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Ceramicas porosas de fosfatos de calcio tém sido largamente empregadas como enxerto
0sseo devido a sua similaridade com a parte mineral do osso. Neste trabalho, foi
avaliada a influéncia de parametros de processamento como razdo Ca/P do material de
partida, porcentagem de naftaleno e temperatura de calcinagdo nas propriedades de
pastilhas, utilizando-se um planejamento fatorial 2°. As pastilhas foram caracterizadas
por difracdo de raios-X (DRX), espectroscopia de infravermelho (EIV) com
transformada de Fourier, microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia
eletronica de transmissdo (MET). Analise de imagens ¢ medidas de densidade foram
usadas para caracterizar a porosidade das amostras. Os testes in vitro foram realizados
pela imersdo das amostras em solucdo tampdo de trishidroximetilaminometano e em
solucdo simuladora de fluido corpéreo (SFC). Com o planejamento fatorial utilizado
materiais foram produzidos com diferentes composi¢oes de fases, com quantidades e
tamanho de poros diferentes € com grau de dissolugdo variado para atender aplicagdes

onde se requisite materiais com diferentes propriedades.
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Porous calcium phosphate ceramics has been widely used as bone substitute due to its
similarity with the mineral part of the bone. In this work, it was evaluated the influence
of processing parameters as Ca/P ratio of the start material, percentage of naphtalene
and calcination temperature in the properties of discs, using a 2° factorial design. The
discs characterization was carried out by using X-ray diffraction (XRD), Fourier
transform infrared (FTIR), scanning electron microscopy (SEM) and transmission
electrons microscopy (TEM). Images analysis and density mensurements were used to
characterize samples porosity. /n vitro tests were carried out by immersing the samples
in solution trishydroxymethyaminomethane and simulated body fluids (SBF). With The
used factorial design materials they had been produced with mixture of phases, with
variations in the amounts and sizes of pores and with varied degree of dissolution to be

applied where if it requests materials with different properties.
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1 - Introducao

As pesquisas desenvolvidas no campo de biomateriais a partir de materiais poliméricos,
ceramicos, metalicos, macromoléculas naturais ¢ compdsitos tiveram um grande
desenvolvimento nos ultimos 20 anos. Isto se deve a ampla e diversificada aplicacao
destes materiais na medicina e odontologia como substitutos de partes do corpo
humano. O desenvolvimento desses novos materiais foi estimulado pelos problemas
associados ao uso dos materiais tradicionais e do seu comportamento quando em

contato com os tecidos calcificados.

Os biomateriais mostram-se fundamentalmente importantes no sentido de melhorar a
qualidade de vida das pessoas, representada por um aumento na expectativa de vida, e
no bem estar da populagdo. Dessa forma, observa-se nos ultimos anos um enorme
esforco no intuito de produzir novos dispositivos (elementos ceramicos) para serem

usados na implantodontia.

A hidroxiapatita (HA) ¢, dentre esses materiais um dos que apresenta maior potencial
em aplicagdes médica e odontologica na area de enxertia Ossea, devido as suas
propriedades de biocompatibilidade, bioatividade e osteocondutividade. A HA na forma
porosa ¢ mais reabsorvivel e osteocondutora quando comparada a HA densa. Por essa
razdo, ela tem sido usada como material para promover o crescimento 6sseo. Estudos
mostram que esse crescimento € favorecido quando os implantes possuem um didmetro
minimo de poro de 100um. A porosidade na HA ¢ geralmente obtida pela adicao de

componentes volateis, como por exemplo, polimero, naftaleno e outros (VAZ et al,,

1999).

No Brasil, materiais de enxerto composto de HA sdo produzidos apenas na forma de pé
e fabricado por algumas empresas. Outras formas, apesar de desenvolvidas no pais por
meio de pesquisa, ainda ndo sdo produzidas em escala industrial. Os dispositivos
disponiveis atualmente no mercado sdo produzidos por tecnologia desenvolvidas no
exterior. Na ultima década, foram constituidos grupos de pesquisas em algumas
universidades e institutos brasileiros com objetivo de desenvolver conhecimento e
tecnologia proprias nessa area. Apesar dos importantes avangos, a nossa producdo

tecnologica e cientifica ¢ ainda insuficiente em relagdo as necessidades atuais e ao



potencial do mercado brasileiro. Dessa forma, fica clara a importancia e urgéncia de se

produzir novas formas desses biomateriais e transferir para o setor produtivo.

O presente trabalho tem como objetivo a producdo e caracterizacao de pastilhas de HA
com diferentes composi¢des de fases com variagdes nas quantidades e tamanhos de
poros para aplicacdes biomédicas. Para isso foi utilizado um planejamento de
experimentos uma técnica da Quimiometria, que possibilitou a determinacao dos fatores
envolvidos na produ¢do de HA, que potencialmente influenciariam nas caracteristicas

do produto final, ou seja, pastilhas porosas.

As amostras foram caracterizadas pelas técnicas convencionais de caracterizagdo
metalirgica, dentre elas destacamos: Analise por Difracdo de Raios-X (DRX),
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) associada a técnicas de Microanalise por
Espectrometria Dispersiva (EDS), Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) e
Espectroscopia Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). A caracterizagdo
dos poros foi realizada pelos métodos da Densidade Tedrica e Analise de Imagens e a
caracterizagdo biologica foi realizada pelos testes de Solubilidades (Degradagdo e
Bioatividade). No teste de degradacgdo foi utilizada uma solugdo tampao TRIS-HCI e no

teste de bioatividade foi utilizada uma solucao simuladora do fluido corpoéreo (SFC).

Verificou-se que a utilizagdo do planejamento de experimentos ¢ uma metodologia
importante na producdo de materiais com diferentes caracteristicas que implicariam
num grau de dissolugdo variado. Observou-se que materiais com alta solubilidade
parecem induzir uma precipitagdo de apatita bioldgica mais rapida em sua superficie,
que podera contribuir para o processo de neoformacdo dssea, concordando com os

resultados obtidos por outros autores (DUCHEYNE e QIU, 1999).



2 — Revisao Bibliografica

2.1 — Bioceramicas osteocondutoras usadas em Implantodontia

As bioceramicas osteocondutoras encontram-se entre os materiais que vém sendo
amplamente utilizados como substitutos de tecidos Osseos. Dependendo de sua

composicdo quimica, estrutura e morfologia sdo biologicamente biocompativeis e

bioativas (CHANG et al., 2000; LU et al., 1999; SUN et al., 1997).

A afinidade das ceramicas biocompativeis com o meio fisioldgico esta associada ao fato
de serem compostas de ions também encontrados no meio fisioldgico (calcio, potassio,

magnésio, sodio, etc.) e/ou ions que apresentam limitada toxicidade ao corpo humano.

Quando ¢ feito o reparo de um osso fraturado ou quando se aplica algum enxerto para
restaurar algum defeito, se inicia uma seqiiéncia de eventos que levard a formagdo do
novo 0sso, que objetivam a restauracdo da lesd@o. Os mecanismos pelos quais os

materiais de enxerto atuam sobre o tecido 6sseo sdo: osteocondugdo e osteoinducao.

A osteoindugdo consiste em estimular o tecido dsseo receptor a formar novo osso pela
producdo de células osteogénicas, que vao formando a matriz 6ssea. A osteoconducdo
conduz o crescimento do osso entre as particulas dos materiais, que ndo sdo capazes de

estimular a neoformagao Ossea.

Os mecanismos acima citados estdo diretamente relacionados com o comportamento e

as propriedades dos biomateriais que serdo utilizados como implantes.

Os problemas apresentados pelos diferentes tipos de enxertos dsseos (aloenxertos,
xenoenxertos) como, por exemplo, risco em potencial de uma imunoresposta contra
aloantigenos, transmissdo de agentes patdogenos (virus), determinaram a alternativa de
outros materiais naturais ou sintéticos que pudessem substituir esses enxertos com

melhores resultados clinicos.

Os enxertos aloplasticos (materiais sintéticos) com propriedades de biocompatibilidade,

bioatividade e ostecondutividade sdo algumas das alternativas promissoras para eliminar



os problemas ocasionados pelo uso de enxertos naturais. Dentre os principais materiais
que apresentam essas caracteristicas destacam-se: cerdmicas de fosfatos de célcio,

biovidros, vitroceramicas e compositos (HA+ TCP e HA + colageno).

A - Biovidros

Sdo definidos como materiais cerdmicos constituidos principalmente de silica (SiO,),
calcio e fosfatos. Sdo produzidos para fornecer uma resposta fisiologica especifica,
induzindo a formagao de uma superficie reativa, devido as caracteristicas quimicas de

seus componentes e de um pH alcalino na interface com o tecido.

HENCH e colaboradores (1983) mostraram que um vidro com uma composi¢ao
quimica especifica, implantado durante seis semanas em fémures de ratos, ndo podia ser
extraido com facilidade. Esta foi a primeira indicagdo de que o biovidro induz uma
ligacdo entre o osso e o implante. A composi¢do quimica conhecida como 45S5, que
contém em peso 45% Si0,, 24,5% CaO, 24,5% Na,O e 6% P,0s, foi usada em varias

pesquisas, sobre a ligacao entre o 0sso e o biovidro.

Dependendo da composi¢ao quimica do biovidro, diferentes ordens de reatividade e tipo
de ligagdo implante-osso sdo obtidos, conforme mostra a Figura 2.1, um diagrama de
fases trifasico, onde o contorno da ligagdo osso-implante para os biovidros ¢
relacionado com a composi¢cdo quimica em mol % de SiO,, NaO, e CaO, mantendo a
quantidade de P,Os constante e igual a 2,6 mols %. O diagrama apresenta cinco regioes,

a saber:



Regido A — Boa reatividade (ligacdo no periodo de 30 dias). Estdo os biovidros que
possuem composi¢do quimica que permite uma ligacdo quimica com o

o0sso (biovidro 45S5) e a vitroceramica ceravital.

Regido B — Baixa reatividade (ndo forma ligagdo — materiais quase inertes). Estdo os
vidros silicatos que ndo apresentam ligagdo quimica com o osso, devido a

sua baixa reatividade (ex: vidros para janelas e garrafas).

Regido C — Alta reatividade (ndo forma ligagdo). Os vidros que se dissolvem in vivo
(vidros reabsorviveis) no periodo de 10-30 dias de implantacdo no

organismo.

Regido D — Onde estdo os materiais que nao sdo vidros e podem ou ndo apresentar
ligacdo quimica com o osso, dependendo da sua composicdo quimica

(materiais que ndo podem ser usados como implantes).

Regido E — A classe de biovidros em que ocorre ligagdo com ambos os tecidos (duro e

mole).

sio,

* Biovidro 4555

&/ Ceravital
O 55843
== Ligac#io com o
tecido mole

Vitrocerimica
AW
3 0

(variando %F,0 5)\ _

{ com 6%]:'205)

Figura 2.1 — Relacdo entre a composi¢ao quimica (SiO,, Na;,O e CaO) de um material e

sua reatividade com o tipo de ligagdo implante-osso (HENCH, 1999).



Alguns autores (HENCH, 1999; HENCH et al., 1988) propuseram a cria¢do do Indice
de Bioatividade (Ig) que fornece uma estimativa sobre o tempo de regeneragdo do 0sso,

apos o biomaterial ter sido implantado. E dado pela relagio:
Ig=100/to s (1)

onde to5 ¢ o tempo necessario (dias) para que mais de 50% da superficie do material
implantado esteja ligado ao osso. Deseja-se que este tempo seja 0 menor possivel,
particularmente em tipos de restauragdo 6ssea, onde se faz necessaria a imobiliza¢ao do
paciente. A Tabela 2.1 apresenta os indices de bioatividade de alguns biomateriais.

Quanto maior for Iy mais rapida sera a ligacdo do osso com o tecido.

Tabela 2.1 - Valores de Indice de Bioatividade de alguns Biomateriais (HENCH et al.,

1988).
Biomaterial I (100/tp, 5)
Biovidro 45S5 12,5
Biovidro 5554. 3 3,7
Vitroceramica Ceravital 5,6
Hidroxiapatita 3,1
Aco Inox 316 e SizNy 0,0

Uma das principais aplicacdes dos biovidros ¢ na substitui¢do de ossiculos do ouvido
médio (martelo, bigorna e estribo). O conhecimento da biofisica da audicdo se faz
necessario no sentido de entendermos a atuag¢do destes ossiculos na transmissao do som.

Os biovidros sao também utilizados em aplicacdes ortopédicas, dentais e maxilofaciais.

B - Vitroceramicas

As vitroceramicas foram desenvolvidas para substituicdo de ossos e coroas de dentes.
Na substitui¢do de ossos sdo normalmente obtidos a partir de vidros que se cristalizam
em uma fase apatitica. Sdo classificadas normalmente em dois grupos: apatita-
wollastonita (A-W), desenvolvida pela equipe do pesquisador Kokubo e colaboradores,
da Universidade de Kioto (KOKUBO, 1993) e Vitroceramicas baseados em Mica
(KGS), desenvolvidos por (GROSS e STRUNZ, 1985), para aplicagdo em coroas de

dentes.



As vitroceramicas tipo A-W sdo obtidas a partir de tratamento térmico adequado de
vidro em p6 compactado com fases MgO-CaO-SiO,-P,Os presentes. Essa classe de
vitroceramicas apresenta uma forte ligacdo quimica com o tecido 6sseo e alta resisténcia
mecanica. S3o bastante utilizadas em substitui¢do a vértebras da coluna e ossos do
quadril como, por exemplo, defeitos no iliaco. No passado, a reconstituicdo da coluna
vertebral era feita utilizando-se uma combina¢dao de materiais metéalicos, polimeros
(polimetilmetacrilato — PMMA) e/ou alumina. Entretanto, a durabilidade e a eficiéncia
desses materiais ndo mostraram ser satisfatorias, devido ao deslocamento do material
implantado. As vitroceramicas A-W foram entdo desenvolvidas para aplicagdes clinicas
onde ¢ necessaria forte ligagdo quimica do implante ao tecido 6sseo (YAMAMURO,

1994).

C - Fosfatos de Calcio

As bioceramicas constituidas de fosfatos de calcio t€ém sido usadas nos ultimos vinte
anos na medicina e na odontologia, devido a similaridade da sua composi¢do quimica
com a fase mineral do tecido 6sseo (JARCHO, 1981; HULBERT et al., 1987; DE
GROOT e LEGEROS, 1988; LEGEROS, 1998; DE GROOT et al., 1990; LEGEROS e
LEGEROS, 1993). Dentro da variedade de aplicagdes desta bioceramica pode-se
destacar sua fun¢do como enxerto em tratamento periodontal, cirurgias ortopédicas e
maxilofaciais ou em recobrimentos de implantes dentérios. Diferentes fases podem ser
formadas, dependendo do tipo de fosfato desejado. Por meio de diagramas de equilibrio
de fases pode-se conhecer as caracteristicas quimicas e a estabilidade quimica das fases

dos fosfatos de calcio formados.

