexto, 0s biovidros nanoestruturados surgem
como uma alternativa tecnolégica de Ultima geracdo, apresentando caracteristicas
morfoldgicas e estruturais que favorecem a liberacdo controlada de ions e a interacdo celular,
além de facilitarem a funcionalidade com nanoparticulas metélicas (GUPTA et al., 2026).

Contudo, a combinacdo entre biocompatibilidade celular, atividade antibacteriana e
resisténcia a formacgdo de biofilmes em biovidros contendo prata ainda é um grande desafio a
ser superado. A liberacdo excessiva de ions prata pode causar citotoxicidade, enquanto
concentracgdes insuficientes podem ndo promover efeito bactericida eficiente (LI et al., 2024).

Assim, €& necessario encontrar um equilibrio entre eficacia antimicrobiana e
seguranca celular, por meio de ensaios in vitro padronizados que avaliem ndo apenas a
viabilidade de células humanas, como osteoblastos e fibroblastos, mas também a capacidade
do material de inibir o crescimento bacteriano e impedir a formacéo dos biofilmes.

Dessa forma, esta tese propde a avaliacao in vitro da viabilidade celular, da atividade
bactericida e da dindmica de formacdo de biofilmes em biovidros puros e nanoestruturados
com prata, buscando compreender como a composicdo e a morfologia desses materiais
influencia suas interacbes com células humanas e microrganismos. O estudo inclui analises
morfologicas e estruturais dos biovidros, ensaios de citotoxicidade, testes antibacterianos
frente a cepas clinicas relevantes e avaliacdo da formacdo e desorganizacdo de biofilmes em
condicdes simuladas in vitro.

Espera-se que o0s resultados possam contribuir para o desenvolvimento de
biomateriais multifuncionais, capazes de atuar na regeneracdo tecidual e na prevencdo de
infeccdes associadas a implantes, ampliando as aplicac@es clinicas dos biovidros e oferecendo

solucdes inovadoras para os vastos desafios da medicina regenerativa contemporanea.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biovidros: conceito, composic¢ao e propriedades bioativas

Os biovidros sdo materiais vitreos bioativos compostos por 6xidos, tais como diéxido
de silicio (Si0:), 6xido de so6dio (Na:20), 6xido de célcio (CaO) e pentdxido de fosforo (P20s),
formulados de modo a permitir a interacdo com tecidos bioldgicos e a inducdo da formacao de
uma camada de hidroxiapatita (HA) carbonatada, quimica e estruturalmente semelhante a fase
mineral do tecido 6sseo humano (HENCH; POLAK, 2002). O desenvolvimento do primeiro
biovidro, o 45S5 Bioglass®, por Larry Hench em 1969, representou um marco nos estudos
com biomateriais, sendo ainda hoje amplamente utilizado como referéncia em pesquisas e
aplicacdes clinicas destes (HENCH, 2006).

A composi¢do classica do 45S5 inclui cerca de 45% em peso de SiO2, 24,5% de
Na20, 24,5% de CaO e 6% de P.Os. Essa formulagdo confere ao material uma estrutura
amorfa que favorece a rapida troca ibnica com fluidos bioldgicos, desencadeando a nucleacéo
e 0 crescimento da camada de hidroxiapatita (BENETTI et al., 2024). Esse processo,
conhecido como bioatividade, é uma das caracteristicas mais distintas dos biovidros e esta
diretamente associado a sua capacidade de formar uma interface sélida com o tecido 6sseo,
gue promove a osteointegracdo. A bioatividade dos biovidros é frequentemente avaliada por
meio de testes in vitro em fluidos corporeos simulados (SBF), que permitem observar a
formacdo da camada bioativa sobre a superficie do material (KOKUBO; TAKADAMA,
2006).

Além da bioatividade, os biovidros apresentam outras propriedades fundamentais,
como a biodegradabilidade controlada, 0 que permite sua reabsorcdo progressiva pelo
organismo ao longo do tempo, e a liberacdo de ions terapéuticos, dentre eles, célcio, fosforo e
silicio, os quais desempenham funcbes importantes na estimulacdo da proliferacdo e
diferenciacdo celular, angiogénese e mineralizacdo 6ssea (DASH et al., 2023; STORBECK et
al., 2026). A taxa de degradacdo dos biovidros pode ser modulada pela variacdo na
composicdo quimica de sua estrutura, possibilitando sua adaptacdo a diferentes aplicacGes
biomédicas.

Adicionado a isso, 0s biovidros podem ser preparados para diferentes
funcionalidades quando inseridos elementos metalicos, como cobre, zinco, estroncio e prata, a
fim de conferir propriedades antimicrobianas, osteogénicas e angiogénicas ao material
(KAZEMIAN et al., 2021; HU et al., 2025). A incorporagdo de nanoparticulas metalicas ou
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fons metalicos na matriz vitrea tem se mostrado eficaz no controle de infec¢des em implantes
e na prevencdo da formagdo de biofilmes bacterianos, sem contudo, comprometer a
biocompatibilidade do material.

Essas caracteristicas tornam os biovidros versateis e promissores para uma ampla
gama de aplicacdes na area da engenharia tecidual e biomateriais, incluindo o recobrimento
de préteses e implantes ortopédicos e dentarios, substitutos 6sseos, enxertos para regeneracao
6ssea e produtos odontoldgicos restauradores. O continuo desenvolvimento de novas formulas
e técnicas de processamento, como a producdo de biovidros nanoestruturados ou por
impressdo 3D, tem ampliado muito o potencial de aplicagdo desses materiais em contextos
clinicos e terapéuticos inovadores (DASH et al., 2023; KAZEMIAN et al., 2021).

2.2 Biovidros dopados com prata: mecanismos antimicrobianos e aplica¢des biomédicas

A dopagem de biovidros com prata (Ag) tem sido amplamente explorada como uma
estratégia muito eficaz para incorporar propriedades antimicrobianas aos biomateriais, com o
objetivo de prevenir infeccbes associadas a implantes e promover a biosseguranca em
ambientes clinicos. A prata, na forma idnica (Ag') ou como nanoparticulas (AgNPs), ¢é
conhecida por sua ampla acdo bactericida, atuando contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, além de fungos e virus (THONGNUEK et al., 2025).

A incorporacdo da prata na matriz vitrea pode ser realizada por diferentes métodos,
onde cada um tem vantagens e desvantagens, como por exemplo, por troca idnica ou sol-gel,
sendo este ultimo particularmente vantajoso por permitir o controle da homogeneidade e da
morfologia das particulas de prata (SALINAS; VALLET-REGI, 2013). Durante a liberacio
em meios bioldgicos, os ions prata interagem com estruturas celulares bacterianas, o que
promove danos as membranas e desnaturacao de proteinas assim como, inibicdo de enzimas e
fragmentacdo do DNA, culminando na morte celular (MEHER et al., 2024).

Do ponto de vista biomédico, os biovidros dopados com prata apresentam grande
potencial para aplicagdes em recobrimentos de implantes ortopédicos e dentarios,
preenchimentos 0sseos e curativos de feridas, especialmente em contextos clinicos de alto
risco para infeccbes (DASH et al., 2023). Além de sua conhecida atuacdo antimicrobiana
direta, a presenca de prata pode influenciar de modo positivo a formagdo de hidroxiapatita na
superficie do biovidro, contribuindo assim para a bioatividade do material (HU et al., 2025).

Contudo, a concentracdo de prata deve ser criteriosamente controlada, uma vez que

teores elevados podem comprometer a viabilidade celular e a biocompatibilidade do material.
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Estudos demonstram que concentra¢cdes moderadas de Ag+ (entre 0,5% e 2% em peso) sdo
eficazes na inibicdo bacteriana sem efeitos citotoxicos significativos sobre células
osteoblasticas e fibroblasticas (KAZEMIAN et al., 2021; PRASAD et al., 2026). A toxicidade
da prata esta relacionada a geracdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a
disfuncdo mitocondrial em células eucarioticas, o que reforca a importancia do equilibrio
entre eficicia antimicrobiana e seguranga bioldgica.

Nos altimos anos, a utilizacdo de prata em escala nanométrica tem despertado grande
interesse, devido a maior area superficial e a liberacdo controlada de ions, o que pode
aumentar a eficdcia antimicrobiana e minimizar os efeitos colaterais. Biovidros
nanoestruturados dopados com prata (Ag-nBGs) tém mostrado desempenho superior em
estudos in vitro, apresentando rapida formacéo de HA, excelente adeséo celular e potente acao
contra patdgenos multirresistentes, como Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa
(THONGNUEK et al., 2025; PAJARES-CHAMORRO et al., 2021).

Dessa forma, a associagéo entre a bioatividade dos biovidros e a agdo antimicrobiana
da prata representa uma estratégia promissora para o desenvolvimento de biomateriais
multifuncionais, com capacidade de estimular a regeneracdo tecidual e reduzir o risco de
infeccdes, constituindo dessa forma importante avanco para a engenharia de tecidos e

medicina regenerativa.

2.3 Viabilidade celular com biovidro puro e biovidros dopados com prata

A avaliacdo da viabilidade celular ¢ um dos parametros essenciais para validar
biomateriais destinados ao uso clinico, especialmente em aplicacfes de engenharia tecidual e
medicina regenerativa. Os biovidros, particularmente o Bioglass® 45S5 e suas variantes,
demonstram excelente biocompatibilidade, por estimular a adesdo, proliferacdo e
diferenciacdo celular, especialmente de osteoblastos, fibroblastos e células-tronco
mesenquimais (HENCH, 2006; BENETTI et al., 2024). Esse comportamento € atribuido a
liberacdo controlada de ions como Ca*', SiO+* e PO+, que modulam vias de sinalizagdo
celular e promovem a mineralizacdo da matriz extracelular (DASH et al., 2023).

No entanto, ao dopar biovidros com prata (Ag), uma preocupacdo recorrente € a
potencial citotoxicidade dos ions Ag" liberados no meio extracelular. Diversos estudos
indicam que a presenca de prata pode interferir na viabilidade celular de forma dose-
dependente. Em concentracfes adequadas, os ions prata exercem efeito antimicrobiano sem

com isso comprometer de modo significativo a integridade celular; contudo, em niveis mais
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elevados, podem causar estresse oxidativo, disfungdo mitocondrial e apoptose em células
eucarioticas (MEHER et al., 2024; PRASAD et al., 2026).

Os testes de viabilidade celular realizados com ensaios como MTT, Alamar Blue,
XTT e Live/Dead demonstram que biovidros dopados com até 1% de concentracdo de prata
mantém niveis aceitaveis de viabilidade celular, especialmente em culturas de células
osteoblésticas e fibroblasticas (KAZEMIAN et al., 2021). Além disso, a morfologia celular
observada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) geralmente mostra boa adesao e
espalhamento celular sobre a superficie dos biovidros contendo prata, o que reforca a
compatibilidade do material com tecidos bioldégicos (PAJARES-CHAMORRO et al., 2021).

Outro aspecto relevante ¢ a influéncia da morfologia e da nanoestrutura dos biovidros
dopados com prata na resposta celular. Estudos indicam que sistemas nanoestruturados (Ag-
nBGs) promovem melhor desempenho em termos de viabilidade celular e diferenciagéo
osteogénica, uma vez que apresentam maior area superficial e promovem uma liberacéo
ibnica mais controlada e sustentada (THONGNUEK et al., 2025; HU et al., 2025). Essa
modulacdo da resposta celular pode ser otimizada com o ajuste da composicao vitrea e da
densidade de dopagem com prata.