Os fosfatos de célcio sdo sais derivados do acido fosforico (H3;PO,) e sdo denominados
ortofosfatos (HPO4'2; PO4'3). Eles estdo presentes no tecido 6sseo como CaHPO, e
Ca3(PO,),. Eles se classificam como: fosfatos de calcio hidratados, fosfatos com ions
OH’ na estrutura cristalina, pertencendo a familia das apatitas e os pirofosfatos que sdo
inibidores de nucleacdo e crescimento de fosfatos de calcio em meio aquoso. Quando
ndo sdo dopados, sdo encontrados na natureza como sélidos de tonalidade variada
(branco, verde, marrom e outras), exibindo baixa solubilidade em H,O e sdo soliveis

em acido (ELLIOT, 1994).



Os fosfatos de calcio de aplicagdo biologica sao apresentados abaixo:

- Fosfatos de calcio amorfo — CaoxHxx(PO4)s(OH), — FCA
- Hidrogenofosfato de calcio dihidratado ou Brushita — CaHPO,. 2H,0 - HFCD
- Hidrogenofosfato de célcio anidro ou Monetita — CaHPO,4 - HFCA
- Fosfato tetracalcico — Cas P,Og - FTTC
- Fosfato octacélcico — CagH,(PO4)6.5H,0 - FOC
- Fosfato tricalcico ou Whitlockite — Ca3(POy4), - FTC
- Pirofosfato de célcio dihidratado — Ca,P,05. 2H,O - PFCDH
- Apatita — (M*);0(XO04 )6 (Z), - AP
* Hidroxiapatita — Ca;o(PO4)s(OH), — HA
*  Fluorapatita — Ca;o(POa)eF> - FA
* Fluohidroxiapatita — Ca;o(PO4)s(OH)F
* Carbonatoapatita — Ca;o(PO4)s CO3

Esses fosfatos de calcio apresentam razdes Ca/P variadas, e entre eles as apatitas sdo as

mais estudadas.

Misturas de fosfatos de calcio para emprego como cimento dentario, tendo a
hidroxiapatita como sua fase final, t€m sido estudados por varios pesquisadores. Esses
estudos se baseiam nos comportamentos de hidrélise de varios ortofosfatos de célcio,
especialmente de CasP,09. Esses novos cimentos sdo constituidos de fosfatos
tetracalcico, monetita, fosfato octacalcico, brushita, B-o fosfato tricalcico e fosfatos
morfos (RAILHAC et al., 1997; SARGIN et al., 1997; WAN et al., 1997, CHOW,
1998).

As caracteristicas que determinam os cimentos de fosfatos de calcio como biomateriais
atrativos para a reconstru¢do ou remodelagdo 6ssea sdo: facilidade de manipulagao e
moldagem, sem ter que dar forma prévia ao implante. A adaptagdo a forma da cavidade
Ossea obtendo um contato intimo entre o 0sso e o cimento desde os primeiros estagios
da implantagdo (RAILHAC et al., 1997; SARGIN et al., 1997, WAN et al., 1997,
CHOW, 1998).



C.1 - Estabilidade dos Fosfatos de Calcio em Meio Aquoso

Para as aplicagdes médicas desses fosfatos ¢ de grande importidncia compreender os
mecanismos de sua formacdo e estabilizacdo durante os testes de caracterizagdo
biologica in vitro e in vivo. Segundo KLEIN et al. (1983; 1993), somente dois fosfatos
de calcio sdo estaveis a temperatura ambiente em meio aquoso. Essa estabilidade ¢
verificada pelo pH da solugdo. O hidrogenofosfato de célcio dihidratado (CaHPO,.
2H,0) ¢ mais estavel em pH< 4,2 e a hidroxiapatita ¢ mais estavel em pH>4, 2, como ¢é

ilustrado na Figura 2.2.
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CaHPO,.2H,0
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) 74
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-
K=1,38 x 162
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3 4 43 “48p 6 7 8
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Figura 2.2 — Diagrama de solubilidade de varios fosfatos de célcio em funcdo do pH

(KLEIN et al., 1993).

Em elevadas temperaturas outras fases podem ser formadas, como, B-fosfato tricalcico

(Ca3(POys),), fosfato tetracalcico (CasP20y) e o fosfato tricalcico (a - Casz(POs)y).
KLEIN et al. (1983; 1993) observaram que em meio aquoso ou em fluido corpéreo, na
temperatura de 37°C, esses fosfatos se transformam gradualmente em hidroxiapatita de

calcio, como mostrado pelas reacdes (2) e (3):

4 Ca3(PO4)2 +2 H,0 > Calo(PO4)6(OH)2 +2 Ca+2 +2 HPO4 (2)



3 Ca4P,09 + 3H,0 — Calo(PO4)6(OH)2 +2 Ca+2 +4 OH (3)

O processo de transformacao ocorre pela dissolugdo inicial na superficie dos fosfatos de

calcio seguida de reprecipitacao na forma de hidroxiapatita.

A degradacao dos enxertos de fosfato de calcio, bem como dos recobrimentos ¢ um dos
grandes problemas para o uso clinico destes materiais ceramicos € seus mecanismos nao
estdo definidos completamente. Segundo KLEIN et al. (1983; 1993) os fatores que mais
influenciam nesta propriedade sdo: razdo Ca/P, a estrutura cristalina, o grau de

porosidade e o ambiente de exposicao.

De acordo com DE GROOT et al. (1988) e LEGEROS et al. (1995), a biodegradacao

dos fosfatos de célcio € causada por trés fatores:

a) Dissolugdo fisico-quimica do fosfato, que depende do produto de solubilidade do
material e do pH do meio. Nesse processo, novas fases podem ser formadas na
superficie dos fosfatos tais como: fosfato de calcio amorfo, fosfato dicalcico, fosfato

octacalcico e substituicdo anidnica da hidroxiapatita.

b) Desintegragdo quimica de pequenas particulas, como resultado da reacdo quimica

preferencial nos contornos de graos.

c¢) Fatores biologicos, assim como, a fagocitose, causando diminui¢ao na concentragao

de H".

A biodegradacdo dos fosfatos de calcio esta relacionada com a ordem decrescente de

solubilidade dos principais fosfatos mostrada a seguir:

FCA > CasP,09 > oc-Ca3(PO4)2 > B-Ca3(PO4)2 > HA

Para uma mesma composi¢ao, a taxa de biodegradagdo aumenta quando:

a) aumenta a area da superficie do fosfato (p6 > solido poroso > sélido denso);

b) diminui a cristalinidade;
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¢) quando ocorre substituicdo i6nica de fons COs>, Mg™ e Sr'” na hidroxiapatita.

A taxa de biodegradacdo diminui quando ocorre:

a) substituicdo do ion F™ na hidroxiapatita;
b) substitui¢io do fon Mg™ no fosfato tricalcico (B-Caz(POs), );

¢) diminuicao na razao B-Ca3(PO4),/ HA em fosfatos de célcio bifésicos.

A sinterizagdo dos fosfatos de calcio normalmente ocorre na faixa de temperatura de
1000-1500°C. As fases formadas dependem da temperatura de calcinagdo, razdo Ca/P e
da pressdo parcial de vapor d’agua. No sistema CaO-P,Os estudado em altas
temperaturas, na pressao atmosférica sem a presenca de agua, varios fosfatos de calcio
podem ser termodinamicamente formados, isso €: fosfato tretacalcico, fosfato tricalcico
e mistura de oOxido de calcio com fosfato tetracalcico. Sob essas condi¢des a
hidroxiapatita ndo ¢ termodinamicamente estdvel. Quando se aumenta a pressdo de
vapor d’agua de 0 para 500 mmHg , como mostra a Figura 2.3, a hidroxiapatita (Ap)

pode ser formada, ¢ uma variedade de misturas contendo apatita também pode ser

formada.
& ' aCP+Liq o '
= 1700} I “ -
E c P Liq
-4 +
5 1600 Liq -
=
aC_ P+ 15500
1500~ cao Ap 1474 -~
a0+ C P
4 |CF a.CsP\
1400} Ap & -
1360° | + +
a,,| L4
[&]
1300 C -
CaO + Ap aC P
1200 L - *CP
70 66 CP Ap 55 80
«Ca0 (% em peso)

Figura 2.3 — Diagrama de fase do sistema CaO-P,0Os em elevadas temperaturas e

pH,0 = 500 mmHg ( RATNER et al., 1996; KLEIN et al., 1993).
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De acordo com LEGEROS et al. (1995) a HA estequiométrica se decompde em
temperaturas superiores a 1150°C. Outros autores indicaram que essa decomposigio
ocorre abaixo de 1250°C, e que a fase B-TCP se transforma em o-TCP em temperaturas

superiores a 1250°C sendo a fase o termodinamicamente estavel em altas temperaturas

(DUCHEYNE et al. 1993).

Na pratica sao empregados principalmente os fosfatos com razao molar de Ca/P na faixa
de 1,5 a 1,7, notadamente a HA ¢ o TCP. O uso de uma dessas fases depende da
necessidade de se aplicar um material bioativo ou reabsorvivel, uma vez que a HA ¢
menos soluvel que o TCP. A caracteristica de o TCP ser mais reabsorvivel esta
relacionada com sua razdo molar e a sua solubilidade em meio fisioldgico, no entanto, a
presenga de microporos na biocerdmica calcinada pode também contribuir para o

aumento da solubilidade dos fosfatos.

Com a elevagdo da temperatura (~850°C) pode ocorrer a desidratagdo total ou parcial da

hidroxiapatita, entretanto a reagdo ¢ reversivel:

Calo(PO4)6(OH)2 = Calo(PO4)60(H20) —> Calo(PO4)60(H20)1_x + X H2O (4)

com x variando de 0< x <I1.

Diagramas termodinamicos complementares, como, por exemplo, diagramas Eh — pH
sdo também necessarios para o estudo de materiais que serdo utilizados em implantes. A
importancia desses diagramas ¢ de indicar em que condigdes de potencial ¢ pH um
solido e/ou ion sdao termodinamicamente estdveis a temperatura do meio fisiologico.
Dessa forma, o estabelecimento de tais diagramas implica na necessidade de medidas
corretas de pH da solug¢do de cada ion existente na mesma. OLIVEIRA et al. (2000)
relataram que o efeito do niquel na adesdo osso-implante do aco inoxidavel 316L ocorre
em uma ampla faixa de pH, favorecendo mais a regido alcalina, onde a hidroxiapatita de
niquel ¢ termodinamicamente vidvel em concentragdes substanciais de niquel na
solugdo aquosa. VIDIGAL et al. (2000A) no estudo termodindmico da nucleagdo e
crescimento de hidroxiapatita em tungsténio, com o uso de diagramas Eh - pH
verificaram que um filme de tungstato de sddio podera se formar na superficie do metal

tungsténio durante a ativacdo promovida por um tratamento quimico em solucdo de
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NaOH. Na andlise termodinamica sobre o efeito do cobalto na adesdo osso-implante da
liga Co—Cr—Mo, VIDIGAL et al. (2000B) estabeleceram condigdes tedricas que
favorece a formag¢do de uma ligagdo osso-implante, na regido acida de pH, onde a
hidroxiapatita de cobalto seria termodinamicamente viavel, em concentragdes elevadas
de cobalto na solugcdo aquosa. A complexidade de se prever quais as fases serao
estaveis a temperatura ambiente, se deve ao fato que o diagrama termodinamico nao

leva em consideracdo a cinética de formacao dos compostos.
C.2 — Apatitas

As apatitas formam uma série de solidos inorganicos caracterizados pela foérmula
quimica (M™);0(X047)s(Z),. O nome de apatitas ¢ justificado pela dificuldade de
identificacdo dos minerais isomorfos, uma vez que eles sdo freqlientemente encontrados
na natureza na forma ndo estequiométrica. Além disso, a estrutura desses compostos
pode conter substituicdes dos sitios M, X0, ou Z". As espécies M™* sdo cations
metalicos como, por exemplo: Ca®, Sr+2, Ba"”, Mg+2, Na', K', etc. As espécies X0,
s3o anions trivalentes PO,>, CO42, SiO4”, VO42, etc., € as espécies Z  sdo anions

monovalentes: F, OH", Br', Cl" ou vacancias ( AOKI, 1994).

As apatitas podem ser diferenciadas em relagdo aos anions Z  presentes, isso ¢:
hidroxiapatita (OH’), fluorapatita (F') ou cloroapatita (CI) e a coloracdo desses
compostos pode variar em funcdo dos anions presentes. As apatitas t€ém estrutura

cristalina hexagonal, mas podem também cristalizar como monoclinica.

A principal caracteristica dos estudos sobre as apatitas ¢ a sua multidisciplinaridade,
sendo empregada em diversos campos da ciéncia tais como: biologia, medicina, catalise
quimica, fisica do estado solido, controle ambiental, entre outras. Entre os maiores
interesses no estudo das apatitas esta o fato da hidroxiapatita ser o principal constituinte

dos ossos e dentes e o seu modelo sintético possui aplicagdo como biomaterial.

A estrutura da hidroxiapatita de calcio - Ca;o(PO4)s(OH), (HA) - é usada como modelo
para definir a estrutura da apatita bioldgica: as fases minerais dos tecidos calcificados
(esmalte, dentina e ossos) e algumas calcificagdes patologicas (calculo dentério

humano, pedras salivares e urinarias) sdo deficientes em calcio. Entretanto, as duas
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estruturas apresentam diferencas de composicdo, cristalinidade e nas propriedades

fisicas e mecanicas.

Por meio da técnica de Difracdo de Raios-X, € possivel verificar que apatita do esmalte
dentario ¢ menos soltvel do que a da dentina e o osso. A diferenca do tamanho do
cristal (Tabela 2.2) do esmalte, dentina e osso ¢ atribuida em parte pela influéncia de
impurezas tais como os fons Mg™ e 0os CO3~ como mostrado na Tabela 2.2. Esses ions
causam uma diminui¢do na cristalinidade e aumentam a solubilidade nas hidroxiapatitas

sintéticas (LEGEROS e LEGEROS, 1993; LEGEROS, 1991).

As apatitas bioldgicas do esmalte dentario humano podem ser diferenciadas dos seus
produtos de sinteriza¢do obtidos acima de 800°C. Os produtos de sinterizagio refletem
as diferencas de composi¢ao e a deficiéncia em calcio do material. Morfologicamente os
cristais da apatita do esmalte mudam da forma acicular para a forma hexagonal. Sob
tratamento térmico em altas temperaturas, ocorrem mudancas na composicdo das
apatitas biologicas com o desaparecimento da espécie CO;™ e na formagio da fase
3-Ca3(PO4), em  substituicdo ao fon  Mg™ A formagdo do
3-Ca3(PO4), apoés o tratamento térmico do esmalte, dentina, osso e das apatitas
deficientes em calcio ¢ atribuida ao teor de HPO,” presente na apatita antes da

sinterizagdo (LEGEROS e LEGEROS, 1993).

A composicao da hidroxiapatita estequiométrica, em percentagem em peso ¢: 39,9% Ca,
18,5% P ¢ 3,38% OH, tendo uma razao atomica Ca/P de 1,67. Ja o mineral constituinte
do tecido 6sseo contém, além de Ca'?, PO e OH’, pequenas quantidades de CO52, Na'
ou tragos de F~ e CI'. Devido a presenca destes ions substituintes, a razao atdomica Ca/P
da hidroxiapatita biologica difere do valor estequiométrico, juntamente com a mudanga
na sua estrutura. O efeito qualitativo da substituicdo dos ions Ca+2, PO4'3 e OH na

hidroxiapatita ¢ mostrado na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2 - Efeitos das substituicdes dos ions Ca+2, PO4'3 e o OH na
Ca;o(PO4)s(OH), (LEGEROS e LEGEROS, 1993).

Substitui¢io | Raio Iénico (A) | Parametro de rede (+ 0,003 &) | Cristalinidade
Eixo a Eixo ¢
Ca™ por: 0,99 9,438 6,882 -
Sr 1,12 (+) (+) (nm)
Ba™ 1,34 (+) (+) )
Pb™ 1,20 (+) (+) ()
K" 1,33 (nm) (nm) (nm)
Na" 0,97 (nm) (nm) (nm)
Li' 0,68 (nm) (nm) (nm)
Mg 0,66 (=) (=) ()
Cd"™ 0,97 () () ()
Mn " 0,80 ) ) )
Zn" 0,74 (+) (+) +)
Al” 0,51 (+) (+) ()
OH por:
F 1,36 (-) (nm) (+)
CI 1,81 (+) (-) (nm)
P04'3 por:
COs~ - ) ) )
HPO,~ - (+) (nm) (nm)

(+) — aumenta; (-) — diminui; (nm) — ndo ocorre mudanga.

* FTC formado em adigao a AP

A substituicio de PO4~ pelo CO;” tem importantes reflexos na atividade metabélica do

tecido. Os minerais constituintes das areas mais ativas como por exemplo a dentina, sdo

menos cristalinos que aqueles das 4reas menos ativas e mais cristalizadas, como o

esmalte. Em conseqiiéncia da substituigio, a quantidade de COs™ e o valor da razio

atomica Ca/P influenciam na reatividade da apatita (LEGEROS ¢ LEGEROS, 1993).

A substituigdo de OH™ por F na hidroxiapatita afeta também a reatividade e,

provavelmente, a solubilidade das apatitas. As substituigdes idnicas também acarretam

mudangas nos pardmetros de rede da hidroxiapatita: a substitui¢cdo do ion OH™ pelo ion

F°, causa uma contracdo no eixo a ¢ nenhuma contragdo no eixo ¢. A solucdo solida

formada (fluorapatita) nessa substituicao ¢ menos soliivel que a hidroxiapatita sendo por

isso utilizada na odontologia para combater a degradacdo da fase mineral dos dentes,

provocada por bactérias acidogénicas responsaveis pela ocorréncia de caries dentarias.
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As substitui¢des de Ca™ pelo Sr™* explicam o mecanismo de incorporagio no esqueleto
humano do composto B-estroncio. Por ser um composto radioativo, pode induzir

processos cancerosos nos tecidos 0sseos quando submetido a irradiagdo prolongada.

C.3 — Fosfato Tricalcico

O fosfato tricalcico (TCP) com composi¢do quimica Caz(POs),, com razdo atdémica
Ca/P igual a 1,5 encontrado nas formas alotropicas o e B ¢ um biomaterial
extremamente biocompativel. Devido em parte a sua estrutura cristalina, a velocidade
de biodegradagdo ¢ muito maior que a da HA. Seu mecanismo de biodegradacio ainda
nao ¢ muito claro. Alguns autores sugeriram que quando aplicado em meio acido se

dissolve “in situ” (JARCHO, 1981).

EGGLI et al. (1988), em seus estudos observaram a aposi¢ao direta do osso no periodo
de 3 a 6 semanas com aumento da formacao 6ssea a medida que o implante de TCP era

absorvido.

O TCP demonstra bioatividade caracterizada pela osteoconducdo, servindo como
substrato para o crescimento vascular do novo osso. Apesar de que boa parte do
implante de TCP seja absorvida no primeiro més, a parte restante permanece no sitio
por longos periodos até que seja incorporada dentro da estrutura do osso formado

(SANTOS e GUERRA-LOPEZ, 1992).

Devido sua biocompatibilidade e bioreabsor¢do, o TCP ¢ utilizado para o
preenchimento de cavidades onde uma rapida reabsorcdo ¢ desejada, como por
exemplo, na odontologia para o preenchimento de defeitos causados por enfermidades

periodontais, assim como fissuras (ROMERO ROJANO et al., 2000).

C.4 — Hidroxiapatita

A hidroxiapatita de calcio possui destacada importancia cientifica devido a diversidade
de suas aplicacdes tecnologicas. Ela ¢ encontrada na natureza como formadora de
rochas igneas e sedimentares, podendo ser também sintetizada artificialmente. A

hidroxiapatita cristaliza no sistema hexagonal, no grupo espacial P63;/m. A célula
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unitaria, de dimensdes a = b = 0,942 4, ¢ = 0,688 4, é definida por um paralelepipedo
imaginario, onde o dngulo entre a e b € de 120° ¢ entre ab e ¢ ¢ igual a 90°, contendo a

base unitaria de ions (ELLIOT,1994).

A estrutura da hidroxiapatita projetada sobre o plano ab ¢ mostrada na Figura 2.4. Os
ions OH’, na projec¢ao, estao situados nos vértices da base da célula unitaria, ao longo de
colunas perpendiculares ao plano basal e paralela ao eixo c. Colunas constituidas pelo
empilhamento de triangulos equilateros de ions oxidos e de ions calcio estdo ligados

entre si por ions fosfatos. Os ions OH™ ocupam o centro dos tridngulos de calcio.

Op

Figura 2.4 — Célula unitaria da hidroxiapatita (KAY e YOUNG, 1964).
Substituicdes do grupo hidroxila (OH") por ions F* e CI' levam a formacdo da

fluorapatita (Ca;o(PO4)sF2) € da Cloroapatita (Ca;o(PO4)sCly) respectivamente, sendo os

arranjos atdmicos similares a da estrutura da hidroxiapatita.
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A hidroxiapatita estequiométrica apresenta razao molar Ca/P de 1,67. No entanto, a
hidroxiapatita nao-estequiométrica (deficiente em cdalcio) ¢ de grande interesse

bioldgico, uma vez que a razdo molar Ca/P, ¢ mais proxima a dos ossos e dentes.

Viérias teorias tém sido desenvolvidas para explicar variacdes nas razdes Ca/P das
hidroxiapatitas deficientes. Elas levam em conta fases cristalinas ndo detectadas,
adsorsdo na superficie, substituicdo na rede e misturas intercristalinas de hidroxiapatita
e o fosfato octacélcico (CagHy(PO4)s.5H,0), cujo padrido de Difracdo de Raios-X ¢
similar ao da hidroxiapatita; fosfato de calcio amorfo (ACP), cujo padrao de Raios-X
ndo apresenta os picos de periodicidade da rede discerniveis e pequenas quantidades de
hidrogenofosfato de célcio dihidratado (CaHPO4.2H,0) (ELLIOT, 1994). A férmula
que melhor descreve a composicdo dessas apatitas deficiente em célcio ¢ dada pela

reagao abaixo:
Cajox(HPO4)x(PO4)sx(OH)2.x com 0<x<2 (5)
C.4.1 — Métodos de Obtenc¢ao da Hidroxiapatita
1) Método Umido
O método umido, também denominado método de coprecipitagdo, ¢ caracterizado por

produzir pequenos pods cristalinos ou amorfos de hidroxiapatita. Nesse processo temos

as seguintes reagoes:

10Ca(OH), + 6H3PO4—Ca;o(PO4)s(OH),+18H,0 (6)
10CaCl, + 6Na,HPO4 + 2H,0—Ca;o(PO4)s(OH), +12NaCl + 8HCI (7)
10Ca(NO3); + 6(NH4)HPO, + 2H,0—> Cao(PO4)(OH), + 12NH;NO; + 8HNO;  (8)

O método baseado na reacdo (6), reacdo do hidroxido de célcio com acido fosforico tem
despertado interesse industrial por apresentar como sub-produto apenas a agua. O

controle da reagdo ¢ feito através do pH e da quantidade de H;PO4 adicionada.
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2) Método Seco

Esse método produz pods finos de hidroxiapatita de alta cristalinidade e implica em
reacdes no estado solido. As reagdes a seguir, realizadas acima de 950°C descrevem

esse método:

6CaHPO4, 2H,0 + 4CaCO3— Ca;o(PO4)s(OH), + 4CO; + 14H,0 9)
6CaHPO4 + 4Ca(OH), — Ca;¢(PO4)s(OH), + 6H,O (10)
3C33(PO4)2 +Ca (OH)2 —> Calo(PO4)6(OH)2 + HzO (1 1)

3) Método da Sintese Hidrotérmica

As reagdes a seguir podem ser realizadas hidrotermicamente na temperatura de 275°C e
pressao de 40 atm. O carbonato de célcio (CaCOs;), na presenga de quantidade

apropriada de CaHPO4 ou (NH4)HPO, pode ser convertido em hidroxiapatita (HA):

4CaCO;+ 6CaHPO4— Cao(PO4)s(OH), + 6H,0 + 4CO, (12)
10CaCO; + 6(NH4)HPO4—> Calo(PO4)6(OH)2 + H,O + CO, (13)

A sintese hidrotérmica de HA tem despertado grande interesse, pois promove o
crescimento de cristais de HA com formato e tamanhos desejados. No entanto, a

eficiéncia da conversdo ¢ baixa e o equipamento complexo.

O fosfato tricalcico (B-Ca3(PO4),) e fosfato tetracalcico (CasP,09 ou Cas(POs4),0),

podem também ser convertidos sob condi¢des hidrotérmicas.

C.4.2 — Compactacio e Sinterizacio

A preparagao de pos de hidroxiapatita a partir de reagentes quimicos pode ser feita
conforme os métodos descritos anteriormente (C.4.1 — métodos de obtencdo de

hidroxiapatita). Os pds podem ser compactados e sinterizados conforme sua

aplicabilidade.
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A hidroxiapatita pode ser preparada na forma densa ou porosa. A HA densa ¢ descrita
com uma microporosidade maxima de 5% por volume, com os microporos medindo
aproximadamente lum de diametro que sdo decorrentes da etapa de sinterizagdo
(LEGEROS e LEGEROS, 1993). A HA porosa pode ser obtida pela adicdo de
componentes volateis na mistura de pos de HA, antes da etapa de compactacao, como
por exemplo, particulas de naftaleno, peroxido de hidrogénio e polimeros. A volatizagao
destas substincias em baixas temperaturas produz uma porosidade que consiste em
estreitos canais que se comunicam internamente no material. Estudos mostram, que o
crescimento dsseo ¢ favorecido em implantes de HA porosa com tamanho de poro de
diametro minimo de 100 um e que, o0 mesmo pode ser obtido dependendo da quantidade
adicionada dos componentes volateis na mistura (TSUMGA et al., 1997; GAUTHIER et
al., 1998; VAZ et al., 1999).

Uma outra forma de se obter HA porosa ¢ a partir de esqueletos de invertebrados
marinhos, isto €, corais marinhos do tipo: Goniopora, Porites, Favites e Lobofilia. Estes
corais contém 99% de carbonato de céalcio (CaCOs) na forma de arogonita e 1% de
materiais organicos. O carbonato de calcio ¢ entdo convertido em HA sob condigdes
precisas de temperatura e pressdao (sintese hidrotérmica), na presenca de fosfato de
amoOnia. Os componentes organicos destes corais sdo removidos com hipoclorito de
sodio. A HA resultante porosa, difere da ceramica HA em composicdo e cristalinidade

(LEGEROS et al., 1995).

A familia de corais Porites e Goniopora apresenta uma estrutura porosa interconectada
tridimensionalmente muito similar a do osso esponjoso, cujos poros variam de didmetro
entre 230 a 600 pm (Goniopora) e aproximadamente 200pum (Porites), enquanto que, a

familia de corais Favites e Lobofilia tem uma estrutura densa similar a do osso cortical.

A compactag@o uniaxial ou compressdo de pds de HA ¢ realizada dentro de moldes
especificos com pressdes que variam de 60 a 80 MPa. Antes da compactagdo,
aglomerantes sdo adicionados na mistura como, por exemplo, amido com agua ou
hidrocarbonetos de baixas massas moleculares. O compactado ¢ entdo sinterizado pelo
método convencional em temperaturas que variam de 950°C a 1300°C com taxas de

aquecimentos e resfriamentos de 100°C por hora.
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Outras técnicas de compactagdo e sinterizacdo simultanea sdo usadas, como por

exemplo: pressdo a quente e pressao isostatica a quente.

A pressdo a quente ¢ usada quando se deseja obter uma bioceramica densa em baixas
temperaturas, quando comparadas com as obtidas pelo método convencional
(900°C — 1300°C). Entretanto, a densificagdo feita em baixas temperaturas leva a
formagdo de outros fosfatos de célcio (a e P Caz(POs), e CasP,0¢), que sao
normalmente formados quando a HA ¢ sinterizada em temperaturas acima de 900°C
(LEGEROS e LEGEROS , 1993). Como desvantagem, essa técnica tem custo elevado

do equipamento e limitada obtencao de diferentes formas do compactado sinterizado.

A técnica de compactacdo e sinterizagdo utilizando pressdo isostdtica a quente consiste
em que materiais sejam compactados e sinterizados em elevadas pressdes e em altas
temperaturas simultaneamente. O produto obtido ¢ de excelente qualidade (boa
densificacdo e alta compacta¢ao) quando comparado com o produto obtido pelo método

convencional.

Utilizando as técnicas descritas acima, obtem-se produtos de HA de varias formas
(esféricas, bastdes, blocos e outras). Formas irregulares sao obtidas a partir de blocos
que foram submetidos a etapa de usinagem. Blocos de HA sdo empregados na
fabricacdo de componentes de implantes do ouvido médio, no aumento do rebordo
alveolar para ajuste dentario e em cirurgias ortopédicas como enxerto 6sseo. A HA - na
forma de discos ou pastilhas - € usada em testes in vitro (cultura de células) para avaliar

a adesdo, o crescimento e a proliferacao celular nessas amostras.

Andlise por difracdo de raios-X mostram que HA coralina ¢ uma carbonato- apatita
contendo também estroncio € uma mistura de fase COs — apatita com pequenos tragos
de B — Ca3(POys),. Fazendo uma comparagdo entre os produtos comerciais de HA em
relacdo a cristalinidade, observa-se que a cristalinidade de HA coralina Interpore ¢
menor do que a cristalinidade da HA densa Calcicite, indicando diferengas entre o
tamanho de cristal desses produtos. As diferengas de composicdo e propriedades desses
materiais sao decorrentes do processo de sua preparagdo tais como a temperatura de
sintese e sinterizagdo, a composi¢do de reagentes e pH. A resposta biologica desses

materiais € inerentemente diferente da HA densa, devido ao favorecimento de
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crescimento 0sseo entre os poros da ceramica. Porosidade e interconectividade sao
parametros que influenciam neste crescimento. Como exemplo pode-se citar um estudo
de implantes de HA 200 (didmetro de poro igual a 200um) e HA 500 (diametro de poro
igual a 500 pm) ambos com interconectividade de poro. Foi observado que o
crescimento do tecido fibrovascular se inicia entre o terceiro ou quarto dia. Por volta do
vigésimo-oitavo dia, o crescimento em torno do implante se completa e a aposicao do
0sso sobre as paredes dos poros se inicia (SHORS e HOLMES, 1993). Isso mostra que a
aposicdo do osso sobre as paredes do implante, leva a incorporagdo deste ultimo.
Estudos em caes indicam que o crescimento 6sseo se completa dentro dos poros num
periodo de 3 meses, o que € equivalente a um periodo de 6 meses em humanos (SHORS

e HOLMES, 1993).