Adicionalmente, a funcionalizacdo superficial dos biovidros com polimeros naturais
ou sintéticos, como colageno, quitosana ou PEG, tem sido investigada como estratégia para
mitigar os efeitos citotoxicos da prata, promovendo um microambiente mais favoravel a
proliferacdo celular e & regeneracdo tecidual (SALINAS; VALLET-REGI, 2013). Essas
abordagens demonstram a versatilidade dos biovidros dopados e a possibilidade de
desenvolver sistemas personalizados para aplicacdes especificas.

Assim, a viabilidade celular em sistemas contendo biovidros puros e dopados com
prata depende de uma série de fatores inter-relacionados, incluindo a composi¢do quimica,
concentracdo de dopagem, estrutura superficial e caracteristicas fisico-quimicas do
biomaterial. O entendimento desses fatores é fundamental para o desenvolvimento de
materiais que conciliem acdo antimicrobiana eficaz com elevada biocompatibilidade,

ampliando suas aplicacdes na clinica.

2.4 Formacdo e dindmica de biofilmes em contato com biovidros e biovidros dopados

com prata

A formacdo de biofilmes representa um dos maiores desafios no contexto clinico,

especialmente no que se refere a colonizacdo de superficies de biomateriais por
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microrganismos patogénicos. Os biofilmes sdo comunidades microbianas organizadas,
embebidas em uma matriz extracelular autossintetizada, que aderem a superficies bioldgicas
ou abidticas. Essa estrutura confere aos microrganismos protecdo contra agentes
antimicrobianos e resposta imunoldgica do hospedeiro, tornando as infec¢bes associadas a
implantes extremamente dificeis de tratar (COSTERTON et al., 1999; DONLAN;
COSTERTON, 2002).

Os biovidros, por sua vez, apresentam caracteristicas de superficie que podem
influenciar diretamente a adesdo microbiana e a formacdo de biofilmes. De maneira geral,
biovidros puros demonstram uma moderada atividade antimicrobiana atribuida a liberagdo de
fons alcalinos e alcalino-terrosos, que alteram o pH e a osmolaridade do microambiente,
desfavorecendo o crescimento de determinadas cepas bacterianas (ZHANG et al., 2010).
Entretanto, esses efeitos s&o frequentemente limitados frente a microrganismos
multirresistentes ou em ambientes clinicamente desafiadores.

Nesse sentido, a incorporacdo de prata aos biovidros tem se mostrado uma estratégia
eficaz para inibir a formagdo de biofilmes em sua superficie. Os ions Ag" atuam de forma
multifatorial sobre os microrganismos, promovendo a desestabilizacdo da membrana celular,
interacdo com proteinas e acidos nucléicos, além de geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), levando a morte bacteriana (MORONES et al., 2005; RAJENDRAN et al., 2022).
Essa acdo antimicrobiana é eficaz tanto em bactérias gram-positivas quanto gram-negativas,
incluindo cepas como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Enterococcus faecalis, frequentemente associadas a infec¢des nosocomiais.

Estudos recentes demonstram que biovidros dopados com prata apresentam
significativa reducdo na formacdo de biofilmes em testes in vitro, avaliados por coloracédo
com cristal violeta, quantificacdo de unidades formadoras de col6nia (UFC), microscopia de
fluorescéncia e microscopia eletrénica de varredura (KAZEMIAN et al., 2021; HU et al.,
2025). A nanoestrutura dos biovidros também influencia nesse processo: biovidros
nanoestruturados dopados com prata (Ag-nBGs) tendem a apresentar liberacdo ibnica mais
eficiente e superficie com propriedades antimicrobiana otimizada, dificultando a adesdo
inicial dos microrganismos e a maturacdo do biofilme (SALINAS; VALLET-REGI, 2013).

Além disso, a prata interfere na expressdo de genes relacionados a viruléncia e a
producdo de matriz extracelular, modulando negativamente a capacidade de formacdo de
biofilmes em patdgenos como Candida albicans e Staphylococcus epidermidis (CHEN et al.,
2023). Tal efeito é particularmente relevante em contextos clinicos onde a formacdo de

biofilmes representa um fator critico de falha em implantes e enxertos 6sseos.
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Por fim, a combinagdo de biovidros com prata a outros agentes antimicrobianos,
como oOxidos metalicos (ZnO, CuO) ou polimeros antibacterianos, tem sido explorada para
potencializar a resisténcia a formacao de biofilmes, criando superficies multifuncionais e mais
eficazes contra infecgdes persistentes (DASH et al., 2023). No entanto, é fundamental
equilibrar a agdo antimicrobiana com a biocompatibilidade, garantindo que as concentracoes
de prata utilizadas sejam suficientes para inibir biofilmes sem comprometer a viabilidade

celular, como discutido anteriormente.

2.5 Biovidros dopados com eurépio: propriedades biolégicas e aplicacbes em

biomateriais

Os elementos terras raras vém despertando crescente interesse na area de
biomateriais devido as suas propriedades Opticas, magnéticas e bioldgicas. Entre eles, o
europio (Eu) destaca-se por sua elevada estabilidade quimica e capacidade de emissao
luminescente, caracteristicas que possibilitam sua utilizacdo como marcador em sistemas de
bioimagem e rastreamento celular (BUNZLI, 2010).

A incorporagdo de ions europio (Eu**) em biovidros tem sido investigada
principalmente em materiais destinados a regeneracdo 0ssea, uma vez que esse elemento pode
atuar sem comprometer a bioatividade caracteristica da matriz vitrea. Estudos demonstram
que a presenca de eurdpio nédo interfere significativamente na formacéo de hidroxiapatita nem
na capacidade osteocondutora dos biovidros, mantendo sua compatibilidade com tecidos
mineralizados (JONES, 2013; CHEN et al., 2023).

Além das propriedades Opticas, alguns estudos sugerem que 0 eurOpio pode
influenciar processos celulares relacionados a proliferacdo e diferenciacdo osteoblastica,
embora 0s mecanismos envolvidos ainda ndo estejam completamente esclarecidos. Entretanto,
diferente dos elementos como prata, cobre ou zinco, o eurdpio ndo apresenta atividade
antimicrobiana expressiva, sendo sua principal contribui¢do associada ao monitoramento da
interacdo entre biomaterial e tecido hospedeiro (HU et al., 2025).

A utilizacdo de biovidros dopados simultaneamente com prata e eurdpio representa
uma estratégia promissora para obtencdo de biomateriais multifuncionais capazes de
combinar propriedades antimicrobianas com potencial para rastreamento bioldgico. Nesse
contexto, a prata atua principalmente no controle microbiano, engquanto o eurépio pode

contribuir para aplicagdes diagndsticas e estudos de biodistribui¢cdo do biomaterial.
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2.6 Consideracbes sobre métodos in vitro de avaliacdo da atividade biologica de
biovidros

A avaliacdo in vitro da atividade biolégica de biovidros é um passo essencial no
desenvolvimento e na validacdo de novos materiais para aplicagdes biomédicas. Esses ensaios
permitem investigar a interacdo dos biovidros com células e microrganismos em ambientes
controlados, fornecendo informagdes cruciais sobre sua biocompatibilidade, citotoxicidade,
bioatividade e propriedades antimicrobianas antes da realizagdo de testes in vivo ou ensaios
clinicos (1SO 10993-5, 2009; ANDERSON et al., 2008).

A viabilidade celular é comumente avaliada por meio de ensaios colorimétricos,
como o MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio brometo), o XTT (tetrazolio sal
de sdédio) e o Alamar Blue, que mensuram a atividade metabdlica mitocondrial das células
expostas aos biovidros. Esses testes fornecem uma estimativa indireta da citotoxicidade dos
materiais e sdo amplamente utilizados em linhagens celulares osteoblasticas, fibroblasticas e
mesenquimais (MOSMANN, 1983; DASH et al., 2023).

A analise da atividade bactericida dos biovidros é realizada por diferentes métodos,
como contagem de unidades formadoras de colonia (UFC), ensaio de difusdo em agar, ensaios
de turbidez (OD600) e métodos baseados em bioluminescéncia. Esses ensaios avaliam a
capacidade dos biovidros puros ou dopados com agentes antimicrobianos de inibir ou matar
bactérias patogénicas, sendo geralmente aplicados em cepas clinicas ou de referéncia, como
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (ARAUJO et al., 2021;
ABODUNRIN et al., 2024).

Ja a dindmica de formacdo de biofilmes € investigada por meio de protocolos
especificos que simulam o processo de adesdo bacteriana, crescimento e maturacdo do
biofilme em superficies de biovidros. As técnicas incluem coloracdo com cristal violeta para
quantificacdo da biomassa total, microscopia confocal para visualizacdo tridimensional da
estrutura biofilme, e microscopia eletrénica de varredura (MEV) para analise morfoldgica da
colonizacdo bacteriana. Adicionalmente, métodos moleculares como RT-gPCR podem ser
utilizados para avaliar a expressao de genes relacionados a formacdo de biofilme (HALL-
STOODLEY et al., 2004; HALL STOODLEY et al., 2009; CHEN et al., 2023).

O uso de biovidros nanoestruturados dopados com prata demanda atencdo especial
quanto ao controle da liberacdo ibnica, que pode influenciar significativamente os resultados
dos ensaios in vitro. A taxa de liberagdo de ions prata (Ag*) é geralmente quantificada por

espectroscopia de absorcdo atbmica (AAS) ou espectrometria de massa com plasma
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indutivamente acoplado (ICP-MS), técnicas que ajudam a correlacionar a atividade
antimicrobiana com a concentracdo liberada do ion metéalico (RAJENDRAN et al., 2022).

Outro aspecto importante € a escolha do meio de cultura e das condigdes de
incubagdo nos ensaios in vitro, visto que fatores como pH, temperatura e presenca de
proteinas séricas podem impactar significativamente tanto a viabilidade celular quanto a
atividade antimicrobiana dos biovidros testados (SALINAS; VALLET-REGI, 2013).
Portanto, é recomendavel o uso de protocolos padronizados e a realizacdo de multiplas
repeticdes experimentais para garantir a confiabilidade e a reprodutibilidade dos dados
obtidos.

Por fim, a integragdo dos resultados in vitro com dados obtidos em sistemas
tridimensionais (3D), culturas organotipicas ou modelos de co-cultura célula-bactéria tem sido
cada vez mais adotada, aproximando os ensaios laboratoriais das condi¢fes fisiologicas
encontradas no organismo humano (CHEN et al, 2023). Esses modelos avangados
proporcionam uma avaliacdo mais realista da performance biologica dos biovidros,
especialmente em contextos clinicos complexos, como infecgcdes 0sseas ou regeneracdo de

tecidos comprometidos por biofilmes resistentes.

2.7 Mecanismos de acdo antibacteriana dos ions prata em materiais biomédicos

A prata (Ag) é reconhecida ha séculos por suas propriedades antimicrobianas, e
atualmente os ions prata (Ag") sdo amplamente utilizados em biomateriais para conferir
atividade bactericida, principalmente em implantes e dispositivos médicos (MORONES et al.,
2005). Os mecanismos de acdo bactericida da prata sdo multifacetados e envolvem interacdes
quimicas e fisicas que levam a morte dos microrganismos.