A estrutura de HA porosa ¢ mais reabsorvivel e mais osteocondutora quando comparada
com a HA densa. Com essas caracteristicas a HA porosa tem sido usada como material
para promover o crescimento 6sseo em muitos testes clinicos. Ao facilitar a passagem
do tecido para o interior do implante, a resisténcia mecanica aumenta consideravelmente
com a formagdo do novo osso, possibilitando o uso de HA porosa para restaurar
fragmentos 0sseos como, por exemplo, em neurocirurgia. Por outro lado, a partir das
estruturas coralinas pode se obter diferentes tipos de materiais tanto reabsorviveis
quanto ndo reabsorviveis com propriedades biomecénicas similares aos diferentes tipos

de 0ss0s.

CHANG et al. (2000) analisaram a osteoconducao de blocos de HA porosa de diametros
e formas de poros diferentes. Através de analises histomorfologicas eles verificaram
mudangas no crescimento 6sseo nas diferentes formas e diametros de poros estudadas.
Em implantes com tamanho de poro igual a 50 um de forma cilindrica, a osteocondugao
ocorreu de forma significativa, j4 os implantes com diametro de poro igual a 300um

(forma cilindrica) sdo considerados 6timos para o crescimento dsseo.

GAUTHIER et al. (1998) estudaram a influéncia do didmetro de macroporos ¢ a
percentagem de poros no crescimento dsseo com ceramicas de fosfato de célcio bifasico
(HA/B-FTC) implantados em fémur de coelhos. Seus resultados indicaram que a

osteoconducao ¢ mais eficiente nos implantes com didmetro de poro igual a 565um com
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uma porosidade de 40%. Além de promover o crescimento Osseo, a resisténcia

mecanica se mostrou satisfatoria.

A porosidade da HA coralina apresenta vantagens e desvantagens. Uma das vantagens
descrita anteriormente ¢ o crescimento Osseo em implantes que tenha tamanho e
interconectividade de poro uniformes. O didametro de um ostednio cortical varia de 190
a 230 um. Para que o crescimento Osseo dentro da estrutura cerdmica ocorra, serd
necessario que a mesma tenha um didmetro de poro minimo de 100 um, enquanto que a
porosidade admitida nos enxertos que visam substituir 0 0sso esponjoso varia entre 500
e 600um de didametro (TOTH et al., 1995). Uma das desvantagens da HA coralina ¢ a
composi¢do quimica dos corais. fons como, por exemplo, magnésio, sédio, cloro e flior
presentes na dgua do mar podem ser incorporados nos corais e contribuir de forma
negativa na etapa de conversdo hidrotérmica do carbonato de célcio, como também

provocar algum efeito na resposta biologica.

LU et al. (1999) em seus estudos in vitro com células osteblasticas mostraram que a
interconectividade de poros (20 - 100um) de HA e B - FTC com porosidade de 50% e
tamanho de poro (100 — 300 um) favorecem a proliferacdo e o crescimento celular da
seguinte forma: as células ostebasticas humanas penetram nas amostras com
interconectividade de poro na faixa estudada, sendo mais visivel e favoravel nas
amostras com 40um. Testes in vivo indicaram ser mais favoravel as amostras com

interconectividade de 50um, como foi verificado pela mineralizagio Ossea.

Alguns estudos tém mostrado que existe uma dependéncia da taxa de osteointegracao
com a densidade de implantes de HA porosa com interconectividade de poros. Essa
dependéncia foi observada pela redugdo na taxa do crescimento 6sseo em implantes
mais densos e, pelos ensaios de compressdo foi verificado que esse crescimento € mais
presente em implantes menos densos. Varios autores concordam que uma relagdo 6tima
entre porosidade e resisténcia mecanica pode ser obtida (HING et al., 1999; FLAUTRE
et al., 1999; METSGER et al., 1999).

O comportamento mecanico de varios fosfatos de calcio (hidroxiapatita e fosfato

tricalcico) depende também do processo de compactagdo e sinterizacdo e da porosidade
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dos fosfatos. Essa porosidade pode ser de microporos (didmetro menor que 1 pum) ou
macroporos (didmetro maior que 100 um). Segundo DE GROOT et al. (1990), a
correlacdo entre resisténcia a compressdo (G¢) € o volume total de poros (V,) ¢ dada

pela equacao:

6c=700exp (—5V,) (MPa) (14)

E a resisténcia a tracdo depende da fracdo volumétrica dos microporos (Vy), podendo
ser representada pela equacao:

or=220exp (-20Vy,) (MPa) (15)

C.4.3 — Cristalinidade e Solubilidade

A cristalinidade das bioceramicas de fosfatos de calcio, principalmente HA, depende
dos métodos de sintetizagdo. Através da Difracdo de Raios-X pode se analisar a
cristalinidade de HA e outras fases presentes, como o e 3 Ca3(PO4), e CasP,06 e

determinar também seus parametros de rede.

Como complemento da analise por difracdo de raios-X, as técnicas de espectrometria de
transformada de fourier por Raios-Infravermelho (FTIR) e Raman (FT-Raman) podem
dar informagdes importantes sobre o material cerdmico. Ambas fornecem um
detalhamento espectral. Com a obtengdo de espectros em tempos mais curtos, aumento
do sinal e maior precisdo, obtém-se informagdes sobre as vibracdes moleculares das

amostras analisadas.

A solubilidade dos fosfatos de célcio estd relacionada diretamente com a sua
cristalinidade fosfatos. A solubilidade pode ser analisada por meio dos potenciais de
dissolugdes dos fosfatos. Alguns estudos mostraram uma taxa de dissolugdo
consideravel de varios fosfatos de calcio, em diferentes solugdes tampao com materiais
similares e em pH iguais, onde foi observado que a degradacdo dos fosfatos pode
ocorrer por meio da desintegracao dos implantes em pequenos fragmentos ou a partir da
dissoluc¢do fisico-quimica. A dissolugdo dos implantes depende do pH e da composi¢ao

da solugdo; da relagdo superficie da amostra/volume de solugdo e da cristalinidade do
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material (De GROOT et al. 1990) e se relaciona com a biocompatibilidade do material
(AOKI, 1994). Segundo De GROOT (1990), o material ideal para implantes ¢ aquele
em que a degradacdo se desenvolve gradualmente e o material sintético ¢ substituido

pelo osso.

O entendimento da influéncia que a cristalinidade e a biodegradacdo dos fosfatos
exercem sobre a reposta celular ¢ um requisito importante no projeto de um biomaterial.
CHOU et al. (1999) indicam a existéncia contraditoria a respeito das diferentes taxas de
dissolug¢dao dos fosfatos de calcio e sua relevancia bioldgica. Alguns estudos in vivo
mostram que implantes deficientes em calcio reabsorviveis apresentam resisténcia de
ligagdo ao osso menor do que aqueles obtidas com hidroxiapatita estequiométrica.
Adicionalmente, quanto maior a solubilidade dos fosfatos de célcio, menor a atividade
da fosfatase alcalina, indicador da atividade celular. Outros estudos, no entanto,
mostraram que a dissolu¢cdo dos implantes de fosfatos de calcio desempenham um papel
importante sobre o aprimoramento da ligacdo ao osso e sobre a camada de célula

associada a mineralizacdo (HING 1999).

As propriedades de dissolugdo dos fosfatos de calcio in vitro dependem da composicao
quimica do fosfato, da sua cristalinidade, da presenga de poros em sua superficie, do
pH, do grau de satura¢do do meio. No entanto, a biodegradagdo e a bioreabsor¢ao dos
fosfatos ndo dependem apenas da sua solubilidade in vitro. Em vivo, a acdo celular pode

promover a solubilizagdo parcial dos fosfatos de célcio.

No caso de revestimentos feitos com fosfatos de célcio, sua estabilidade pode ser
influenciada pelos fatores descritos acima. Isso pode ser verificado principalmente nos
revestimentos contendo relativamente altas concentracdes de fases mais soluveis, isso €:
fosfato de calcio amorfo, fosfato tetracélcico e fosfato tricalcico que sdo menos estdveis,

que os revestimentos feitos com HA cristalina.

Estudos in vitro em solu¢ao tampao com varios fosfatos de célcio (FA, HA, FTTC)
analisaram o efeito da distribuicdo do tamanho de particulas, a razdo atdomica Ca/P e o
tratamento térmico sobre a influéncia na estabilidade do revestimento, por meio da
solubilidade, e da cristalinidade. Nos revestimentos feitos com FA, antes e apds o

tratamento térmico, ndo ocorreram mudancas significativas na cristalinidade e
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solubilidade. Nos revestimentos feitos com HA o tratamento térmico influenciou no
aumento da cristalinidade e consequentemente na diminuicdo da solubilidade do

revestimento (KLEIN et al., 1993).

C.4.4 - Aplicacoes da Hidroxiapatita

As aplicagdes das biocerdmicas a base de fosfatos de célcio, principalmente a
hidroxiapatita, devido a sua excelente biocompatibilidade e bioatividade tem sido na
area médica. Entretanto, sua utilizagdo tem se restringido somente a aplicagdes cujos
esforcos mecanicos sao limitados. Isso se deve ao fato da hidroxiapatita possuir baixa
resisténcia mecanica e baixa tenacidade a fratura. Dentro do campo de aplicagdes na

medicina destacamos seu uso como (AOKI, 1994):

e 0sso artificial
e articulagdes artificiais
¢ material de enxerto 6sseo
e promover a formagao 6ssea
e vaso sangiiineo artificial
e traquéia artificial
e bioeletrodos
e dispositivos transcutaneos
e sistemas de liberag¢do de drogas
e aumento do rebordo alveolar

e reconstitui¢do do ouvido médio

Na odontologia destacamos o uso da hidroxiapatita em (AOKI, 1994):
e pasta de dente
e cimento dentario
e enchimento de canais
¢ enchimento de 0sso
e recobrimento de raiz de dentes artificiais

e restauracdes dentarias
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Em regides do corpo humano submetidas a elevadas solicitagdes mecanicas, o
recobrimento de hidroxiapatita sobre substratos metalicos ¢ a op¢do mais adequada para
se ter um implante com elevada resisténcia mecanica e com a superficie bioativa. Dessa

forma, obtendo-se uma biointegracdo do material com o tecido 6sseo.

Entre os processos utilizados no recobrimento de hidroxiapatita sobre substratos
metalicos, destacam-se os que utilizam aspersdo térmica, conhecidos como “plasma
spray”. Essas técnicas englobam processos em que metais, ceramicos ou polimeros na
forma de pos sdo aquecidos a temperaturas elevadas e acelerados contra uma superficie
(substrato), fazendo-se uma deposicdo em camadas. As propriedades do recobrimento
dependerao da técnica e do material a ser depositado. Como vantagem das técnicas por
aspersao térmica, destaca-se o curto tempo de deposi¢do e como principal desvantagem
o custo elevado do equipamento. Por outro lado métodos alternativos de obtencdo de
recobrimento tém sido testados, como: Deposicdo por Eletroforese, Deposicao
Eletrolitica e Deposicdo Biomimética (DA SILVA, 1999; MORAES, 1999;
ANDRADE, 1999) com o objetivo de atenuar ou eliminar as limitagdes dos

recobrimentos “plasma spray” disponiveis no mercado.

A biointegracdo dos materiais recobertos com HA por deposicdo biomimética consiste
na unido bioquimica do tecido d6sseo com a superficie do implante, a qual ¢
independente de mecanismo de unido mecanica, e que se torna identificavel no MEV. A
retencdo bioativa ¢ alcancada por materiais bioativos como a HA e os biovidros, que se
unem diretamente ao 0sso. A matriz 0ssea fica depositada por meio de uma interagdo
fisico-quimica entre o coldgeno do osso e os cristais do material (DUCHEYNE e QIU,

1999).

A HA ¢ um material policristalino que fica incorporado no tecido 6sseo. Uma das
caracteristicas comuns das superficies bioativas consiste na alteragdo cinética, que
ocorre apds a implantagdo. Em sua superficie forma uma camada de carbonato apatita,
que promove a unido da interface com o tecido. Essa camada formada ¢ quimicamente e
estruturalmente equivalente a fase mineral do osso. Essa equivaléncia torna-se

responsavel pela unido interfacial (DUCHEYNE e QIU, 1999).
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C.5 — Fosfato de Calcio Bifasico (FCB)

O fosfato de calcio bifasico constituido pela mistura de HA + TCP ¢ biocompativel e
osteocondutor. Sua velocidade de reabsorcao se situa entre a da HA ¢ do TCP puros,
Podendo-se obter taxas de degradacao variaveis, dependendo do teor de HA e TCP na

mistura.

KRAJENOSKI et al. (1988), utilizaram uma propor¢do HA: TCP de 10:1 e encontraram
uma fixa¢do firme em 13 de 17 implantes que foram implantados em defeitos
localizados em fémures de coelhos. PASSUTI et al. (1989), investigaram o uso de FCB
(HA:TCP/6:4) no tratamento de pacientes com escoliose e no preenchimento de
cavidades Osseas. Seus resultados indicaram um contato intimo entre o leito dsseo e o

implante, resultando em uma forte fixacao e boa estabilizacdo do material.

Apesar de que o mecanismo de biodegracdo do FCB ainda ndo ser muito claro, estudos
se concentram com este objetivo. A dissolucdo in vitro e in vivo do sistema FCB indica
ser dependente dos fatores: composi¢do, cristalinidade e pH da solucdo. No entanto,
muitos estudos tém mostrado que os enxertos de HA depois de implantados no corpo
humano apresentaram uma taxa de biodegracdo muita baixa. Por outro lado, a taxa de
dissolu¢do do TCP ¢ muita rapida para ocorrer a ligagdo 6ssea. Com isso para se obter
bons resultados da resorbabilidade do material, estudos se concentram no sistema FCB

(YANG et al., 1998; KIVRAK et., 1998; FRAYSSINET et al. 1993).

A sintese do p6 de HA tem sido extensamente estudada, mas a do p6 de TCP e do
sistema FCB ainda estdo sendo pesquisadas. No entanto, pode-se obter TCP pela reagio
do estado so6lido ou por decomposigdo térmica. Na decomposi¢ao utiliza-se o fosfato de
calcio amorfo (FCA) ou a hidroxiapatita deficiente em calcio, que sdo obtidos em
condigdes de sinteses em meio neutro ou acido (YANG et al., 1998; KIVRAK et al.,
1998; ELLIOT, 1994).