Primeiramente, os ions prata interagem com a membrana celular bacteriana,
causando desorganizacao da estrutura lipidica e aumentando a permeabilidade da membrana,
0 que resulta em perda de componentes essenciais € morte celular (RAJENDRAN et al.,
2022). Essa acdo inicial compromete a integridade da célula e facilita a penetracdo do ion no
citoplasma.

No interior da célula, o Ag® pode se ligar a grupos sulfidrila (-SH) de proteinas,
inativando enzimas essenciais para processos metabdlicos e de reparo, além de afetar
proteinas da parede celular e ribossomos, interrompendo a sintese protéica (MORONES et al.,

2005). Além disso, a prata interfere na replicacdo do DNA bacteriano ao se ligar as bases
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nitrogenadas, o que impede a multiplicacdo e proliferacdo dos microrganismos (MEHER et
al., 2024).

Outro mecanismo importante é a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
como radicais hidroxila (OHe) e superoxido (O:"), induzida pela prata. Essas espécies
provocam estresse oxidativo dentro das células bacterianas, danificando lipideos, proteinas e
material genético, contribuindo para a apoptose bacteriana (RAJENDRAN et al., 2022).

A eficécia dos ions prata € observada contra uma ampla gama de bactérias gram-
positivas e gram-negativas, incluindo cepas resistentes a multiplos antibiéticos, o que torna a
prata um agente antimicrobiano promissor para o combate a infec¢des associadas a biofilmes
(CHEN et al., 2023). Contudo, a concentracao e a taxa de liberagdo dos ions prata devem ser
controladas para evitar efeitos toxicos em células e tecidos humanos, garantindo um equilibrio
entre atividade antimicrobiana e biocompatibilidade (PRASAD et al., 2026).

Portanto, o entendimento aprofundado dos mecanismos moleculares de acéo da prata
é fundamental para o desenvolvimento racional de biomateriais nanoestruturados, como
biovidros dopados com prata, que combinam propriedades bioativas com capacidade de

prevenir infecgdes, ampliando sua aplicacdo na medicina regenerativa e implantologia.

2.8 Estratégias de dopagem de biovidros com prata: métodos de sintese e controle de

liberacdo idnica

A incorporacao de prata em biovidros tem sido uma estratégia eficiente para conferir

propriedades antimicrobianas a esses biomateriais, ampliando seu potencial para aplicacdes
clinicas. Os meétodos de sintese utilizados para dopar biovidros com prata influenciam
diretamente a distribuicdo dos ions, a morfologia do material e a cinética de liberacdo dos ions
Ag’, o que impacta sua eficacia bactericida e biocompatibilidade (DASH et al., 2023).
Entre as técnicas mais utilizadas destaca-se 0 método sol-gel, que permite a incorporagédo
homogénea de ions prata na matriz vitrea em baixas temperaturas, preservando as
propriedades bioativas do material. Nesse processo, precursores quimicos sao hidrolisados e
condensados para formar um gel, no qual o nitrato de prata ou compostos de prata sdo
adicionados para formacdo do biovidro dopado (KAZEMIAN et al., 2021). O controle da
concentracdo de prata durante a sintese € fundamental para ajustar a liberagédo ibnica e evitar
toxicidade celular.

Outra técnica amplamente aplicada é o método de fusdo, que envolve a mistura dos

oxidos constituintes do biovidro em altas temperaturas (>1300 °C) para obtencdo do vidro
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fundido, ao qual a prata pode ser adicionada na forma metalica ou como 6xidos (AWAD et
al., 2023). Embora esse método garanta boa estabilidade estrutural, a distribuicdo dos ions
prata pode ser menos homogénea que no método sol-gel, impactando a eficicia
antimicrobiana.

A dopagem por impregnacdo pds-sintese consiste na imerséo do biovidro ja formado
em solucgdes contendo sais de prata, possibilitando a adsorcéo superficial e posterior liberacéo
dos ions (HU et al., 2025). Essa técnica é simples e econdmica, mas apresenta limitacbes
quanto ao controle da liberagao prolongada de Ag* e a durabilidade do efeito antimicrobiano.

O controle da liberagdo idnica dos biovidros dopados com prata é um aspecto critico
para seu desempenho bioldgico. Técnicas analiticas como espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e espectroscopia de absorcdo atdmica (AAS) séo
empregadas para monitorar a concentragdo de prata liberada em meios fisioldgicos
(RAJENDRAN et al., 2022). A liberacdo controlada e sustentada € desejavel para manter
efeito bactericida prolongado sem induzir citotoxicidade.

Além disso, a nanoestruturacdo dos biovidros influencia positivamente a liberacéo
ibnica, pois aumenta a area superficial e favorece a dissolucdo do material, facilitando a
liberagdo gradual de jons prata (SALINAS; VALLET-REGI, 2013). Essa caracteristica
potencializa a eficacia antimicrobiana e permite o desenvolvimento de superficies
biomiméticas e funcionais.

Em suma, a escolha do método de dopagem e o controle da liberacdo de prata sdo
determinantes para o sucesso da aplicacao clinica dos biovidros dopados, exigindo estratégias

que equilibrem propriedades antimicrobianas e biocompatibilidade.

2.9 InteracOes entre células e ions metalicos: efeitos da prata na viabilidade celular in

vitro

A incorporacdo de ions metalicos, especialmente prata, em biomateriais tem atraido
grande interesse devido a sua potente atividade antimicrobiana. Entretanto, além da eficacia
contra microrganismos, € essencial compreender os efeitos desses ions sobre a viabilidade e
funcdo das ceélulas humanas, pois a toxicidade excessiva pode comprometer a
biocompatibilidade do material (PRASAD et al., 2026).

Estudos in vitro indicam que os ions prata exercem efeitos citotoxicos dependentes
da concentra¢do, tempo de exposi¢do e tipo celular. Concentracdes baixas de Ag" sdo

geralmente compativeis com a sobrevivéncia celular, promovendo até mesmo efeitos
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benéficos como a modulacdo da proliferagdo e diferenciacdo celular (KAZEMIAN et al.,
2021). Por outro lado, concentragcOes elevadas podem induzir danos celulares via estresse
oxidativo, interferéncia mitocondrial e dano ao DNA, culminando em apoptose ou necrose
(MEHER et al., 2024).

Células osteoblasticas, fibroblasticas e mesenquimais tém sido amplamente utilizadas
como modelos para avaliar a citotoxicidade da prata em biomateriais 6sseos. Em geral, esses
estudos revelam que a liberacdo controlada de ions prata, tipica de biovidros
nanoestruturados, é capaz de manter a viabilidade celular acima de 70%, parametro
considerado aceitavel segundo normas internacionais (ISO 10993-5, 2009), sem prejuizo a
proliferacdo e funcdo celular (DASH et al., 2023).

Além disso, mecanismos moleculares como a ativagdo de vias antioxidantes
intracelulares, incluindo o sistema glutationa e enzimas superoxido dismutase, podem
contribuir para a tolerancia celular a presenca de prata (PRASAD et al., 2026). A nanoescala
dos biovidros dopados com prata também influencia positivamente essas interacoes,
promovendo uma liberagdo mais controlada e minimizando o efeito toxico direto (SALINAS;
VALLET-REGI, 2013).

Portanto, a avaliacdo da viabilidade celular in vitro em presenca de biovidros
dopados com prata € imprescindivel para garantir a seguranca do material, sendo necessaria a
otimizacdo das concentracBes e formas quimicas de prata para promover um balango
adequado entre efeito bactericida e compatibilidade biologica (ABODUNRIN et al., 2024).

2.10 Resposta inflamatdria e imunomodulacgédo induzida por biovidros dopados

A resposta inflamatoria constitui uma etapa fundamental do processo de reparacao
tecidual e regeneracdo Ossea. Apos a implantacdo de um biomaterial, ocorre a ativacdo de
células inflamatdrias, principalmente neutrofilos e macréfagos, que participam da remocéo de
debris celulares e da liberacdo de mediadores quimicos capazes de modular as fases
subsequentes do reparo (ANDERSON et al., 2008).

Os biovidros apresentam a capacidade de modular a resposta inflamatéria por meio
da liberacdo controlada de ions bioativos. Esses ions influenciam diretamente a atividade
celular local, promovendo recrutamento celular, angiogénese e formacdo de tecido
mineralizado. A intensidade e a duracdo da resposta inflamatdria dependem de fatores como
composicdo quimica, tamanho de particulas, velocidade de degradacéo e presenca de dopantes
metéalicos (JONES, 2013).
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Entre os principais mediadores envolvidos nesse processo destacam-se o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), o interferon gama (IFN-y) e a interleucina-10 (IL-10). O TNF-
a desempenha papel importante nas fases iniciais da inflamagao, favorecendo o recrutamento
celular e a remodelacéo tecidual. Por outro lado, a IL-10 atua como citocina antiinflamatoria,
regulando a intensidade da resposta imune e prevenindo danos teciduais excessivos. Ja 0 IFN-
v esta relacionado a ativagdo de macréfagos e a modulagdo da imunidade celular (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2021).

Estudos recentes demonstram que biomateriais dopados com prata podem induzir
respostas imunoldgicas dependentes da concentracdo do dopante. Em concentracdes
moderadas, a prata pode estimular mecanismos inflamatérios transitérios benéficos para o
reparo tecidual. Entretanto, concentracbes mais elevadas podem prolongar a resposta
inflamataria local, influenciando a dindmica de regeneracédo 0ssea (PRASAD et al., 2026).

Dessa forma, a compreensao da interacdo entre biomateriais, células inflamatorias e
mediadores imunoldgicos é essencial para o desenvolvimento de sistemas capazes de associar

atividade antimicrobiana a adequada regeneracéo tecidual.

2.11 Matriz extracelular, deposicéo de colageno e regeneracao 0ssea

A regeneracdo 0ssea envolve uma sequéncia coordenada de eventos bioldgicos que
culminam na formacéo de tecido mineralizado funcional. Durante esse processo, a deposi¢éo
e remodelacdo da matriz extracelular desempenham papel central, fornecendo suporte
estrutural para adeséo celular, angiogénese e mineralizacdo (ABREU et al., 2024).

O colageno constitui o principal componente organico da matriz 0ssea, sendo
responsavel por aproximadamente 90% da fracdo protéica do tecido. Entre os diferentes tipos
de colageno, destacam-se os tipos | e I11. O colageno tipo 11 esta associado as fases iniciais da
cicatrizacdo e formacéo de tecido conjuntivo imaturo, enquanto o colageno tipo | representa a
forma predominante do tecido ésseo maduro e mecanicamente resistente (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2017).

Durante a reparacdo 0ssea ocorre inicialmente aumento da deposicdo de colageno
tipo 11, seguido por sua substituicdo progressiva por colageno tipo I. Essa transicdo é
considerada um importante marcador de maturacdo da matriz extracelular e de evolugdo do
processo regenerativo. Assim, maiores propor¢des de coldgeno tipo | geralmente indicam

estagios mais avancados de reparacéo tecidual (ABREU et al., 2024).
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Diversos estudos demonstram que biovidros bioativos podem estimular a sintese de
colageno por osteoblastos e fibroblastos, favorecendo a organizacéo da matriz extracelular e a
formacdo dssea. A liberacdo de ions silicio e célcio parece desempenhar papel importante
nesse processo, estimulando a expressdo de genes relacionados a produgdo de colageno e
mineralizagdo (JONES, 2013).

Nesse contexto, a andlise qualitativa e quantitativa da deposi¢cdo de colageno
constitui ferramenta amplamente utilizada para avaliagdo do potencial regenerativo de

biomateriais destinados a reconstrucdo 6ssea.

2.12 Caracterizacao fisico-quimica de biovidros dopados: aplicacbes de FTIR, DRX,
FRX e MEV

A caracterizagdo fisico-quimica é uma etapa indispensavel no desenvolvimento de
biovidros, uma vez que as propriedades estruturais do material influenciam diretamente sua
bioatividade, degradacdo e desempenho bioldgico. Entre as técnicas mais empregadas
destacam-se a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), a
difracdo de raios X (DRX), a fluorescéncia de raios X (FRX) e a microscopia eletrénica de
varredura (MEV) (JONES, 2013).

A FTIR permite identificar grupos funcionais presentes na rede vitrea, sendo
amplamente utilizada para caracterizacdo de ligacdes Si—O-Si, grupos fosfato e hidroxilas.
Alteracbes nas bandas espectrais podem indicar modificacGes estruturais decorrentes da
incorporacédo de dopantes metalicos (DASH et al., 2023).

A DRX é utilizada para avaliar o grau de cristalinidade dos biovidros e identificar
possiveis fases cristalinas formadas durante a sintese ou apds tratamentos térmicos. A
presenca de fases como hidroxiapatita, fosfato tricalcico e wollastonita pode influenciar
significativamente a bioatividade e a resposta biolégica do material (SALINAS; VALLET-
REGI, 2013).

A fluorescéncia de raios X (FRX) possibilita determinar a composicédo elementar dos
biovidros, permitindo confirmar a incorporacdo de elementos dopantes e verificar a
homogeneidade quimica do material. Essa técnica é particularmente importante em sistemas
contendo metais bioativos, como prata e elementos terras raras.

Por sua vez, a microscopia eletronica de varredura (MEV) fornece informacdes
detalhadas sobre a morfologia superficial, distribuicdo de particulas, rugosidade e organizagdo

estrutural dos biovidros. Caracteristicas morfoldgicas como aumento da area superficial e
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rugosidade podem influenciar diretamente a adesdo celular, a formacdo de hidroxiapatita e a
atividade antimicrobiana do biomaterial (KAZEMIAN et al., 2021).

Em conjunto, essas técnicas permitem compreender a relagdo entre estrutura,
composicdo e desempenho biol6gico dos biovidros, constituindo ferramentas fundamentais
para o desenvolvimento de biomateriais multifuncionais destinados a regeneracdo 6ssea € ao

controle de infecgoes.

2.13 Modelos de biofilme em testes in vitro: desafios e perspectivas para avaliacdo de

biomateriais

Os biofilmes bacterianos representam um grande desafio para a medicina moderna
devido a sua alta resisténcia a antimicrobianos e ao sistema imunolégico do hospedeiro. Em
biomateriais, como o0s biovidros, a formacdo de biofilmes sobre a superficie pode
comprometer a integracdo do implante e promover infeccdes cronicas (HALL-STOODLEY et
al., 2004; HALL STOODLEY et al., 2009).

Para avaliar a capacidade de biomateriais em inibir ou prevenir a formacdo de
biofilmes, sdo utilizados diferentes modelos in vitro que simulam a adesdo, maturacdo e
dispersdo bacteriana. Esses modelos incluem culturas monoclonais em placas de
microtitulacdo, modelos estaticos e dinamicos em sistemas de fluxo, e co-culturas com
multiplas espécies bacterianas para melhor representar a complexidade dos biofilmes
encontrados in vivo (CHEN et al., 2023).

Entre os métodos para quantificacdo do biofilme, destaca-se a coloracdo com cristal
violeta, que permite mensurar a biomassa total aderida, e a microscopia confocal de varredura
(CLSM), que possibilita a visualizacdo tridimensional e avaliacdo da viabilidade bacteriana
em diferentes camadas do biofilme (HALL-STOODLEY; STOODLEY, 2009). A
microscopia eletrénica de varredura (MEV) também é empregada para analise morfoldgica
detalhada da colonizacdo bacteriana na superficie do biomaterial (ABODUNRIN et al., 2024).

Apesar dos avancos, 0s modelos in vitro apresentam limitacGes, tais como a
dificuldade em reproduzir as condic@es fisiologicas reais, como o fluxo sanguineo, a presenca
de células do sistema imunoldgico e a variabilidade das espécies bacterianas. Além disso, a
heterogeneidade das superficies dos biomateriais pode influenciar os resultados, tornando
imprescindivel o uso de protocolos padronizados para comparacdo entre estudos (SALINAS;
VALLET-REGI, 2013).
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A incorporagdo de modelos tridimensionais (3D) e sistemas microfluidicos tem sido
uma estratégia para superar essas limitagdes, possibilitando o estudo da formacéao de biofilmes
sob condi¢bes mais proximas do ambiente clinico (CHEN et al., 2023). Tais abordagens
favorecem o desenvolvimento de biomateriais, como biovidros nanoestruturados dopados
com prata, capazes de prevenir efetivamente a adesdo bacteriana e a formagéo de biofilmes
resistentes.

Assim, a compreensdo detalhada dos processos de formacdo de biofilmes e a
aplicacdo de modelos in vitro robustos sd@o fundamentais para a avaliagdo do desempenho
antimicrobiano dos biovidros e para o avanco de materiais biomédicos mais seguros e

eficazes.

2.14 Nanotecnologia aplicada a biovidros: vantagens estruturais e funcionais dos

nanobiovidros

A nanotecnologia tem revolucionado a area de biomateriais, especialmente no
desenvolvimento de biovidros com propriedades otimizadas para aplicagcdes clinicas. Os
nanobiovidros apresentam caracteristicas estruturais e funcionais superiores em relacdo aos
biovidros convencionais, principalmente devido ao aumento da area superficial especifica,
que potencializa suas interagdes bioldgicas (SALINAS; VALLET-REGI, 2013).

A reducdo da escala para a faixa nanomeétrica, geralmente entre 1 e 100 nm, promove
uma maior reatividade da superficie, acelerando a liberacdo controlada de ions bioativos como
calcio, fosforo e, no caso dos nanobiovidros dopados, prata (KAZEMIAN et al., 2021). Essa
liberacdo favorece a formacdo rdpida da camada de hidroxiapatita, essencial para a
bioatividade e integracdo 6ssea do material (HENCH; POLAK, 2002).

Além disso, 0s nanobiovidros demonstram capacidade aprimorada de induzir
respostas celulares, estimulando a proliferacdo, diferenciacdo e mineralizacdo de células
osteogénicas e outros tipos celulares envolvidos na regeneracéo tecidual (DASH et al., 2023).
A superficie nanoestruturada mimetiza a matriz extracelular natural, facilitando a adeséo
celular e promovendo sinais bioquimicos favoraveis.

No contexto da incorporacdo de prata, a nanotecnologia permite uma distribuicdo
mais homogénea e eficiente dos ions Ag' na matriz vitrea, possibilitando uma liberacao
controlada que maximiza a atividade bactericida e minimiza a toxicidade (PRASAD et al.,
2026). Essa funcionalizacdo é fundamental para o combate a colonizagdo bacteriana e

formac&o de biofilmes, problemas criticos em implantes médicos.
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Além dos aspectos bioldgicos, os nanobiovidros apresentam propriedades fisicas e
quimicas melhoradas, como maior estabilidade mecénica e resisténcia a degradacédo
prematura, ampliando sua durabilidade e eficiéncia in vivo (SALINAS; VALLET-REGI,
2013).

No entanto, desafios técnicos relacionados a sintese em escala industrial,
caracterizacdo e padronizacdo dos nanobiovidros ainda sdo obstaculos a serem superados para
sua plena aplicacdo clinica (ABODUNRIN et al., 2024). O avanco nessa area depende do
desenvolvimento de métodos de producdo seguros, econdmicos e ambientalmente
sustentaveis.

Em resumo, a nanotecnologia aplicada aos biovidros representa uma fronteira
promissora para 0 desenvolvimento de biomateriais com maltiplas funcionalidades,
combinando bioatividade, biocompatibilidade e propriedades antimicrobianas para promover

uma regeneracao tecidual eficaz e segura.

2.15 Avaliacbes comparativas entre biovidros convencionais e nanoestruturados:

implicacGes para aplicagéo clinica

A comparacdo entre biovidros convencionais e nanoestruturados tem sido foco de
diversas pesquisas devido as diferencas marcantes em suas propriedades fisico-quimicas,
biologicas e antimicrobianas, que impactam diretamente sua eficacia e seguranca na aplicacéo
clinica (DASH et al., 2023).

Os biovidros convencionais, caracterizados por particulas com dimens@es
micrométricas, apresentam bioatividade satisfatoria, promovendo a formacdo de
hidroxiapatita e integracdo 0ssea eficiente (HENCH; POLAK, 2002). Contudo, sua menor
area superficial limita a taxa de liberacdo i6nica, resultando em respostas celulares mais lentas
e uma capacidade antimicrobiana relativamente inferior (SALINAS; VALLET-REGI, 2013).

Em contrapartida, os biovidros nanoestruturados apresentam aumento significativo
da area superficial e porosidade, o que favorece a dissolucdo acelerada e liberacdo controlada
de ions terapéuticos, incluindo ions prata, melhorando a atividade bactericida e a inducdo a
regeneracdo celular (KAZEMIAN et al., 2021). Estudos demonstram que nanobiovidros
dopados com prata exibem maior eficacia na inibicdo da formacdo de biofilmes em
comparagdo com biovidros convencionais, sem comprometer a viabilidade celular quando
adequadamente dosados (ABODUNRIN et al., 2024).
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Além disso, as propriedades mecénicas dos nanobiovidros também sdo aprimoradas,
com maior resisténcia a fratura e melhor adaptacdo morfologica em interfaces com tecido
Osseo, aspectos criticos para a durabilidade dos implantes (AWAD et al., 2023). A
nanoestrutura favorece ainda a funcionalizagcdo do material com outros elementos bioativos,
ampliando seu espectro de aplicacGes clinicas, que incluem regeneracdo dssea, odontologia
restauradora e recobrimentos antimicrobianos (DASH et al., 2023).

Apesar dos beneficios, os biovidros nanoestruturados apresentam desafios técnicos,
como a necessidade de controle rigoroso na sintese para evitar aglomeracdo das
nanoparticulas, que pode afetar a homogeneidade e propriedades finais do material
(SALINAS; VALLET-REGI, 2013). Questdes relacionadas a toxicidade em longo prazo e
resposta imune ainda demandam investigacdo aprofundada para garantir a seguranca clinica
(PRASAD et al., 2026).

Em sintese, as avaliagdes comparativas indicam que os biovidros nanoestruturados
dopados com prata apresentam vantagens significativas frente aos biovidros convencionais,
especialmente na promocdo da bioatividade e controle de infec¢bes. Contudo, a aplicacdo
clinica requer a otimizacdo dos processos de fabricacdo e um balanco cuidadoso entre

atividade antimicrobiana e biocompatibilidade.