O sistema FCB ¢ geralmente obtido pela mistura fisica dos pds puros de HA mais TCP
ou pela calcinacdo da HA deficiente em céalcio com razdo Ca/P na faixa de 1,5 a 1,67 na

temperatura acima de 700°C (DOROZHKLIN, 2001; LEGEROS, 1991). A HA
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deficiente em calcio pode ser sintetizada pelo método iimido (coprecipitagdo) ou pela

hidrolise do hidrogenofosfato de calcio dihidratado (CaHPO4. 2H,0) (ELLIOT, 1994).

2.2 — Propriedades de Superficies de Biomateriais

O conhecimento das propriedades de superficie (molhabilidade, mobilidade superficial,
composi¢ao quimica superficial, topografia e outras), obtidas por meio da caracteriza¢do
da superficie do material ¢ importante para se entender como a mesma afeta a formagao
de tecido da regido implantada. Esse conhecimento ¢ usado para a fabricagdo de
materiais usados em implantodontia por influenciar na resposta biologica (HUNTER,
1993; CHERHRONDI ¢ BURNETTE, 1995; LEE e LEE, 1995; MUSTER ¢ DEMRI,
1995; ADAMSON, 1998).

As técnicas mais comumente utilizadas na caracterizagdo superficial sdo mostradas na
Tabela 2.3 (RATNER et al., 1996A; GRAINGER e¢ HEALY, 1998). Além destas
técnicas, a Difracdo de Raios-X (DRX) e a Analise Termogravimétrica (TGA) sao
também empregadas para se obter informagdes a respeito das propriedades estruturais
do material ceramico. A analise quantitativa das fases cristalinas presentes no material
pode ser feita pela Difragdo de Raios-X, no entanto, essa andlise ¢ complexa e vai
depender da cristalinidade e da diferenga dos coeficientes da absor¢do das espécies
envolvidas. A Analise Termogravimétrica informa os teores de agua superficial ou
estrutural incorporada aos sistemas apatiticos, o grau de carbonatagdo e a estabilidade
da estrutura da hidroxiapatita. Técnicas de dissolugdo sdo utilizadas para obtencdo da
solubilidade do material e técnicas de Microanalise (Espectroscopia por Energia
Dispersiva — EDS) acopladas ao MEV, s3o usadas em andlise qualitativa e

semiquantitativa.

No item 2.3 (técnicas de caracterizacdo de materiais) serd feita uma abordagem das

técnicas que foram utilizadas neste trabalho.
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Tabela 2.3 — Principais Técnicas de Caracterizagdo Superficial de Biomateriais

(RATNER et al., 1996A; GRAINGER e HEALY, 1998).

TECNICA PRIN cIpIo MEDIDA PROFUND.
FISICO QUANTITATIVA ANALISADA
molhabilidade da
ANGULO DE superficie pelo liquido tensao superficial
CONTATO ¢ usada para estimar a 0,3-2 nm
energia superficial
efeito fotoelétron energia cinética dos
incidente no raios-x elétrons emitidos
XPS (ESCA) causam a emissao de 1-10 nm
elétrons
elétrons incidentes energia cinética de
AES causam a emissao de elétrons auger 0,5-5 nm
elétrons auger
ions incidentes emitem | razdo massa/carga dos
SIMS ions secundérios de ions emitidos I nm- lum
diferentes massas
radiacao IR ¢ absorvida | absorvancia em func¢ao
FTIR-ATR em excitacao de do niimero de ondas 1-5um
vibragoes moleculares
topografia da superficie imagens tri-
induzida por deflecao de dimensionais da profundidade ou
AFM um cantilever é superficie e resolucdo lateral
detectada por reflexdo propriedades fisicas |igual a 0,1 nm
de laser e um fotodiodo
medi¢ao de corrente de detalhes atomicos e
tunelamento quantico | processos de adsor¢ao 0.1 nm
STM entre a ponta do metal e ’
a superficie condutiva
detecta mudanga na espessuras da camada
ELIPSOMETRIA polarizagdo da luz recobertas, cinéticas de A -pm
coerente  refletida |adsorcdo e propriedades
sobre a superficie opticas
emissdo de elétrons morfologia e anélises
secundarios causados topograficas
SEM por um foco de feixes de 1 nm
elétrons ¢ medida e
espalhada na imagem
Onde:

Espectroscopia de Raios-X por Fotoelétrons (XPS) ou Analise Quimica por

Espectroscopia de Elétrons (ESCA);

Espectroscopia por Elétrons Auger (AES);

Espectroscopia de Massa de fon Secundario (SIMS);
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Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR/ATR);
Microscopia de Forga Atomica (AFM);
Microscopia de Varredura por Tunelamento (STM);

Microscopia Eletronica de Varredura (SEM).

A - Molhabilidade

A molhabilidade de uma superficie s6lida ¢ definida em termos do angulo de contato 0,
produzido por uma gota liquida parada em uma superficie sélida conforme mostrada na
Figura 2.5. Essa figura ilustra o contato entre as trés fases: so6lido, liquido e vapor. O
angulo de contato pode variar de 0 a 180° ¢ depende da tensio superficial ou energia
livre superficial (y), das trés interfaces. Podemos equacionar os componentes
horizontais dessas tensdes pela equacao de Young Dupré. O angulo de contato, que da
uma medida da hidrofobicidade do material, pode ser calculado pela essa equacdo
utilizando o método da gota (sessile drop). A equagdo de Young ¢ valida para um
sistema ideal, onde todos os efeitos gravitacionais estdo ausentes e as trés fases em

equilibrio. (HUNTER, 1993; LEE e LEE, 1995; MUSTER e DEMRI, 1995)

YLG €080 = VsG - YsL vLG — tensdo superficial liquido/gas
cos0 =vsG - Ysi/ YLG vsG — tensdo superficial s6lido/gas

vsL— tensdo interfacial s6lido/liquido

Figura 2.5 — Angulo de contato do liquido sobre uma superficie s6lida (HUNTER,
1993).
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O angulo de contato também pode ser medido por outras técnicas como, por exemplo:
método da ascen¢do capilar, método das placas de Wilhelmy e outras. A medi¢do dos
angulos de contato ¢ mais precisa se a superficie solida for razoavelmente extensa,
uniforme e quimicamente homogénea. No entanto, as medidas sdo complicadas em
virtude dos seguintes fatores (HUNTER, 1993; LEE e LEE, 1995; MUSTER e DEMRI,
1995):

1) A contaminacdo da superficie liquida tende a diminuir o dngulo de contato, pois

diminui a tensdo superficial entre a liquido e o gas.

2) Superficies solidas diferem de superficies liquidas por mostrarem um grau maior de

heterogeneidade, mesmo depois de etapas de polimento rigorosas.

3) Superficies solidas, rugosas, quimicamente heterogéneas, mostram variagdes nos
angulos de contato com a fase liquida, devido as diferengas existentes em suas
superficies. Nesses sistemas macroscopicos o angulo de contato Oy, pode ser diferente
daquele obtido pela equagdo de Young. Os angulos de contato maiores € os menores sao
relativamente reproduzidos e sdo denominados respectivamente de angulo de avango
(Bu) e angulo de retrocesso (Or). Esses angulos podem ser obtidos pela inclinagdo da
gota na superficie solida. A diferenga entre 0s angulos
Oy - O ¢ denominada de histerese de angulo de contato. A magnitude dessa diferencga é
usualmente considerada ser uma medida da rugosidade fisica e/ou heterogeneidade
quimica da superficie; entretanto, pode ser também uma medida da quantidade de

liquido nos poros da superficie solida.

B - Mobilidade Superficial

A mobilidade superficial corresponde ao movimento e as interacdes que ocorrem na
superficie e interface entre os elementos de um determinado sistema com o meio em que
o mesmo esta envolvido. Pode-se destacar como exemplo a hidrofobicidade,
hidrofibicidade e o potencial da superficie, que pode ser representado pelo potencial
zeta. No estudo de biomateriais sintetizados a importancia de conhecer essas interagdes

com o meio aquoso ¢ importante para o estudo da adsor¢do de células sobre as
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superficies de biomateriais ¢ na resposta biolégica. Como por exemplo: um material
com superficie hidrofobica, ou seja, com baixa energia livre de superficie em um meio
aquoso, pode adsorver ou repelir células em sua superficie dependendo da ligacdo

quimica entre a interface material/célula.

Os termos hidrofobo (aversao a liquido) e hidrofilo (atragcdo por liquido) sdo usados
com freqiliéncia para indicar a tendéncia de uma superficie ou de um grupo funcional de
se umedecer ou solvatar. E possivel transformar superficies hidréfilas em hidrofobas e
vice-versa. Por exemplo, superficies limpas de vidros, hidrofilas, podem ser convertidas

em superficies hidréfobas revestindo-as com uma camada de cera.

Essa terminologia torna-se bastante Util quando consideramos o fendmeno da tensdo
superficial. As moléculas de substancias tensoativas apresentam uma forte afinidade por

superficies de separagdo (interfaces), pois elas contém regides hidrofilas e hidrofobas.

O potencial zeta ¢ uma propriedade eletrocinética da dupla camada elétrica. Ele pode ser
obtido pela diferenca de potencial existente entre a superficie de uma particula
carregada eletricamente, localizada no plano de cisalhamento, e a solugdo que a
envolve.

O valor do potencial zeta (C) pode ser calculado utilizando a equagao abaixo (HUNTER,

1993):
¢="* ﬂ%g (16)

Para isso ¢ necessario medir a mobilidade eletroforética das particulas (n) em um
sistema, sujeitas a um dado gradiente de potencial de voltagem elétrica aplicada e,
também, conhecer os valores da viscosidade dindmica (1) e a constante dielétrica (¢) do
liquido em questdo. O valor f representa o fator de correcdo, que depende da forma das
particulas, da sua orientagdo no campo elétrico, das suas propriedades condutoras, da

concentragdo do eletrolito e da temperatura.
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C - Composicao Quimica Superficial

A composicdo quimica superficial de materiais sintéticos fabricados a partir de
materiais metalicos, poliméricos e ceramicos usados em implantes médicos ¢
determinada por varias técnicas, incluindo: Espectroscopia Fotoeletrons de Raios-X
(XPS), Espectroscopia Infravermelho com Transformada de Fourier, Espectroscopia
Raman. O principal objetivo dessas técnicas ¢ determinar dados quantitativos e
qualitativos de espécies superficiais. Esses dados sdo importantes na determinacdo das
interagdes que ocorrem na superficie entre a interface biomaterial/tecido
(CHERHRONDI e BURNETTE, 1995; ADAMSON, 1998). Na composi¢do superficial
pode-se determinar informagdes dos elementos principais, elementos minoritarios,

elementos tragos, espécies inorganicas e espécies organicas.

D — Topografia

A adesdo de células e tecidos na superficie de biomateriais pode ser obtida por meio da
modifica¢do na superficie dos materiais (ceramicos, polimeros, metais, vidros, etc.) por
métodos fisicos e/ou quimicos. Estudos com titanio e suas ligas com superficies rugosas
obtidas por jateamento de 6xido de aluminio e superficies lisas, mostraram que em
testes de cultura de células a adesdo celular ¢ maior em superficies rugosas (TSUJII,

1998; GRAINGER e HEALY, 1998).

Os parametros que influenciam na topografia de superficies rugosas estdo relacionados
com o material que constitui o substrato e o método de obtencdo de rugosidade. O
mesmo material pode apresentar topografia diferente em varias regides da superficie
rugosa, com isso apresentando parametros de rugosidade diferentes. Conseqiientemente,
a forca de adesdo celular pode ser alterada. Isso pode implicar no crescimento celular e
crescimento de tecido fibroso na regido do implante. A superficie rugosa deve ser
homogénea e apresentar topografia uniforme, isso pode ser obtido com um tratamento
quimico feito com reagentes apropriados, apds o jateamento da superficie, minimizando

assim, as depressodes e os picos da superficie rugosa.
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2.3 — Técnicas de Caracterizacio de Materiais

A - Analise por Difracao de Raios-X (DRX)

Os raios-X podem ser produzidos quando particulas carregadas com alta energia
cinética sao desaceleradas rapidamente. Os elétrons sdo as particulas normalmente
empregadas com este propodsito e eles sdo acelerados pela aplicagdo de um campo
diferencial de potencial elétrico acima de 10KV. Quando esses elétrons colidem com
um alvo, grande parte da energia cinética ¢ convertida em calor e somente 1% chega a
ser transformada em raios-X. Os raios-X emitidos normalmente consistem de um
espectro continuo, denominado de radiacdo branca, pois ¢ formado por ondas de
diversos comprimentos. Esse espectro resulta do progresso da desaceleragdo que nao ¢
uniforme para todos os elétrons. Alguns sdo parados depois de um tUnico impacto
enquanto outros sofrem impactos consecutivos com perdas progressivas da energia

cinética (AZAROFF, 1968).

A andlise por DRX serve para identificar e quantificar fases e composigdes de fases,
medir os parametros de rede, calcular o tamanho do cristalito e o grau de cristalinidade
do material usando programas de refinamentos, como por exemplo, refinamento por
Rietveld, que consiste em se minimizar a diferenga entre padroes de difragdo medido e
calculado, passo a passo, num difratograma digital. A grande vantagem desse método ¢
que ele utiliza todos os pontos do padrao de difracdo, superposicdo de picos , que
usualmente inviabilizam outros métodos de quantificagdo por difracdo de raios-X. O
método de Rietveld é muito empregado nas andlises que envolvem difracdo de raios-X e
de neutrons de materiais policristalinos. A analise de difratogramas de policristais
utilizando esse método conduz a uma andlise mais detalhada na interpretacao
quantitativa dos padrdes obtidos. Além das analises citadas anteriormente, esse método
permite, que se fagca a caracterizagdo de imperfeicdes na estrutura cristalina,
refinamento das posi¢des e ocupagdes dos lugares associados aos atomos das estruturas
cristalinas simples e complexas. No caso de difracdo de neutrons, permite o estudo de

fendmenos magnéticos.

Baseada no conhecimento das propriedades de superficies de materiais usados em

implantes, a biocompatibilidade de substratos solidos estd relacionada com as
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propriedades de superficies, dependendo, principalmente da molhabilidade da
superficie. Isso foi observado em estudos das interacdes com diferentes tipos de cultura
de células sobre substratos poliméricos da seguinte forma: a bioadesdo esté relacionada
com a energia de superficie e que materiais com baixa energia superficial mostram
baixa ligacdo celular. Isso implica em dizer, que a adesdo celular ocorre
preferencialmente em substratos hidrofilicos. Estudos do gradiente da molhabilidade de
superficie mostram que a adsor¢do de proteinas, assim como adesdo e proliferacdo de
células sobre substratos so6lidos dependem dessas propriedades de superficie

(CHERHRONDI e BURNETTE, 1995; LEE e LEE, 1995; RUARDY et al., 1995).

Como descrito anteriormente, as interacdes que ocorrem em diferentes tipos de
proteinas ou células sobre varios substratos solidos dependem das caracteristicas da
superficie. Na maioria dos casos ¢ necessario que se faca um tratamento superficial do
material através de métodos fisicos e/ou quimicos, com o objetivo de melhorar a adesao

celular (TSUJII, 1998; GRAINGER e HEALY, 1998).

No caso de implantes, a forma e a estrutura sdo fatores que também influenciam na
adesdo celular. Alguns autores tém investigado a influéncia da forma dos implantes bem
como de seu acabamento superficial, na tentativa de se atingir a melhor condi¢do

superficial possivel (WENNERBERG, 1993; WENNERBERG, 1995).