2.16 Técnicas analiticas para avaliacdo da formacédo de biofilmes e liberacédo i6bnica em

biovidros dopados com prata

A avaliacdo precisa da formacéo de biofilmes bacterianos e da liberacdo ibnica em
biovidros dopados com prata é fundamental para compreender a eficacia antimicrobiana e o
impacto biolégico desses materiais. Diversas técnicas analiticas sdo empregadas para
caracterizar esses fenbmenos, proporcionando dados qualitativos e quantitativos essenciais
para o desenvolvimento e otimizacdo dos biomateriais (CHEN et al., 2023).

Para analise da formacdo e estrutura dos biofilmes, métodos microscopicos séo
amplamente utilizados. A microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) permite a
visualizacdo tridimensional e a avaliacdo da viabilidade celular dentro do biofilme,
especialmente quando combinada com corantes fluorescentes diferenciadores de células vivas
e mortas (HALL-STOODLEY et al., 2004; HALL STOODLEY et al., 2009). A microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) oferece imagens detalhadas da morfologia da superficie do
biovidro e da colonizacdo bacteriana, permitindo a observagéo das etapas iniciais da adeséo e
maturacdo do biofilme (ABODUNRIN et al., 2024).
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Complementarmente, técnicas colorimétricas, como a colora¢do com cristal violeta,
quantificam a biomassa total do biofilme aderido, fornecendo dados rapidos e reprodutiveis
sobre a capacidade do biomaterial em inibir a formagdo bacteriana (CHEN et al., 2023).
Ensaios de quantificacdo de ATP e metabdlitos bacterianos também sdo empregados para
avaliar a atividade metabélica das bactérias presentes no biofilme.

Quanto a liberacdo ibnica, técnicas espectrométricas como a espectrometria de
absorcdo atomica (AAS) e a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) sao ferramentas padrdo para quantificacdo precisa dos ions prata liberados em
solugdes simuladoras do meio fisiologico (RAJENDRAN et al., 2022). Essas técnicas
possibilitam o monitoramento em tempo real da cinética de liberacdo, importante para
correlacionar a concentracdo de ions a atividade bactericida e citotoxicidade.

Outros métodos complementares incluem a espectroscopia de fotoelétrons excitados
por raios X (XPS), que permite a anélise quimica superficial do biovidro e a confirmagéo da
presenca de prata e seus estados de oxidacdo (AWAD et al., 2023). A difracdo de raios X
(XRD) é utilizada para avaliar a cristalizacdo e possiveis alteracfes estruturais apos dopagem.

A combinacdo dessas técnicas analiticas permite uma avaliagdo abrangente da
interacdo dos biovidros dopados com prata com o ambiente bioldgico, elucidando
mecanismos de acdo antimicrobiana e biocompatibilidade, e subsidiando o desenvolvimento

de biomateriais otimizados para uso clinico.
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3. JUSTIFICATIVA

Os biovidros bioativos tém sido amplamente estudados devido a sua capacidade de
estimular a regeneracdo 6ssea e promover a integragdo entre biomateriais e tecidos biolégicos.
No entanto, infeccBes associadas a colonizagcdo bacteriana e a formagdo de biofilmes ainda
representam uma das principais causas de falhas em procedimentos reconstrutivos e na
utilizacdo de implantes biomédicos.

Nesse contexto, a incorporacdo de ions metélicos em biovidros surge como uma
estratégia promissora para agregar novas funcionalidades aos biomateriais. A prata destaca-se
por sua reconhecida atividade antimicrobiana, enquanto o eurdpio apresenta propriedades que
podem ampliar as aplicagcdes desses materiais sem comprometer sua bioatividade. Entretanto,
ainda séo limitados os estudos que avaliam simultaneamente os efeitos da associacdo desses
elementos sobre a atividade antibacteriana, a citocompatibilidade e os processos relacionados
a regeneracao tecidual.

Dessa forma, este estudo justifica-se pela necessidade de desenvolver e investigar
vidros bioativos multifuncionais dopados com prata e europio, buscando compreender sua
interacdo com microrganismos e células do hospedeiro. Os resultados poderdo contribuir para
0 desenvolvimento de biomateriais mais seguros e eficazes para aplicagdes em regeneracéo

tecidual e controle de infeccdes associadas a implantes biomédicos.
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4. HIPOTESE

Biovidros nanoestruturados multifuncionais dopados com prata e eurOpio apresentam
desempenho biolégico superior ao dos biovidros convencionais, uma vez que a liberacdo
controlada de ions bioativos promove simultaneamente atividade antibacteriana e
antibiofilme, elevada citocompatibilidade e modulacdo da resposta inflamatéria, favorecendo
a regeneracdo Ossea. Esse efeito depende da concentragdo dos dopantes e das alteracdes

estruturais induzidas na matriz vitrea.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivos gerais

Avaliar a influéncia da dopagem com prata e eurdpio nas propriedades fisico-quimicas,

antibacterianas, citocompativeis e regenerativas de vidros bioativos multifuncionais.

5.2 Objetivos especificos

e Produzir vidros bioativos dopados com prata e eurdpio.

e Caracterizar fisica, quimica e morfologicamente os materiais obtidos.

e Avaliar a atividade antibacteriana contra microrganismos associados a infec¢des
relacionadas a biomateriais.

e Analisar a capacidade de inibicdo da formacéo de biofilmes bacterianos.

e Determinar a citocompatibilidade dos materiais por meio de ensaios celulares.

e Avaliar a resposta inflamatdria induzida pelos biomateriais.

e Investigar a deposicdo e maturacdo de coldgeno como indicadores de potencial
regenerativo.

e Comparar os efeitos biologicos das diferentes concentracdes de prata incorporadas aos

vidros bioativos.
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ABSTRACT

Nanostructured bioactive glasses have emerged as promising biomaterials for bone repair,
particularly when functionalized with ions capable of providing antimicrobial properties. This
study aimed to evaluate the biological performance of bioactive glasses doped with silver and
europium through physicochemical characterization, in vitro assays, and in vivo evaluation in
an experimental model. Structural characterization confirmed the formation of a typical SiO>—
Na.0O-CaO-P.0s glass network, with structural modifications associated with silver
incorporation. In vitro results demonstrated that silver-containing formulations exhibited
concentration-dependent antibacterial and antibiofilm activity against Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, and Streptococcus mutans, while maintaining high cytocompatibility in Vero
cells. Europium incorporation did not significantly influence the evaluated biological
parameters.

Based on these findings, formulations containing 0.5 weight percent (wt%) and 1.25 wt%
silver were selected for in vivo evaluation in a rat calvarial defect model. The results showed
that silver concentration directly modulated tissue response, with 0.5 wt% promoting a more
pronounced initial inflammatory response, whereas 1.25 wt% was associated with increased
collagen deposition and extracellular matrix maturation.

In conclusion, silver doping confers multifunctional properties to bioactive glasses,
highlighting their potential for bone tissue engineering applications. The dopant concentration

plays a critical role in balancing antimicrobial efficacy and biological response.

Keywords: Nanostructured bioactive glass; Silver; Antibacterial activity; Biofilm; Bone

regeneration.
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1. INTRODUCTION

Biomaterials intended for bone regeneration have been extensively investigated over the past
decades, driven by the increasing demand for effective therapeutic strategies to treat bone
defects resulting from trauma, infection, and surgical procedures. Among these materials,
bioactive glasses have attracted considerable attention because of their remarkable bioactivity
and their ability to establish chemical bonds with bone tissue, thereby promoting
osteoconduction and tissue regeneration.' >

Despite these advantages, conventional bioactive glasses exhibit limited intrinsic
antimicrobial activity, which remains a major challenge for their clinical application. Bacterial
adhesion and subsequent biofilm formation on the surface of implanted biomaterials are
among the leading causes of implant failure, as biofilms provide microorganisms with
enhanced resistance to antimicrobial agents and host immune defenses.* ¢ Clinically relevant
bacterial species, including Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and Streptococcus
mutans, are frequently associated with biomaterial-related infections, highlighting the need
for multifunctional biomaterials capable of combining bioactivity with effective antimicrobial
properties.

The incorporation of metallic ions, particularly silver (Ag), into bioactive glasses has been
widely explored as an effective strategy to impart antibacterial activity. Silver exhibits broad-
spectrum antimicrobial activity through the sustained release of Ag* ions, which interact with
bacterial cell membranes, intracellular proteins, and nucleic acids, ultimately inhibiting
bacterial growth and inducing cell death.”® However, the biological performance of silver-
containing biomaterials is strongly dependent on silver concentration. Although increasing
silver content generally enhances antibacterial efficacy, excessive ion release may induce
cytotoxic effects, thereby impairing cell viability and compromising tissue regeneration.'®
Therefore, strategies capable of modulating the biological performance of silver-doped
bioactive glasses are essential to achieve an appropriate balance between antimicrobial
efficacy and biocompatibility. In this context, rare-earth elements such as europium (Eu) have
emerged as promising dopants for bioactive glass systems. Although europium is not
traditionally recognized as an antimicrobial agent, its incorporation may influence the
biological behavior of the material by modifying physicochemical interactions at the
biomaterial-tissue interface and potentially affecting ionic release dynamics.'!,'?

Furthermore, most published studies have focused on isolated biological evaluations,
generally restricted to antimicrobial or cytotoxicity assays, without systematically integrating
cellular responses with in vivo tissue performance. Such fragmented approaches limit the

identification of formulations exhibiting an optimal overall biological profile. Consequently, a
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significant knowledge gap remains regarding the comprehensive biological assessment of
silver- and europium-doped bioactive glasses, particularly considering their simultaneous
effects on antibacterial activity, biofilm modulation, cytocompatibility, and tissue
regeneration.

Accordingly, the present study proposes an integrated biological evaluation of nanostructured
bioactive glasses doped with silver and europium. Initially, multiple formulations containing
different silver concentrations, with or without europium incorporation, were subjected to in
vitro assays to investigate antibacterial activity, biofilm inhibition, and cytocompatibility.
Based on these findings, the formulations exhibiting the most favorable biological
performance were selected for subsequent evaluation in a rat calvarial critical-sized bone
defect model, where inflammatory response, biomaterial bioabsorption, collagen deposition,
extracellular matrix remodeling, and systemic inflammatory cytokine profiles were
investigated.

This integrated experimental approach provides a comprehensive understanding of the
biological behavior of multifunctional bioactive glasses and contributes to the identification
of promising formulations for future orthopedic and dental applications. By simultaneously
combining antimicrobial activity, cytocompatibility, and regenerative potential, these
materials represent an attractive strategy for the development of next-generation

multifunctional biomaterials for bone tissue engineering.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Synthesis and Physicochemical Characterization of Nanostructured Bioactive
Glasses

Nanostructured bioactive glasses were synthesized within the Si0.—Na.O—-CaO-P.0Os (SNCP)
system using the conventional melt-quenching method. Analytical-grade precursors, including
silicon dioxide (Si0O:), sodium carbonate (Na-COs, as the Na.O source), calcium carbonate
(CaCOs, as the CaO source), and phosphorus pentoxide (P20s), were used to obtain silicate-
based bioactive glass compositions.

The precursor materials were weighed according to compositional ranges typically employed
for bioactive glasses (SiO2: 30—60 weight percent (wt%), Na.O: 10-40 wt%, CaO: 10-40
wt%, and P.Os: 1-10 wt%) and homogenized prior to thermal processing. The mixtures were
melted at high temperature under controlled conditions sufficient to ensure complete
decomposition of the carbonates and formation of a homogeneous molten phase, followed by
rapid cooling to obtain amorphous materials.

Doped formulations were prepared by incorporating metallic oxides into the base composition
prior to melting. Silver was introduced as silver oxide (Ag.0) at different concentrations
within a predefined range for biological evaluation. Additionally, europium-containing
formulations were prepared by incorporating europium oxide (Eu20s), either alone or in
combination with silver, in order to investigate its potential modulatory effect on the
biological performance of the materials.

Silver concentrations were established based on preliminary antibacterial and biofilm studies,
covering a concentration range suitable for evaluating dose-dependent effects. Dopants were
incorporated as oxide-derived species within the glass matrix, following bioactive glass
systems previously described in the literature.

Specific processing parameters are protected by a patented technology (Brazilian Patent
Application No. BR 10 2023 000062 2). Nevertheless, the overall synthesis strategy adopted
ensures reproducibility of the system while preserving its physicochemical characteristics.
Physicochemical characterization was performed for the base bioactive glass (SNCP) and for
the formulations containing 0.5 wt% and 1.25 wt% silver, which were selected based on their
biological performance for subsequent in vivo evaluation. X-ray diffraction (XRD) was used
to investigate the structural characteristics of the materials and to identify amorphous and
crystalline phases.

The chemical composition was determined by X-ray fluorescence (XRF), to qualitatively
confirm the constituent elements of the glass system as well as the incorporation of the

dopant.



47

Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) was employed to identify the characteristic
functional groups of the glass network.

The morphology and surface microstructure of the bioactive glasses were analyzed by
scanning electron microscopy (SEM). Prior to analysis, the samples were sputter-coated with
gold and examined under high-vacuum conditions to evaluate surface topography, particle
distribution, and morphological characteristics at different magnifications.

These analyses were performed to establish the structural, compositional, and morphological
characteristics of representative formulations of the system, providing the basis for
comparative interpretation of the biological performance among the different experimental
groups.

2.2. In Vitro Biological Evaluation and Selection of Experimental Formulations

The biological performance of the formulations was initially assessed through a
comprehensive in vitro approach, including antibacterial activity, biofilm modulation, and
cytocompatibility, with the aim of identifying the compositions exhibiting the most favorable
performance for subsequent in vivo evaluation.

Antibacterial activity was evaluated against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and
Streptococcus mutans. Standardized bacterial suspensions were incubated with different
concentrations of the materials (1000 to 7.81 pg/mL), and bacterial growth was quantified by
spectrophotometric analysis after incubation. The minimum inhibitory concentration (MIC)
was defined as the lowest concentration capable of inhibiting visible bacterial growth.

Biofilm assays were performed under two experimental conditions: inhibition of biofilm
formation and eradication of pre-established biofilms. In the first condition, bacteria were
incubated with the materials during the adhesion and growth phases. In the second condition,
mature biofilms were exposed to the experimental formulations. In both approaches, biofilm
viability was assessed using a colorimetric assay based on metabolic activity, and the results
were expressed as the percentage of inhibition relative to the control groups.
Cytocompatibility was evaluated using Vero cells (ATCC CCL-81) cultured in Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum and antibiotics
and maintained at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO:. Cells were seeded
into 96-well plates at a density of 1 x 10* cells per well and incubated for 24 h to allow cell
adhesion.

Bioactive glass extracts were prepared by incubating the materials in culture medium for 24 h,
followed by filtration. Cells were then exposed to serial dilutions of the extracts for an
additional 24 h. Cell viability was determined using the MTT assay, with absorbance

measured at 570 nm. The results were expressed as the percentage of cell viability relative to
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the untreated control.

Based on the integrated biological evaluation, the formulations containing 0.5 wt% and 1.25
wt% silver exhibited the most favorable balance between antimicrobial efficacy and
cytocompatibility and were selected for subsequent in vivo evaluation.

For the in vitro experiments, all experimental formulations were evaluated, including the base
bioactive glass (SNCP), bioactive glasses doped with different silver concentrations, and
formulations containing europium either alone or in combination with silver. This approach
allowed comparative evaluation of the biological performance according to dopant

composition and concentration.

2.3. In Vivo Experimental Model

For the in vivo study, the formulations exhibiting the best performance in the in vitro assays,
considering antibacterial activity, biofilm modulation, and cytocompatibility, were selected.
Thus, only the compositions presenting the most favorable biological profile were included in
the experimental bone defect model.

All experimental procedures were approved by the Institutional Animal Care and Use
Committee (CEUA/UNIUBE; protocol n°. 004/2021) and were conducted in accordance with
international guidelines for animal experimentation.

Male Wistar rats (Rattus norvegicus) weighing between 140 and 160 g were used. Animals
were housed under controlled environmental conditions with free access to food and water.
Under general anesthesia, critical-sized calvarial bone defects were created using a trephine
bur under continuous irrigation with sterile saline solution. The defects were standardized to 4
mm in diameter and approximately 1.5 mm in depth and were created in the parietal bone
adjacent to the sagittal suture while preserving the integrity of the dura mater.

Animals were randomly allocated into experimental groups (n = 10), including a control
group (blood clot), the undoped bioactive glass (Ag-0.00), and silver-doped formulations
selected based on the in vitro findings. Following implantation, the surgical sites were
sutured, and the animals were maintained under postoperative monitoring. Euthanasia was

performed after 4 weeks by anesthetic overdose.

2.4. Histological, Histomorphometric, and Systemic Analyses

At the end of the experimental period, calvarial specimens were harvested, fixed in 10%
buffered formalin, decalcified in EDTA, processed routinely, and embedded in paraffin. Serial
histological sections (5 um) were stained with hematoxylin and eosin (H&E) for histological
evaluation.

Inflammatory cell infiltration was assessed using a semiquantitative scoring system (0-3) and
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subsequently categorized as absent/mild (0-1) or moderate/intense (2-3).13 Tissue
organization and integration with the host tissue were qualitatively evaluated. Residual
biomaterial particles were quantified as an indicator of bioabsorption in both the central and
peripheral regions of the defect.

Collagen deposition was evaluated by Picrosirius Red staining under polarized light
microscopy. Quantitative analysis allowed determination of total collagen content as well as
the relative proportions of type | collagen (red/yellow birefringence) and type 11l collagen
(green birefringence), providing information regarding extracellular matrix maturation and
tissue remodeling.

For systemic evaluation of the inflammatory response, blood samples were collected by
cardiac puncture, centrifuged, and plasma was stored at —80 °C until analysis. Plasma
concentrations of IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, and IFN-y were determined using enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) kits according to the manufacturer's instructions.

2.5. Statistical Analysis

Data are presented as mean * standard deviation. Data normality was assessed using the
D'Agostino—Pearson normality test. Parametric data were analyzed by one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey's multiple comparisons test. Nonparametric data were
analyzed using the Kruskal-Wallis test followed by Dunn's multiple comparisons test.

Differences were considered statistically significant when p < 0.05.

RESULTS

Physicochemical Characterization of Nanostructured Bioactive Glasses

Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) analysis revealed characteristic vibrational
bands of the silicate network in both formulations (Figure 1A and B). In the SNCP bioactive
glass, prominent bands were observed at approximately 1014, 780, and 450 cm,
corresponding to Si—O-Si vibrations, in addition to signals at approximately 576 cm!
assigned to phosphate (PO+*") groups, confirming the formation of a typical silicate—
phosphate glass matrix. Furthermore, bands at approximately 3443 and 1640 cm™ indicated
the presence of hydroxyl groups and adsorbed water, which are important for the surface
reactivity of the material (Figure 1A).

In the silver-containing formulation, similar bands were observed, with slight shifts and
intensity changes in the 1100-1000 cm™ region, suggesting interaction of the dopant with the

glass network (Figure 1B). Although silver does not exhibit characteristic FTIR absorption
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bands, subtle modifications in the spectral profile indicate its incorporation into the matrix as
ionic species.
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Figure 1. Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) spectra of nanostructured bioactive
glasses: (A) base bioactive glass (SNCP) and (B) silver-doped bioactive glass (Ag-1.25%).
Characteristic bands of the silicate network (Si—O-Si), as well as phosphate (PO+*) and
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hydroxyl (OH") groups, are observed. The doped formulation exhibits a spectral profile
similar to that of the base material, with slight variations in band intensity and/or position,
suggesting silver incorporation into the glass matrix without significant alteration of its

fundamental structure.

X-ray diffraction (XRD) analysis revealed distinct behavior between the formulations (Figure
2A and B). The base bioactive glass exhibited a predominantly amorphous pattern,
characterized by a diffuse halo centered at approximately 30° (20), with no well-defined
crystalline peaks, indicating a typical glassy structure. The estimated crystallinity was below
7%, corroborating the amorphous nature of the material (Figure 2A).

In contrast, the silver-containing formulation exhibited a partially crystalline pattern,
consisting of an amorphous halo associated with well-defined diffraction peaks in specific
regions of the diffractogram (Figure 2B). Crystalline phases compatible with hydroxyapatite,
wollastonite, and tricalcium phosphate (B-TCP) were identified, together with reflections
attributed to metallic silver (Ag®) and silver oxide (Ag20). The estimated crystallinity was
approximately 9.9%, suggesting that silver incorporation promoted nucleation and partial

crystallization of the glass matrix.
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Figure 2. X-ray diffraction (XRD) patterns of nanostructured bioactive glasses: (A) base
bioactive glass (SNCP) and (B) silver-doped bioactive glass (Ag-1.25%). The SNCP pattern
exhibits a diffuse halo characteristic of an amorphous structure. The Ag-1.25% formulation
presents an amorphous halo associated with discrete diffraction peaks, indicating the presence
of partially crystalline phases and suggesting structural modification resulting from silver

doping.

X-ray fluorescence (XRF) analysis confirmed that the materials exhibited a composition
compatible with SiO.—Na.O—CaO-P.0s bioactive glasses, demonstrating the presence of the
major elements responsible for forming the glass network. In the doped formulation, silver
was detected, confirming its incorporation into the material matrix. Minor elements were also
identified at low concentrations without altering the characteristic overall composition of the

system.
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Overall, the results demonstrate that silver incorporation did not significantly alter the
fundamental chemical structure of the bioactive glass but promoted relevant structural
modifications, including increased crystallinity and the formation of bioactive phases. These
findings suggest that silver doping may simultaneously influence the bioactivity and
antimicrobial properties of the material without compromising the integrity of the glass

matrix.

(A) 100 X 1.000 X 5.000X 10.000 X
RIS i TRER &, - ¢ o

(B)

Figure 3. Scanning electron microscopy (SEM) images of nanostructured bioactive glasses at
different magnifications. (A-D) Base bioactive glass (SNCP) and (E-H) silver-doped
bioactive glass (Ag-1.25%). Images were acquired at magnifications of 100x, 1000x, 5000x,
and 10,000x, revealing irregularly shaped particles with rough surfaces and heterogeneous

topography at multiple scales.

Scanning electron microscopy (SEM) micrographs (Figure 3A and 3B) revealed that both
samples consisted of irregularly shaped particles with predominantly rough surfaces,
exhibiting heterogeneous topography at different magnifications. The base bioactive glass
(SNCP) (Figure 3A) showed agglomerates of particles with poorly defined contours,
suggesting the disorganized structural arrangement typically observed in chemically
synthesized glass materials.