B — Anilise por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(EIV)

A radiacdo infravermelha (IV) ¢ absorvida em excitagdo de vibragdes moleculares. A
utilizacao dessa técnica permite que somente comprimentos de ondas muito especificos
de luz infravermelha possam ser absorvidos quando um determinado tipo de molécula
estd no caminho de radiacdo. A informagao da molécula é dada pela absorbancia versus
o comprimento de onda. A técnica de EIV ¢ reconhecida como técnica analitica para
aplicacdo biomédica por requerer uma quantidade de amostra minima, por tanto, ¢ uma

técnica complementar de caracterizagdo de materiais (SLOSARCZYK et al. 1996).

A EIV permite caracterizar as vibracdes atomicas e moleculares. E indicada para

identificar substitui¢des ou alteragdes nos fosfatos de célcio, como por exemplo, a
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deteccdo de grupamentos quimicos como COs?, HPO4? e OH". No caso dos grupos
CO;” pode-se determinar qual sitio sera substituido na HA. A EIV utiliza transformada

de Fourier para ampliar o limite de detec¢do do método.

A EIV pode ser realizada pelos métodos de transmissao, reflexdo e emissao. No caso do
método de transmissdao, uma parte da radiacdo que atravessa a amostra ¢ detectada. Para
se obter informagdes utilizando-se amostras solidas, a razdo area superficial/volume
deve ser maximizada. Neste caso, a técnica mais adotada ¢ a de pastilhas de KBr, junto

com o p6 da amostra.

Para se obter informagdes da superficie de amostras rugosas, o método de reflectiancia
difusa pode ser utilizado. O método de reflectancia difusa permite uma analise rapida de
muitas amostras solidas, incluindo poés, fibras e principalmente superficies rugosas. A
radiacdo incidente proveniente do espectrometro ¢ focada na superficie da amostra e a
energia ¢ entdo coletada. A energia refletida pode ser classificada como especular ou
difusa. A reflectincia especular resulta de energia que ¢ refletida pelas particulas, mas
que ndo ¢ absorvida. A energia que penetra em uma ou mais particulas ¢ coletada e
denomina-se reflectancia difusa. Uma das grandes vantagens da mesma ¢ a
possibilidade de analisar amostras em quantidades extremamente pequenas de pos, sem

necessidade de prensa ou bomba a vacuo (RATNER et al. 1996A).

C — Analise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

O microscopio eletronico de varredura ¢ geralmente utilizado para observagdo de
amostras espessas, ou seja, ndo transparentes a elétrons. Resumidamente, pode-se dizer
que o MEV consiste de uma fonte que gera um feixe de elétrons que ¢ colimado ao
passar por lentes eletromagnéticas, sendo focalizado em uma regido muito pequena da
amostra. Bobinas adequadamente colocadas promovem a varredura desse feixe sobre a
area da amostra a ser examinada. A interacdo feixe-amostra gera uma série de sinais,
como, por exemplo, elétrons secundarios, que sdo captados por um detetor. Apos a
ampliacdo, esse sinal modula o brilho de um tubo de raios catddicos (TRC), que ¢
varrido sincronizadamente com a varredura da superficie da amostra, gerando uma

imagem ponto a ponto da superficie examinada (GOLDSTEIN, 1981).
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Utilizado para produzir informagdes superficiais, o MEV possui como caracteristica
principal sua profundidade de campo, cerca de 300 vezes melhor que o microscopio
otico, permitindo a obten¢do de imagens com aspecto tridimensional, que ¢ muito

utilizada no estudo topografico das amostras.

Além disso, o MEV possui alta resolu¢ao, com valores usuais da ordem de 10nm, ou

seja, cerca de 100 vezes a do microscopio 6tico (GOLDSTEIN, 1981).

Virios tipos de contrastes podem ser obtidos utilizando essa técnica, dependendo da
finalidade da analise. Por exemplo, na analise de pds e pastilhas pode-se obter imagens
com contraste de elétrons secundarios e elétrons retroespalhados (BSE). No caso da
analise com contraste por elétron retroespalhados, sdo coletados elétrons de maior
energia da profundidade da amostra, permitindo a identificacdo de fases com diferentes

composigdes quimicas (GOLDSTEIN, 1981).

D — Analise Eletronica de Transmissao (MET)

Em linhas gerais o MET consiste em que um feixe eletronico convergente incida sobre
uma determinada amostra, obtendo-se dessa forma, imagens de transmissdo. Em termos
de informagdes sobre a morfologia de amostras, destaca-se seu uso para a observagado de
defeitos estruturais. O MET também é muito usado na caracterizagdo cristalografica das
fases presentes em um determinado material. Seu uso, porém, ¢ limitado, atinge
usualmente resolug¢do de 1 a 20nm, exigindo amostras transparentes ao feixe eletronico
extremamente finas e trabalhosas de serem obtidas, ou seja, a espessura das amostras ¢

um parametro muito importante na obten¢ao das imagens.

Uma das maiores diferengas entre O MET e o MEV, € que no primeiro a imagem ¢
construida de uma s6 vez (aquisicdo de dados em paralelo) enquanto que, no MEV os
dados sdo coletados ponto a ponto e linha por linha, seqiiencialmente, sendo originarios
de uma série de sinais elétricos captados por detetores diversos e que, portanto, podem
ser amplificados, modificados e armazenados com certa facilidade. (GOLDSTEIN,

1981).
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E - Espectrometria de Emissiao por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP — AES)

A espectrometria de emissdo por meio de chamas de combustido convencionais, arco e
centelha como fontes de excitagdo nido fornecem energia necessaria para a excitagao
conveniente de muitos elementos de tabela periddica. A necessidade de uma
temperatura mais alta determinou a utilizacdo do plasma como fonte de excitacdo
espectroscopica (BOSS e FREDEEN, 1999). Essa técnica ¢ baseada na capacidade que
os atomos t€m de emitir radiagdo quando seus elétrons sdo excitados pelo plasma. Os
plasmas fisicos podem ser formados por meio de radiofreqiiéncia (ICP), corrente

continua (DCP) e microondas (MIP).

A maioria das andlises ¢ feita no ICP-AES por ser distintamente superior aos outros
plasmas em muitos aspectos. O mais importante deles ¢ a dificuldade em injetar o
aerosol na amostra para a parte mais quente do plasma, isto resulta em efeitos de

interferéncia quimica familiar as experiéncias com chamas quimicas.

Além de alta temperatura a técnica de ICP-AES apresenta outras vantagens tais como:
analise simultdnea ou seqiiencial de varios elementos, determinacdo de alguns
elementos dificeis de se obter por outra técnica, faixa linear dindmica na ordem de
quatro ordens de grandeza, identificagdo qualitativa de amostras desconhecidas,

estabilidade da chama e a utilizagdo de gas inerte (argonio).

2.4 — Técnicas de Caraterizacio Bioldgica

As reagdes que ocorrem na interface entre o biomaterial e as células podem ser
estudadas em testes in vitro. Esses testes fornecem informagdes importantes
relacionadas com a biocompatibilidade do material utilizado em implante. Como
vantagens: permitem maior reprodutibilidade, quantificagdo dos dados obtidos, rapidez,

simplicidade e menor custo, quando comparados com testes in vivo.

Dependendo do tipo e da duragdo do contato da interface biomaterial/tecido, uma
seqiiéncia de testes ¢ entdo utilizada. A biocompatibilidade de um material pode ser
avaliada por meio de cultura de células e solugdes que simulam o plasma humano,

seguido de testes in vivo. Os testes in vitro podem avaliar uma ou mais das seguintes
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propriedades: citotoxicidade, hemotoxicidade, genotoxicidade e a mutagenicidade do
material, enquanto que, os testes in vivo avaliam toxicidade sistémica aguda, toxicidade

cronica, sensibilizagdo e a carcinogenicidade do material (CANNAS et al., 1995).

A — Cultura de Células

Os testes de cultura de células podem avaliar o efeito do material sobre as células no
que se refere a proliferacdo, toxicidade e adesdo. A escolha de linhagem celular a ser
usada em testes in vitro deve levar em consideragdo trés pardmetros: o emprego
designado para o material, a facilidade de crescimento e manutencao da cultura e a

possibilidade de padronizagao (CANNAS et al., 1995).

As células mais usadas no estudo de biomaterias sdo: osteoblastos, fibroblastos,
linfécitos, macrofagos e bactérias por simularem as condi¢des bioldgicas de contato
com a material. Os osteoblastos sdo células osteogénicas, responsaveis pela formagao
Ossea, que sintetizam a parte organica (coldgeno tipo I, proteoglicanas e glicoproteinas)
da matriz 6ssea. Concentram calcio e fosfato, participando principalmente da

mineralizacdo da matriz.

As interacdes entre as células e os biomateriais sdo favorecidas pela quimica de
adsorc¢do de proteinas as superficies. Entre as bioceramicas a base de fosfatos de célcio,
a hidroxiapatita (Ca/P =1,67) ¢ a que tem maior capacidade de adsorver proteinas em

sua superficie (TAKASHIMA et al., 1996).

As propriedades de superficie do material como topografia, energia ou quimica de
superficie influenciam diretamente na interagdo biomaterial/tecido, na adesdo,

proliferacdo, espalhamento e diferenciagdo celular (ANSELME, 2000).

Um estudo comparativo do comportamento de diferentes tipos de células sobre varios
substratos mostrou que essas cé¢lulas reagem diferentemente nesses substratos com
diferentes rugosidades na superficie. Andlise de microscopia eletronica de varredura
revelou que o espalhamento de células Osseas ¢ maior em substratos com superficies
rugosas, do que sobre substratos com superficies lisas (MEYLE et al., 1993; CHESMEL
et al., 1995; HEALY et al., 1996; THOMAS et al., 1997). Entretanto, a adesao celular ¢
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influenciada pelo parametro rugosidade, assim como, pela adsor¢do de proteinas.
Estudos da adesdo celular sobre substratos rugosos, usando o método imuno-
histoquimico, mostraram a presen¢a de actina e vinculina em cultura de células
osteoblasticas nesses substratos. A ordem crescente da adesdo celular obtida foi: Ligas

Ti-6Al1-4V > Polietileno > Ligas Co-Cr-Mo (ANSELME, 2000).

Termodinamicamente, o processo de adesdo e espalhamento celular em substratos

solidos ¢ descrito conforme a equacao:

AFaq=7Ycs - oL - YsL (17)

onde AF,4 € a energia interfacial de adesdo, ycs € a energia interfacial entre o solido e a
célula, ycr € a energia interfacial entre o liquido e a célula, ys;. € a energia interfacial
entre o so6lido e o liquido. A adesdo e o espalhamento celular sdo favorecidos quando
AF,4<0. Alguns autores observaram essa condi¢ao pela interagdo bioldgica envolvendo
uma regido hipotética de biocompatibilidade 6tima dos materiais, como mostrado na
Figura 2.6. A regido ndo adesiva (A) desta figura, com tensdo critica superficial
compreendida entre 20-30 N/m, representa os substratos de biomateriais hidrofobicos,
enquanto que, a regido (B) representa os biomateriais com boas propriedades de adesao
celular (substratos hidrofilicos). Pela figura, pode-se observar sob o ponto de vista
termodindmico que, para que ocorra a adesao celular serd necessario que os biomateriais

apresentem uma tensao superficial minima.
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Figura 2.6 — Relacdo entre interagdo bioldgica relativa e a tensao superficial critica. A
regido (A) representa a ndo adesdo celular, enquanto que, a regido (B)
representa os biomateriais com boas propriedades de adesdo celular

(RATNER et al., 1996B).

Estudos mostram que a cristalinidade da hidroxiapatita influencia no crescimento
celular de células Osseas, e estd correlacionada com o potencial de dissolucdo da

hidroxiapatita (ANSELME et al., 1997; CHANG et al., 1999; CHOU et al., 1999).

O teor de CO;” também influencia na adesio celular quando substituido pela HA como
mostra HING et al. (1999). Células osteoblasticas humanas sdo sensiveis a essa
substitui¢do devido ocorrer alteragdo na solubilidade do material. Um teor 6timo de
carbonato foi identificado como o similar encontrado no osso mineral. No entanto,

testes in vivo seriam necessarios para comprovar esse resultado.

Pesquisadores analisaram o efeito do tamanho de particulas de vérios fosfatos de célcio
(B- Ca3(POy), , Ca9(PO4)s (OH), e Ca,P,07) no crescimento de células osteoblasticas.
Os resultados da biocompatibilidade desses fosfatos foi verificada pela contagem celular
das células osteoblasticas, baseada na deteccdo bioquimica da fosfatase alcalina (ALP)
no meio de cultura (SUN et al.,, 1997). As mudancas mais significativas foram nos

fosfatos de calcio B- Ca3(POy4), e Cajo(PO4)s (OH)s.
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A avaliacdo da adesdo celular em substratos pode ser feita por varios métodos, como
ilustra a Tabela 2.4. Esses métodos servem para quantificar a adesdo celular. A
microscopia eletronica de varredura também analisa, de forma qualitativa, a adesdo e a

morfologia celular dos processos celulares ligados as superficies dos substratos.

Tabela 2.4 - Técnicas utilizadas para separagdao celular e avaliagdo quantitativa da

adesao celular (ANSELME, 2000).

TECNICA TIPO DE CELULA
Aspiragdo com Micropipeta células sangiliineas humanas
células endoteliais da aorta suina
fibroblastos humanos normais da derme

Centrifugacdo fibroblastos e células gliais
macrofagos e eritrocitos humanos
Placas Paramagnéticas fibroblastos
osteoblastos
c¢lulas semelhantes a osteoblastos
Fluxo de Fluido fibroblastos de linhagem 373

células endoteliais da aorta bovina
linhagem de células de macrofagos de ratos
Separagdo Enzimatica células osteoblasticas humana primordiais
extrato da aorta de embrido de frango
extrato do osso trabecular de frango e humano
Manipulag¢do de Microplacas fibroblastos de frango
Microcantilever fibroblastos de camundongo L929

A avaliagdo de crescimento e proliferacao celular é feita baseada no DNA. Essa analise
pode ser marcada com Timedina Tritiada (["H]-RdR), que ¢é seletivamente incorporada

ao nucleo celular durante o ciclo celular (HUANG, 1997).

Uma outra forma de avaliar o crescimento e a proliferacdo celular é pelo método
colorimétrico Sal Tetrazolico - MTT, que utiliza uma solugdo de (3 — [4,5 —
dimetiltiazol] — 2,5 — dimetil brometo tetrazolico). Nesse método o sal tetrazélico
penetra na célula e vai ser metabolizado na mitocondria de células vidveis (reagem com
a desidrogenase mitocondrial dando um produto de colorac¢do azul). Ocorre uma reagao
de oxireducao nas células, tendo como produtos cristais de formazam. A quantidade de
formazam produzida € proporcional ao nimero de células vivas em cultura. No entanto,
¢ importante ressaltar, que cada tipo celular vai apresentar um metabolismo

caracteristico, sendo necessario padronizar o método.
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Para avaliar o uso de novos materiais aplicados como enxerto 0sseo, novas técnicas t€m
sido desenvolvidas. Essas técnicas permitem que interacdes com células osteoblasticas
possam ser estudadas baseadas no efeito da proliferacio e diferenciagdo de

osteoprogenitores (OREFFO e TRIFFITT, 1999).