The sample containing 1.25% silver (Figure 3B) maintained the overall morphological pattern
observed for the base bioactive glass, with no pronounced changes in particle shape.

However, a slight increase in surface roughness and topographical heterogeneity was



54

observed, which may be associated with silver incorporation into the glass matrix. Regions
displaying different image contrasts may also indicate local compositional variations,
suggesting a non-uniform distribution of the dopant.

Overall, the results indicate that silver addition did not compromise the structural integrity of
the bioactive glass, preserving its main morphological characteristics while promoting subtle
surface modifications that may be relevant to functional properties such as bioactivity and

antimicrobial activity.

Cytocompatibility Evaluation and Selection of Experimental Formulations
The cytocompatibility of the bioactive glasses was evaluated by means of the MTT cell
viability assay using Vero cells exposed to different concentrations of the experimental

formulations (Figure 4).
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Figure 4. Cell viability (%) determined by the MTT assay in Vero cells following exposure to
different concentrations of nanostructured bioactive glasses containing varying silver and
europium contents. Data are presented as mean * standard deviation. High cytocompatibility
was observed for all formulations, with a slight reduction in cell viability at the highest

concentrations.

Overall, all formulations exhibited high cell viability, with values close to or above 90%
across most of the concentrations evaluated. The base bioactive glass (SNCP) showed a
consistent biological profile, maintaining cell viability close to 100% throughout the entire

concentration range tested.



55

The europium-containing formulations associated with different silver concentrations also
exhibited a cytocompatible profile, with no evidence of relevant cytotoxicity. A slight
reduction in cell viability was observed at higher concentrations for some formulations
containing higher silver contents; however, this reduction did not significantly compromise
the biological response.

Overall, these results indicate that silver incorporation, within the concentration range
evaluated, did not induce significant cytotoxic effects, whereas the presence of europium did
not substantially affect cell viability under the experimental conditions employed.

Based on these findings, the base bioactive glass (SNCP) and the europium-containing
formulations doped with 0.5 wt% and 1.25 wt% silver were selected for the subsequent stages
of biological evaluation. The selection was based on the balance between high cell viability
and antimicrobial performance, allowing comparison between the control material and

formulations containing different levels of silver doping.

Antibacterial Activity and Biofilm Modulation

The antibacterial activity of the bioactive glasses was evaluated against Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, and Streptococcus mutans by determining the minimum inhibitory
concentration (MIC), as well as their effects on biofilm formation and the viability of pre-
established biofilms (Figures 5-7). Data are presented as mean + standard deviation and were
analyzed by one-way analysis of variance (one-way ANOVA) followed by Tukey's post hoc
test for multiple comparisons. Differences were considered statistically significant at p < 0.05.
Overall, the base bioactive glass (SNCP) did not exhibit significant antibacterial activity,
showing values comparable to those of the control group at all concentrations evaluated, with
no statistically significant differences (p > 0.05). Similarly, the incorporation of europium
alone did not produce a relevant antibacterial effect, indicating that this element did not
directly contribute to bacterial growth inhibition.

In contrast, the silver-containing formulations exhibited concentration-dependent antibacterial
activity, with statistically significant reductions in bacterial viability compared with the
control and silver-free groups (p < 0.05). For Staphylococcus aureus, high susceptibility to the
silver-doped formulations was observed, with significant inhibition of bacterial growth at
intermediate concentrations (250-125 pg/mL), particularly in groups containing >0.5 wt%
silver, which differed significantly from the SNCP and europium-only groups (p < 0.05). At
the highest concentrations, some formulations with higher silver contents almost completely
inhibited bacterial growth.

The minimum inhibitory concentration (MIC) analysis corroborated these findings,

demonstrating a significant reduction in MIC values for formulations containing higher silver
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contents, particularly those with 0.75, 1.0, and 1.25 wt% Ag (p < 0.05), whereas the silver-
free groups exhibited high MIC values that did not differ significantly from the control group.
In the biofilm formation assay, the silver-containing formulations significantly reduced
bacterial adhesion (p < 0.05), with the effect becoming more pronounced as silver
concentration increased. The formulations containing 0.5 wt% and 1.25 wt% silver
consistently exhibited the greatest inhibition of biofilm formation under the different
experimental conditions, differing significantly from the silver-free groups (p < 0.05).

Similarly, evaluation of pre-established biofilms demonstrated a significant reduction in
bacterial viability in the silver-containing groups (p < 0.05), although the magnitude of
inhibition was lower than that observed during biofilm formation. Nevertheless, formulations
containing >0.5 wt% silver maintained statistically significant differences compared with both
the control and silver-free groups, demonstrating their ability to affect mature biofilms.

Collectively, these findings demonstrate that the antibacterial and antibiofilm activities of the
bioactive glasses were directly associated with the presence and concentration of silver,
whereas europium did not exert a significant effect on these parameters. The formulations
containing 0.5 wt% and 1.25 wt% silver exhibited the best overall biological performance and

were therefore selected for subsequent evaluation in the in vivo experimental model.
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Figure 5. Antibacterial activity and antibiofilm effects of nanostructured bioactive glasses
against Staphylococcus aureus. (A) Minimum inhibitory concentration (MIC); (B) inhibition
of biofilm formation; and (C) reduction of pre-established biofilm. Data are presented as
mean * standard deviation (n > 3) and were analyzed by one-way ANOVA followed by

Tukey's post hoc test. Groups identified by different letters differ significantly (p < 0.05).



58

Silver-containing formulations (>0.5 wt%) significantly reduced bacterial viability and
exhibited greater inhibition of biofilm formation than the SNCP and europium-only groups.
Results similar to those observed for Staphylococcus aureus were obtained for Escherichia
coli, although greater variability was detected at intermediate concentrations, as reflected by
the wider dispersion of the data. Overall, E. coli exhibited lower susceptibility than S. aureus,
which may be attributed to structural differences between Gram-negative and Gram-positive
bacterial cell walls. Nevertheless, formulations containing higher silver contents significantly
reduced bacterial viability compared with the control and silver-free groups (one-way
ANOVA, Tukey's test, p < 0.05), particularly at the highest concentrations (Figure 6).

For Streptococcus mutans, silver-doped formulations also exhibited marked antibacterial
activity, significantly reducing bacterial viability (p < 0.05), particularly in groups containing
>0.5 wt% silver. Greater antibacterial efficacy was observed at higher silver concentrations,
with consistent statistical differences relative to the SNCP and europium-only groups (Figure
7).

Biofilm formation assays demonstrated that silver-containing formulations significantly
inhibited the initial bacterial adhesion of all evaluated species (p < 0.05). This effect was
more pronounced for the formulations containing 0.5 wt% and 1.25 wt% silver, which
consistently exhibited the highest percentages of biofilm inhibition across the concentration
range tested and differed significantly from the silver-free groups.

Consistent with these findings, assays performed on pre-established biofilms demonstrated
that silver-doped bioactive glasses significantly reduced the viability of mature biofilms (p <
0.05), although to a lesser extent than that observed for the inhibition of initial biofilm
formation. This pattern indicates that the antibacterial effect is more effective during the early
stages of bacterial adhesion and biofilm development, possibly due to the greater
susceptibility of planktonic bacteria and immature biofilms.

Overall, these results confirm that the antibacterial and antibiofilm activities of the bioactive
glasses were directly associated with the presence and concentration of silver, whereas
europium incorporation did not significantly influence these parameters (p > 0.05). The
formulations containing 0.5 wt% and 1.25 wt% silver demonstrated the best overall biological
performance, combining high antimicrobial efficacy with preserved cytocompatibility, and

were therefore selected for evaluation in the in vivo experimental model.
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Figure 6. Antibacterial activity and antibiofilm effects of nanostructured bioactive glasses

against Escherichia coli. (A) Minimum inhibitory concentration (MIC); (B) inhibition of

biofilm formation; and (C) reduction of pre-established biofilm. Data are presented as mean +

standard deviation (n > 3) and were analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey's post

hoc test. Groups identified by different letters differ significantly (p < 0.05). Escherichia coli
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exhibited lower susceptibility than Staphylococcus aureus; however, formulations containing

higher silver contents significantly reduced bacterial viability.
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Figure 7. Antibacterial activity and antibiofilm effects of nanostructured bioactive glasses
against Streptococcus mutans. (A) Minimum inhibitory concentration (MIC); (B) inhibition of

biofilm formation; and (C) reduction of pre-established biofilm. Data are presented as mean +
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standard deviation (n > 3) and were analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey's post
hoc test. Groups identified by different letters differ significantly (p < 0.05). Silver-containing
formulations significantly reduced bacterial viability and biofilm formation, particularly at the
highest silver concentrations.

Histological, Histomorphometric, and Systemic Analyses
Inter-examiner agreement for the histological analyses was excellent, with a Cohen's Kappa
coefficient of 0.97 £ 0.03, indicating high reproducibility and reliability of the obtained data.
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Figure 8. Histological sections of rat calvarial defects and quantification of residual particles
in the SNCP-0Eu-1.25Ag group. (A) Bone tissue occupying the defect area, with underlying
fibrous connective tissue interspersed among the biomaterial particles (hematoxylin and eosin
staining, 400x, scale bar = 50 um). (B) Newly formed tissue within the bone defect showing

abundant silver-containing particles (black) surrounded by fibrous connective tissue
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(hematoxylin and eosin staining, 400x, scale bar = 50 um). (C) Quantification of residual
biomaterial particles within the bone defect. Data are presented as mean + standard deviation.
Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test.
p < 0.05 compared with the other groups. The formulation containing 1.25 wt% silver
exhibited the highest amount of residual material, indicating lower bioabsorption during the

experimental period.

SNCP 0Eu 0Ag SNCP 2Eu 0.5 Ag SNCP 2Eu 1.25 Ag

Figure 9. Histological sections and quantification of inflammatory cell infiltration in the
central region of the bone defect (between biomaterial particles). (A) Area beneath the margin
of the bone defect showing mild infiltration of mature lymphocytes (arrow). (B) Dispersed
biomaterial particles in the SNCP-0Eu-1.25Ag group (hematoxylin and eosin staining, 400x,
scale bar = 50 um). (C) Quantification of inflammatory infiltrate in the central region of the
defect. Data are presented as mean + standard deviation. Statistical analysis was performed
using one-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test. p < 0.05 compared with the SNCP
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group. Silver-containing formulations, particularly the 1.25 wt% Ag group, exhibited
significantly greater inflammatory cell infiltration.

The analysis of residual biomaterial particles within the bone defect demonstrated significant
differences among the experimental groups (Figure 8). The SNCP group exhibited mean
values close to 70%, whereas the formulation containing 0.5 wt% silver did not significantly
differ from the base material (p > 0.05). In contrast, the group containing 1.25 wt% silver
exhibited a significantly greater percentage of residual particles (99.6%), differing statistically
from all other groups (p < 0.05), indicating a lower degree of bioabsorption during the
experimental period.

Evaluation of inflammatory cell infiltration in the central region of the defect (between the
biomaterial particles) revealed a progressive increase in the inflammatory response in the
silver-containing groups (Figure 9). The SNCP group exhibited relatively low mean values
(57%), whereas formulations containing 0.5 wt% (65%) and 1.25 wt% (100%) silver showed
significantly greater inflammatory cell infiltration (p < 0.05), suggesting enhanced early

interaction between the biomaterial and the host tissue.