B — Testes de Bioatividade

Uma outra forma de avaliar a bioatividade de um material ¢ feita por imersao do mesmo
em solugdes que simulam os fluidos do corpo humano (SFC), visto que, os implantes
estardo em contato na maioria dos casos, com o plasma sangiiineo. A principal solug¢ao
utilizada foi desenvolvida pelo pesquisador Kokubo (DUCHEYNE e KOKUBO, 1992).
A Tabela 2.5 mostra as concentragdes ionicas do plasma sangiiineo e das principais
solugdes SFC usadas no teste de bioatividade dos biomateriais. Apos imersao em SFC, a
superficie do biomaterial ¢ analisada por técnicas de caracterizacao superficial (MEV,

DRX, AFM e FTIR).

Tabela 2.5 — Concentragdes idnicas do plasma sangiiineo e solu¢des SFC (DUCHEYNE
e KOKUBO, 1992; TRAUCHIGER et al. 1999).

Concentracoes Ionicas (mM/1)

Na' | K | ca” |Mg?| cr |HCOs| HPO,? | SO,°
Kokubo | 142,0 | 5,0 2,5 1,5 147,8 4,2 1,0 0,5
Ringer | 132,0] 5,4 2.4 - 113,0 | 28,7 - -
Hanks | 1428 58 1,3 0,2 146,0 4,2 0,3 0,2
Plasma | 142,0 | 5,0 2,5 1,5 103,0 | 27,0 1,0 0,5

Sangiiineo

* mais 0,4 mM/L de H2P04_ € 5,55 mM/L de C6H1206

As solucdes que simulam o plasma sangiliineo podem ser preparadas em laboratorio,
dissolvendo-se em agua destilada quantidades adequadas das seguintes substancias:
NaCl, KCIl, K;HPO4.3H,0, MgCl,.6H,0, CaCl,, Na,SO, O pH ¢ ajustado para 7,25
com mistura de Trishidroximetilaminometano — (CH,OH);CNH; — e HCI e temperatura

de 37°C.

Os testes em SFC sdao chamados testes de bioatividade porque se avalia a precipitagdo

ou ndo de carbonato apatita a partir da solu¢ao SFC. Quando ocorre essa precipitagcdo, o
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material é considerado bioativo, como mostram os estudos in vitro de biovidros e
vitroceramicas (EBISAWA et al., 1990; OLIVEIRA et al., 1995; SALINAS et al.,
2000). A Figura 2.7 mostra o mecanismo de formagdo de apatita na superficie de

biovidros e vitroceramicas em SFC.

+ + 2+ - - 2-

Na K Mg ci HCO s0,

Ca(lly P(v)

Figura 2.7 — Mecanismo de formacdo de apatita na superficie de biovidros e

vitroceramicas CaO-Si0O, em SFC (DUCHEYNE e KOKUBO, 1992).

Testes in vivo mostraram que no caso de biovidros e vitroceramicas a ligagdo quimica
com o o0sso estd associada com a ligacdo do colageno com a hidroxiapatita e,
posteriormente ao crescimento de hidroxiapatita na interface tecido oOsseo-implante
(HENCH, 1990). Desse modo, a liga¢do quimica formada entre o implante bioativo e o
osso ocorrem devido a camada de apatita que se desenvolve quando o implante ¢ imerso
em meio aquoso. A formagao dessa camada serd uma das etapas de uma seqiiéncia de
reagdes que irdo ocorrer na superficie do material bioativo. As forgas de ligacdo variam
conforme o material, dependendo da sua composicdo quimica e estrutura. Uma das
etapas ¢ a aglomeragdo e ligagdo quimica de estruturas bioldgicas dentro da camada de
apatita que estd em crescimento, levando a incorporagdo de fibrilas produzidas por
osteoblastos ou fibroblastos. Os cristalitos de hidroxiapatita nucleiam-se e ligam-se a

metabolicos interfaciais (mucopolissacarideos, glicoproteinas e coldgeno). Esse

mecanismo de incorporacdo de constituintes bioldgicos ocorre muito rapidamente
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dentro da jun¢do das camadas de hidroxiapatitas e de silica, e € o estagio inicial para a

formacao da interface tecido-implante (HENCH, 1990).

2.5 — Quimiometria — Conceitos Gerais

Quimiometria ¢ uma das subdivisdes da quimica e, consiste na aplicagao de técnicas
matematicas e estatisticas empregadas no tratamento de dados e planejamentos de

experiéncias para (MASSART et al., 1997; AGUIAR e MASSART, 1998):

a) Otimizar métodos analiticos;
b) Extrair o maior nimero possivel de informagdes a partir de um grupo de dados;

c¢) Obter conhecimento suficiente sobre um determinado sistema quimico estudado.

O primeiro passo ¢ definir quantos e quais experimentos devem ser feitos. A maneira
mais razoavel de se fazer esta selecdo ¢ pelo uso de planejamentos de experimentos que
geram resultados chamados de respostas, € que podem ser expressos pela geragdo de um
modelo matematico. Por meio desse modelo, os resultados dos experimentos sdo
relacionados com as varidveis experimentais chamadas de fatores. Baseado nessas
informagdes, o analista pode entdo compreender melhor o sistema estudado, assim

como interferir sobre o mesmo conforme suas necessidades.

A — Planejamentos de Experiéncias

O planejamento de experiéncias ¢ aplicado a fim de determinar as condigdes necessarias
para gerar um determinado produto com caracteristicas Otimas. Para isso torna-se

necessario o conhecimento das seguintes observagoes:

a) Entender os efeitos da variacdo dos fatores sobre a resposta;

b) Modelar a relacdo entre a resposta e os fatores.

Os fatores ou parametros sdo as variaveis que podem ser controladas e sdo usadas para
verificar o efeito da variacdo dos fatores na variagdo das respostas estudadas. As
respostas sdo as variaveis que descrevem o desempenho do sistema estudado. Sao

dependentes enquanto que, os fatores sdo independentes. Quando selecionamos os
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fatores e as respostas, esperamos que eles estejam relacionados uns com os outros numa

relagdo que possa ser representada por:

(Y1, Y2 «eeees¥p) = £ (X1, X2 cve,Xp) (18)

onde y corresponde a resposta e x corresponde ao fator. Pela relagcdo proposta o modelo

¢ entdo obtido.

Varios planejamentos de experiéncias foram desenvolvidos conforme a variedade de
sistemas a serem estudados em diferentes condi¢des. Os mais conhecidos e aplicados
sdo os Planejamentos Fatoriais. Estes Planejamentos tém como objetivo principal,
detectar os fatores cuja variacao influencia significativamente na resposta estudada e de
estimar esta influéncia. Dentre eles, o mais conhecido ¢ o Planejamento Fatorial
Completo a dois niveis. Neste tipo de Planejamento, cada fator pode assumir dois
niveis: um nivel alto (representado por +) e um nivel baixo (representado por -). As
experiéncias sdo executadas a cada combinacdo destes dois niveis. O numero de
experiéncias ¢ dado pela relacdo n = 2* onde n representa o nimero de experiéncias, 2 o
numero de niveis ¢ k o namero de fatores (MASSART et al.,, 1997, AGUIAR e
MASSART, 1998).

A aplicacao de planejamento de experi€ncias supde que 0s erros experimentais sao
independentes e constantes em todas as experiéncias. No entanto, certos sistemas
estudados podem ser influenciados por perturbacdes ndo aleatédrias que produzirdo erros

sistematicos.

A.1 — Representacio do Planejamento Fatorial com dois niveis

Em um determinado sistema tedrico, deseja-se estimar os efeitos de trés fatores (X, X,
e X3) na resposta Y do determinado sistema com dois niveis (-) e (+). O Planejamento

Fatorial ¢ dado por 2° resultando num total de oito experiéncias. A matriz de

planejamento correspondente a este exemplo ¢ mostrada a seguir:
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Experiéncia| X; | Xo | X3 | Y | Efeito
01 - - - 1Y bo
02 + | - - Y, b,
03 - + - Y; b,
04 + + - Y4 bs
05 - - + Y5 b1 2
06 + - + Y6 b 13
07 - + + Y7 b23
08 + |+ ]+ Ys]| bins

As combinagdes de (+) e (-) identificam uma experiéncia. Por exemplo, uma
experiéncia (+ - +) significa que os fatores X; e X3 estdo nos niveis mais altos, enquanto
que o fator X, se encontra no seu nivel mais baixo. O modelo obtido ¢ entdo dado pela
equacdo abaixo (MASSART et al., 1997; AGUIAR e MASSART, 1998), sendo que os

efeitos podem ser calculados por regressao linear.

Y =bg + b1 X; + byX; + b3X5 + baX 1 Xs + b3 X X5 + bpsXo X5 + b3 X X0 X3 (19)
onde:
Y = resposta desejada
by = valor médio da resposta Y
b; = representa o efeito do fator i
bjj = representa o efeito da interagdo entre X; e X;

bijx = representa o efeito da interagdo entre X; , Xje Xi
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3 — MATERIAIS E METODOS
3.1 - MATERIAIS

As hidroxiapatitas (HA) utilizadas neste estudo foram sintetizadas pelo método da

precipitagcdo segundo a reagdo:

10 Ca(NO5), + 6 (NH,), HPO, + 8 NH;OH—>Cayo (PO4)s (OH), + 20 NH, NO; + 6 H,O

As sinteses foram realizadas no Laboratorio de Bioceramicas do Centro Brasileiro de
Pesquisas Fisicas — CBPF, onde foram preparadas por meio de um planejamento de
experimentos, com variagdes nos parametros de sinteses (razdo Ca/P, temperatura de
sintese, pH, tempo de digestdo, velocidade de adicdo e concentragdo dos reagentes).
Foram propostos modelos que puderam prever satisfatoriamente os resultados
experimentais. Estes modelos foram estabelecidos pela andlise dos efeitos dos
parametros de sintese estudados, calculados por regressdo linear multivariada (RLM). A
HA obtida na forma de p6 foi caracterizada com o uso de técnicas convencionais

(ERLON, 1991).
Para a produ¢do das pastilhas densas e porosas foram utilizadas duas hidroxiapatitas,
uma estequiométrica (E — HA) e outra deficiente em calcio (CD — HA). Os parametros

estruturais das hidroxiapatitas sdo apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Parametros Estruturais dos Pos de Hidroxiapatitas.

Parametros | Razdo Atomica Parametros de rede Area BET
Estruturais Ca/P (m*/g)
a=>b (nm) ¢ (nm)
E - HA 1,66 £ 0,02 0,94194 0,68771 65
CD -HA 1,58 £ 0,02 0,94407 0,68877 34
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Os padrdes de Difracao de Raios -X (DRX) das hidroxiapatitas sdo mostrados na Figura
3.1, sendo que foi identificada apenas uma fase: hidroxiapatita (cartao JCPDS 9-432).

20 25 30 35 40 45 50 55 60
20

Figura 3.1 - Padroes de Difragdao de Raios — X: (a) E-HA e (b) CD-HA.

3.2 - METODOS

3.2.1 — Calcinacio dos pos de Hidroxiapatita

Foi realizada em forno mufla microprocessado, modelo Q-318S21 nas temperaturas de
1000 e 1150°C, com taxas de aquecimentos de 1,6 ¢ 2,1°C/min, respectivamente. O
tempo a temperatura escolhida foi de 2 horas e o resfriamento foi feito no proprio forno
até a temperatura ambiente. Apds a calcinagdo do po, foram feitas analises de DRX,

EIV e MET.

3.2.2 — Processo de obtencao de pastilhas densas

O processamento das pastilhas densas ¢ similar ao processo de obtencdo das pastilhas
porosas descrito no item 3.2.3 deste capitulo, sem adi¢do de aditivo formador de poros.

As pastilhas densas foram analisadas por DRX.
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3.2.3 — Processo de obtencao de pastilhas porosas

Nessa etapa foi feito um trabalho preliminar que consistiu na determinacdo dos
parametros necessarios para a producgdo das pastilhas porosas. Os parametros estudados
com suas respectivas variagdes foram: granulometria dos componentes:
HA (125-250um); nafataleno (125-450um), quantidade de naftaleno (20-50% em peso),
carga de compactagdo (2000-5000Kg), tempo de compactacao (1-30 minutos) e varias
rampas de calcinacdo com diferentes taxas de aquecimento utilizando temperaturas de
1000°C e 1150°C. A partir desse estudo preliminar determinou-se os parimetros para a

produgdo das pastilhas porosas.

Por meio de um planejamento de experimentos (planejamento fatorial com dois niveis)
se estabeleceram relagcdes entre os fatores selecionados para a produgdo da
hidroxiapatita porosa. Nesse tipo de planejamento, cada fator assumiu dois niveis: um
nivel (+) e um nivel (-). Os experimentos foram executados a cada combinagdo destes
dois niveis e o numero de experimentos foi dado pelo fatorial 2°. Os fatores

considerados para esta producdo com seus respectivos niveis de variagdes foram:

Fatores Niveis
- +
X1 1,58 1,66
X2 1000 1150
X3 20 40

onde:
X1 =razao atdbmica Ca/P
X2 = temperatura de calcinagdo ‘C)

X3 = quantidade de naftaleno (% em peso)

A escolha desses fatores foi funcdo de se querer produzir uma bioceramica com
caracteristicas para aplicacdes biomédicas, principalmente visando ao preenchimento de
cavidades dsseas. Segundo alguns autores (KURASHINA et al., 2002; GAUTHIER et

al., 1998) ceramicas porosas com fosfato bifasico HA/TCP, com didmetro de poro na
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faixa de 100 a 300um, sdo capazes de promoverem a osteocondugdo, favorecendo o
crescimento 0sseo.

O planejamento fatorial com dois niveis foi selecionado para realizagdo dos
experimentos por ser mais simples e por obter informagdes sobre a influéncia de cada
fator na resposta, variando-se simultaneamente os fatores. O modelo do planejamento

proposto ¢ dado pela equagdo:

Y= bot bix;+baxa+bsX3+b12X1Xo b 13X 1X31b23XoX3+b 123X 1X0X3 (3.1)

onde: Y = resposta desejada
by = valor médio de resposta Y
bi,b, € by = representam os efeitos dos fatores x;, X, € X3
b1z, bas = representam os efeitos das interagdes entre os fatores (x;Xz) € (X2X3)

b3 = representa o efeito da interagdo entre os fatores X, X, € X3

Os efeitos representam os coeficientes do modelo proposto. Esses efeitos sdo calculados
segundo a equacdo (3.2), e a matriz para o calculo dos efeitos ¢ apresentada na Tabela
3.2.

Efeito = (2 respostas para o nivel (+) - 2. respostas para o nivel (-)/ ! (3.2)

onde: r (representa o nimero de niveis) e k (nimero de variaveis).

Tabela 3.2 — Matriz para o calculo dos efeitos.