64

- -
© O =
o ©o o
1 1 1

Inflammatory Infiltrate in the Periphery (%) L
[=2]
o

Control Ag -0,0 Ag - 0.50 Ag -1.25

Figure 10. Histological sections and quantification of inflammatory cell infiltration in the
peripheral region of the lesion (SNCP-OEu-1.25Ag). (A) Scattered mature lymphocytes
(arrow). (B) Biomaterial particles located at the periphery of the bone defect in association
with mature bone tissue (asterisk) (hematoxylin and eosin staining, 400x, scale bar = 50 um).
(C) Quantification of inflammatory infiltrate in the peripheral region of the lesion. Data are
presented as mean + standard deviation. Statistical analysis was performed using one-way
ANOVA followed by Tukey's post hoc test. p < 0.05. The SNCP group exhibited the lowest
peripheral inflammatory response, whereas the 1.25 wt% silver formulation showed

significantly increased inflammation.
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Analysis of the peripheral region of the lesion demonstrated a distinct inflammatory profile
(Figure 10). The SNCP group exhibited a significantly lower inflammatory infiltrate (28%)
than the control group (80%) (p < 0.05), indicating greater biocompatibility in this region.
The formulation containing 0.5 wt% silver exhibited intermediate values (72%), whereas the
group containing 1.25 wt% silver showed significantly greater inflammatory cell infiltration
(100%) (p < 0.05), suggesting a more intense and persistent inflammatory response.

Systemic cytokine analysis revealed differential modulation of the inflammatory response
(Figure 11). No statistically significant differences were observed for IFN-y among the
experimental groups (p > 0.05). In contrast, IL-10 levels were significantly increased in the
group containing 0.5 wt% silver (99.85 pg/mL), indicating a more pronounced anti-
inflammatory response (p < 0.05). Conversely, the formulation containing 1.25 wt% silver
exhibited markedly lower IL-10 levels (24.13 pg/mL), suggesting reduced anti-inflammatory
modulation.

TNF-o analysis demonstrated a marked increase in the group containing 0.5 wt% silver
(712.22 pg/mL), differing significantly from all other experimental groups (p < 0.05), whereas
the control, SNCP, and 1.25 wt% silver groups exhibited low cytokine levels. These findings
suggest a more pronounced acute inflammatory response associated with the intermediate

silver concentration.
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Figure 11. Plasma levels of IFN-y, IL-10, and TNF-o. Data are presented as mean + standard deviation. Statistical analysis was performed using one-way

ANOVA followed by Tukey's post hoc test. p < 0.05. Increased IL-10 and TNF-a levels were observed in the group containing 0.5 wt% silver, indicating a
concentration-dependent modulation of the inflammatory response.
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Figure 12. Qualitative and quantitative analysis of collagen deposition within the bone defect.
(A) Total collagen; (B) type 11l collagen; and (C) type | collagen, evaluated by Picrosirius
Red staining under polarized light. White arrows indicate type I collagen fibers (red/yellow),
whereas the yellow arrow indicates type Ill collagen fibers (green). Scale bars = 50 um.
Quantification of (D) total collagen, (E) type Ill collagen, and (F) type | collagen in the
experimental groups. Data are presented as mean * standard deviation. p < 0.05 compared

with the control group or as indicated by one-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test.

Polarized light microscopy following Picrosirius Red staining demonstrated differences in
collagen fiber organization and maturation among the experimental groups (Figure 12A-C).
Type | collagen fibers, identified by their red and yellow birefringence, exhibited greater

intensity and organization in the groups treated with silver-containing bioactive glasses. In
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contrast, type 11l collagen fibers, observed as green birefringence, were variably distributed
among the groups, reflecting different stages of the tissue repair process.

Quantitative analysis of total collagen (Figure 12D) revealed the highest percentage in the
group treated with the bioactive glass containing 1.25 wt% silver (46.21%), which differed
significantly from the SNCP-2Eu-0Ag group (27.15%; p < 0.05). The formulation containing
0.5 wt% silver exhibited intermediate values (37.10%), with no statistically significant
difference compared with the control group.

Analysis of the individual collagen fractions demonstrated that type 111 collagen (Figure 12E),
which is characteristic of the early stages of tissue repair, was significantly higher in the
group treated with 0.5 wt% silver (24.05%; p < 0.05), suggesting an active remodeling phase.
In contrast, type | collagen (Figure 12F), which is associated with extracellular matrix
maturation and the formation of organized tissue, reached its highest percentage in the group
containing 1.25 wt% silver (21.10%), differing significantly from the SNCP-2Eu-0Ag group
(p < 0.05).

Collectively, these findings indicate that silver incorporation directly influenced collagen
deposition and maturation. The formulation containing 1.25 wt% silver promoted the
formation of a more mature collagen matrix, as demonstrated by the increased deposition of
total collagen and type I collagen. In contrast, the formulation containing 0.5 wt% silver
exhibited a higher proportion of type Il collagen, suggesting an intermediate stage of bone

repair.

DISCUSSION

The results of the present study demonstrate that silver doping of nanostructured bioactive
glasses promotes relevant structural and biological modifications, directly influencing
antimicrobial activity, inflammatory response, and bone regeneration. Overall, the findings
confirm that the biological performance of these biomaterials is strongly dependent on silver
concentration, whereas europium incorporation did not exert a significant effect on the
evaluated parameters.

From a structural perspective, FTIR and XRD analyses demonstrated that silver incorporation
did not compromise the formation of the silicate-phosphate glass network but promoted
changes in its structural organization, including increased crystallinity and the formation of
bioactive phases such as hydroxyapatite and tricalcium phosphate. These findings are

consistent with previous studies demonstrating that the incorporation of metallic ions may act
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as nucleating agents, promoting partial crystallization of the glass matrix and modulating its
bioactivity.24® The presence of these crystalline phases is particularly relevant because they
are associated with the formation of an apatite layer, which is essential for bonding with bone
tissue.

The irregular morphology and high surface roughness observed by SEM are also consistent
with previous reports indicating that heterogeneous surfaces with high specific surface area
promote protein adsorption, cell attachment, and enhanced ionic release.!” These
characteristics are particularly important in the context of bioactivity and antimicrobial
performance, since the interaction between the biomaterial surface and the biological
environment plays a critical role in determining biological behavior.

Regarding cytocompatibility, all formulations exhibited high cell viability, even in the
presence of silver, indicating that the concentrations evaluated remain within a biologically
safe range. These findings agree with previous studies demonstrating that silver cytotoxicity is
highly dependent on both concentration and ion release kinetics, allowing antimicrobial
activity to be achieved without compromising cell viability when silver content is
appropriately controlled.*8°

The antibacterial activity observed in the present study further confirms the central role of
silver as the antimicrobial component of bioactive glasses. Formulations containing >0.5 wt%
silver significantly reduced bacterial viability and biofilm formation in a concentration-
dependent manner. This behavior is consistent with the well-established mechanisms of Ag"
ions, which include disruption of bacterial cell membranes, inhibition of respiratory enzymes,
and induction of oxidative stress.?

The greater susceptibility of Staphylococcus aureus compared with Escherichia coli observed
in this study can be explained by the structural differences between Gram-positive and Gram-
negative bacteria. The outer membrane present in Gram-negative bacteria acts as an additional
permeability barrier against metallic ions, thereby reducing bacterial susceptibility.?!22
Similar findings have been reported for other silver-containing bioactive glasses, supporting
the consistency of the present results.

With respect to biofilm modulation, silver-containing bioactive glasses were more effective in
preventing bacterial adhesion than in eliminating mature biofilms. This behavior has been
widely reported in the literature and is attributed to the highly organized extracellular
polymeric matrix and the reduced metabolic activity characteristic of mature biofilms.?®
Therefore, the present findings reinforce the potential application of these biomaterials as

preventive strategies against implant-associated infections.
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The in vivo findings revealed a particularly relevant concentration-dependent effect of silver
on inflammatory response and bone regeneration. The formulation containing 0.5 wt% silver
significantly increased both TNF-o and IL-10 expression, indicating activation of the
inflammatory response accompanied by regulatory anti-inflammatory mechanisms. This
profile suggests a controlled acute inflammatory response, which is considered beneficial for
tissue repair because the initial inflammatory phase is essential for cellular recruitment and
activation of regenerative processes.?**

Conversely, the formulation containing 1.25 wt% silver exhibited lower IL-10 expression and
greater peripheral inflammatory cell infiltration, indicating a more persistent inflammatory
response. This behavior may be associated with increased ionic release resulting from the
higher silver concentration, leading to greater local inflammatory stimulation. Previous
studies have demonstrated that excessive silver concentrations may prolong the inflammatory
response and negatively affect the dynamics of tissue regeneration.

Despite the more pronounced inflammatory response, the formulation containing 1.25 wt%
silver exhibited greater total collagen deposition and a significant increase in type | collagen,
indicating enhanced maturation of the bone extracellular matrix. These findings suggest that
although inflammation was more persistent, tissue repair progressed, possibly as a
consequence of the greater structural stability of the material and its lower degradation rate, as
evidenced by the higher amount of residual biomaterial particles.

In contrast, the formulation containing 0.5 wt% silver exhibited a greater proportion of type
I11 collagen, which is characteristic of the early stages of tissue repair, suggesting that this
group remained in an intermediate stage of bone regeneration. This observation is in
agreement with previous reports describing the transition from type Il1 to type | collagen as an
important indicator of extracellular matrix maturation during bone healing.?’

Overall, the results demonstrate a complex balance among antimicrobial activity,
inflammatory response, and tissue regeneration. Intermediate silver concentrations (0.5 wt%)
promoted a more dynamic biological environment characterized by controlled inflammation,
potentially accelerating the early stages of tissue repair, whereas higher silver concentrations
(1.25 wt%) favored extracellular matrix deposition but resulted in lower bioabsorption and
greater persistence of inflammation.

Finally, the absence of a significant biological effect associated with europium suggests that
its primary contribution may be related to optical or imaging properties, as previously

described in the literature, rather than directly influencing bioactivity or antimicrobial
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performance.?® This finding provides relevant information for the future application of
europium in multifunctional bioactive glass systems.

Taken together, the present findings reinforce the potential of silver-doped bioactive glasses
as multifunctional biomaterials capable of combining antimicrobial activity with regenerative
properties. However, they also emphasize the importance of precisely controlling silver
concentration to achieve an optimal balance between antimicrobial efficacy and a favorable

biological response.

5. CONCLUSIONS

Silver-doped nanostructured bioactive glasses exhibited concentration-dependent antibacterial
and antibiofilm activities without compromising cytocompatibility. The formulations
containing 0.5 wt% and 1.25 wt% silver demonstrated the most favorable balance between
antimicrobial efficacy and biological performance.

In the in vivo model, silver concentration directly modulated tissue response. The formulation
containing 0.5 wt% silver promoted a more active early inflammatory response, whereas the
formulation containing 1.25 wt% silver enhanced collagen deposition and extracellular matrix
maturation.

Overall, the results demonstrate that modulation of silver concentration is a key determinant
of the biological performance of nanostructured bioactive glasses, highlighting their potential

as multifunctional biomaterials for bone repair applications.
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