EXP I X1 | X2 | X3 | X1X2 | X1X3 | X2X3 | X1X2X3 | Y
1 + - - - + + + - yi
2 + + - - - - + + v
3 + -+ - - + - + V3
4 + |+ | + - + - - - V4
5 + - - + + - - + Vs
6 + + - + - + - - V6
7 + - + | + - - + - V7
8 + + | + |+ + + + + Vs
Ef bo | bi | by | b3 | bn bis bas bins

Obs: Para o calculo de I, utilizou-se r* no lugar de r*' na equagio (3.2).
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A matriz do planejamento e a de experimentos correspondente ao planejamento fatorial

com dois niveis e trés fatores dada por oito experimentos, serdo respectivamente:

Tabela 3.3 — Matriz de planejamento.

Experimento X1 X2 X3 Y
01 - - - yi
02 + - - y2
03 - + - y3
04 + + - Va4
05 - - + Ys
06 + - + G
07 - + + y7
08 + + + ys

Tabela 3.4 — Matriz de experimentos.

Experimento X1 X2 X3 Y Denominacio
01 1,58 1000 20 yi CD-HA-20-1000
02 1,66 1000 20 y2 E-HA-20-1000
03 1,58 1150 20 y3 CD-HA-20-1150
04 1,66 1150 20 V4 E-HA-20-1150
05 1,58 1000 40 ys CD-HA-40-1000
06 1,66 1000 40 G E-HA-40-1000
07 1,58 1150 40 y7 CD-HA-40-1150
08 1,66 1150 40 y3 E-HA-40-1150

O processamento das pastilhas de HA porosas consistiu das seguintes etapas:

A - Mistura dos Componentes: foram utilizados dois componentes na mistura
(HA e naftaleno). As hidroxiapatitas utilizadas foram submetidas ao peneiramento com
malha menor que 75um, para facilitar a densificacdo das amostras na etapa de

calcinagdo. O naftaleno foi empregado como aditivo formador de poros em duas
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porcentagens (20 e 40% em massa). Suas particulas foram mantidas com
tamanho >250um, obtidas também por peneiramento, para obter poros nas
hidroxiapatitas maiores que 100um. Para facilitar a desmoldagem das pastilhas, foi
utilizado o 4cido estearico (C;sH360,) como agente lubrificante. Nessa etapa a massa

total dos componentes foi de 1,0g.

B - Compactagdo: foi realizada utilizando a técnica de prensagem uniaxial, com carga
correspondente a 28MPa e tempo de 30 minutos, em uma prensa hidraulica operada
manualmente modelo 3912 da CARVER, com capacidade para até 11t. Utilizou-se uma

matriz cilindrica de acgo inoxidavel 316L com didmetro interno de 15 mm.

C — Calcinagdo. Constou de duas etapas:

C.1 — Aquecimento lento até temperatura de 400°C com taxa de aquecimento

de 0,6° C/min, para liberagdo do componente formador de poros (naftaleno).

C.2 — Sinterizacio das amostras nas temperaturas de 1000 e 1150°C, com taxas de

aquecimentos de 1,6 e 2,1°C/min respectivamente.

O resfriamento das amostras ocorreu até a temperatura ambiente realizado no proprio
forno mufla microprocessado, modelo Q-318S21 programado para incrementos de

temperatura de 10°C/min até atingir a temperatura desejada e pelo tempo desejado.
Como produto final do processamento foram obtidas pastilhas porosas de HA com

didmetros de 1440,3 e 1140,4 mm calcinadas nas temperaturas de 1000 e 1150°C

respectivamente, como apresentado na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — Pastilhas porosas de HA.
3.2.4 — Técnicas usadas na caracterizacao das amostras
A — Anadlise por Difracdo de Raios — X (DRX)

As fases presentes foram identificadas e quantificadas utilizando-se um difratdmetro de
Raios — X, modelo Miniflex da Rigaku, operando com radiacdo CuKa (30KV e 15mA).
O angulo de detecgdo variou entre 10 e 100° com passo de 0,02°, e com um intervalo de

1 segundo entre os passos.

Por meio da identificagdo das linhas de difragdo correspondentes aos espacamentos
interplanares dos materiais cristalinos, tem-se o padrdo resultante, composto de
espacamentos planares (eixo x) e intensidade (eixo y), que ¢ comparado a padrdes do
Comité da Junta de Padroes de Difragao de Pos (JCPDS) da ASTM (American Society
for Testing and Materials) para os varios fosfatos de calcio. A localizacdo e a
intensidade dos picos fornecerdo um padrao caracteristico que serd utilizado na analise

qualitativa.
A andlise quantitativa das fases presentes no padrao de DRX e a razdo atomica Ca/P das

pastilhas foram obtidas por meio da comparacdo dos padrdes obtidos com a curva da

calibragdo produzida (ver Anexo 1) e pelo método de refinamento Rietveld. Os célculos
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do refinamento de Rietveld foram executados com o uso do Software FULLPROF
(RODRIGUEZ-CARVAIJAL, 1996) que incluem calculos de diversas magnitudes que
caracterizam a confiabilidade dos resultados obtidos. O programa FULLPROF permite
modelar padrdes tedricos e refinar estruturas a partir de padrdes experimentais. A
difra¢do pode ser de raios-X ou neutrons. As aplicagdes mais usadas sdo: refinamento
de estruturas cristalinas e magnéticas (difracdo de neutrons), analise quantitativa de
fases, medidas precisas dos parametros reticulares, caracterizagdo de texturas e
investigagcdes de microdeformagdes, e tamanho de cristalitos. O conhecimento do grupo
espacial e as posicOes atomicas das fases sdo imprescindiveis para que faga o

refinamento pelo método de Rietveld.
A estimativa do tamanho do cristal (TC) das fases que constituem os sistemas estudados
(p6, denso e poroso), foi feita por DRX. Os dados obtidos a partir das reflexdes em duas

regides sao mostrados na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 — Dados das reflexdes para estimar o tamanho do cristal.

Fase | Reflexio | Regiio Angular (°)
HA (002) 2427
HA (300) 31-34
o -TCP (034) 29-32
o -TCP (261) 23-26
B-TCP| (0210) 30-33
B-TCP| (220 33-35

Os valores de TCpy (tamanho de cristalito nos planos h,k,1) dos sistemas estudados
foram calculados usando a equacao de Scherrer (DOROZHKIN, 2002):
TChkl =KA/ Bl/z coso (33)

onde A é o comprimento de onda de raios-x, 31, ¢ a meia altura da intensidade maxima,

6 ¢ o angulo de difracdo, e K a constante da forma do cristal igual a 0,9.
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B — Anadlise por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

(EIV)

Para caracterizar as vibragdes atomicas e moleculares, as substitui¢des ou alteragdes nas
hidroxiapatitas estudadas, foi utilizadas a Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (EIV), com acessorio de reflectancia difusa. Essa técnica
permite a determinagdo relativa de alguns grupos funcionais, como CO3>, HPO,> ¢ OH"
A andlise qualitativa do fosfato TCP - Cas (POs), nas formas alotropicas o e B foi
realizada com base nos espectros de IV obtidos para essas duas formas

(ver Anexo 2).

O equipamento utilizado neste estudo consistiu de um espectrofotometro de marca
BOMEM, modelo MB102, com Transformada de Fourier ¢ Detetor DTGS (alanina

dopada com sulfato de triglicina deuterada) e janelas de iodeto de césio (Csl).

Para a obtencdo dos espectros, 20mg de p6 de hidroxiapatita foram misturados com 220
mg de KBr. Em seguida, a mistura foi transferida para o recipiente do acessorio da
reflectancia difusa, RD. Foram realizados 1000 varreduras para cada amostra a uma
velocidade de 20 varreduras/min e resolucdo de 4 cm™. O espectro foi analisado na

regido de 4000 a 400 cm™.

C — Analise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Essa técnica foi empregada para caracterizar morfologicamente as pastilhas produzidas
e a porosidade resultante. Essa andlise foi realizada em um microscopio eletrdnico de
varredura, marca CARL ZEISS modelo DSM 940A, a 20 KV. Foram obtidas imagens
com aumento de 50, 200 1000 e 2000 vezes.

A andlise dos poOs e pastilhas foi feita usando-se imagens obtidas com elétrons
secundarios e elétrons retroespalhados (BSE). As imagens de BSE geram menor
informacao topografica, mas sdo uteis para identificar fases com diferentes composigdes
quimicas ou, como o pretendido aqui, imagens com alto contraste para quantificacao de

poros.
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D — Anadlise Eletronica de Transmissdo (MET)

Para caracterizagdo morfoldgica e cristalografica das fases presentes nos pds e nas
pastilhas produzidas, fez-se uso do MET, modelo JEOL 2000FX operando em 200KV.
Na preparacao das amostras foi empregada a técnica que consiste da dispersao de um po
muito fino em alcool etilico, sendo entdo colocada uma gota na dispersdao numa grade

de cobre com 3 mm de didmetro e 300 mesh recoberta com um filme fino de carbono.

E — Determinacdo da Porosidade

Para a caracterizacdo dos poros foram utilizados dois métodos. A saber:

E.1) Método da Densidade Teorica

A porosidade das amostras foi calculada como porcentagem da densidade tedrica da HA
pura (Otesrica = 3,156g/cm3) ou da mistura de HA com fosfato tricalcico (TCP)
(3,113 g/cm3). Para tanto, foram medidos o didmetro ¢ a altura de oito amostras de cada
condi¢do do planejamento de experimentos proposto para o processamento das pastilhas
porosas, assim como os seus respectivos pesos. Essas medidas foram utilizadas para

calcular a densidade real (8;.,) das amostras, a partir da formula:

3
8o massa(g)(sl volume(cm®) <100 (3.4)

tedrica

A partir da densidade real da amostra, a porcentagem de porosidade total foi calculada

utilizando-se a formula:

Piotal = 1 — (Sreal / 8te()rica) x 100 (35)

Histogramas de porosidade total versus temperatura de calcinagao foram construidos.
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E.2) Andlise de Imagens

Nessa andlise utilizou-se imagem de elétrons retroespalhados obtidas em MEV com
aumento de 50 vezes. Foram obtidas 9 imagens de cada uma amostras porosas
calcinadas a 1000°C como mostrado esquematicamente na Figura 3.4a. A porcentagem
de poros com diametro <100, 100-200, 200-300, 300-400 ¢ >400um foi calculada, com
auxilio do Software GLOBAL LAB (Data Translation, Marlboro, USA) como ilustra a
Figura 3.3b, destacando as regides com os poros contornados. Histogramas com a

distribui¢do do didmetro de poros foram entdo construidos.

(2) (b)

Figura 3.3 — (a) Esquema da pastilha mostrando as nove regides onde imagens foram

obtidas e (b) Imagem mostrando os poros analisados em cada regido.
F — Comportamento in vitro
Do conjunto de oito condigdes produzidas por meio do planejamento de experimentos
foram selecionadas trés condi¢cdes de pastilhas porosas com 40% de naftaleno, que

geraram relacdo de fases distintas e a estas trés amostras somada, uma pastilha porosa com

40% de naftaleno produzida com HA estequiométrica, de razdo atdmica Ca/P igual 1,72 e
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area BET (83,18m?/g). A pastilha sob essa nova condicdo foi calcinada a 1000°C ndo
apresentando decomposicdo de fases, como mostra o padrio de DRX e espectro de IV
apresentados nas Figuras 3.4 e 3.5. A porosidade total das amostras dessa condi¢ao foi de
74,62%. A Tabela 3.6 mostra as condi¢des das pastilhas porosas usadas no teste de
caracterizagdo in vitro. Nas quatro condi¢cdes foram realizados: o teste de degradacao de
materiais ceramicos segundo a norma (ISO/FDIS — 10993-14 de 2001), que avalia a
identificacdo e quantificagdo da degradacdo de produtos ceramicos, e o teste bioldgico, por

meio de imersdo dos materiais em solugdes simuladoras de fluidos corpéreos (SFC).

20 25 30 35 40
20

Figura 3.4 - Padrio de DRX da pastilha porosa E-HA calcinada a 1000°C com 40%

naftaleno (condicdo a).

T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de ondas (cm™)

Figura 3.5 - Espectro de IV da pastilha porosa E-HA calcinada a 1000°C com 40%

naftaleno (condicdo a).
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Tabela 3.6 — Condi¢des das pastilhas porosas usadas para avaliagdo do comportamento in

vitro.
Condicao | Composicio Quimica |T (OC)
a HA 1000
b HA +a 1000
c HA + B 1000
d HA + o 1150

* condi¢do ndo pertencente ao planejamento fatorial original.

F.1) Teste de Degradacao

Consiste em avaliar a degradacdo das amostras (quatro condi¢des) em meio aquoso,
solugdo tamponada de TRIS (Trishidroximetilaminometano), em temperatura de 37°C e
pH igual a 7,4. O pH da solugdo foi ajustado com solu¢do de HCl 1M. Para cada condi¢do
a massa usada foi 0,250g com granulometria na faixa de 350-450 pum (triplicata) para um
volume de 7ml de solugdo TRIS. O teste de degradacao foi realizado em banho maria com
agitacao linear modelo Q-226D da QUIMIS no periodo de 120 horas, com temperatura do
banho de 37°C. A porcentagem da perda de massa das amostras foi obtida por meio da
equacdo: (M; — Mt/ M; x 100), onde M; ¢ a massa inicial das amostras antes da imersdo na

solucao TRIS, e M a massa depois de imersas.

F.2) Teste Bioldgico em solugdo simuladora de fluido corporeo (SFC)

A bioatividade dos materiais tem sido avaliada pela maior ou menor capacidade que esses
materiais apresentam de induzir a formacao em sua superficie da apatita “biologica”. Para
avaliarmos a dissolucdo e reprecipitacdo de quatro condigdes de amostras descritas na
Tabela 3.6, fez-se uso da solug¢@o simuladora de fluido corpéreo (SFC), com composi¢ao
quimica descrita na Tabela 3.7. Nesse teste utilizou-se triplicata de uma massa
correspondente a 1/4 de pastilha porosa usada nas quatro condigdes, para um volume de
20ml de solucao SFC para cada condicao. O teste de bioatividade foi realizado em banho
maria com agitagdo linear modelo Q-226D da QUIMIS no periodo 168 horas, com
temperatura do banho de 37°C. O pH da solugiio das amostras foi analisado e medido

periodicamente. Graficos de pH versus tempo de imersdo foram construidos. O ganho de
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massa das amostras foi obtido pela equagdo: (M; — M¢/ M; x 100), onde M; € a massa
inicial das amostras antes de imersas na solugdo SFC, e Mr a massa depois de imersas. As
amostras foram caracterizadas em EIV e MEV, e o teor de calcio e fosforo foi analisado

por ICP-AES.

Tabela 3.7 - Composi¢do quimica da solu¢ao simuladora de fluido corporeo (SFC) para

1000m! (ANDRADE, 1999).

Reagente quimico Massa (g)

NaCl 7,94

MgCl,. 6H,O 0,3088
KCl 0,372
Na,HPO,.7H,0 0,245
CaSO,. 2H,0 0,086
NaHCOs3 0,353
CaCl, 0,20

G — Espectrometria de Emissdo por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-AES)

Os teores de célcio e fosforo nas solucdes das amostras (fragmentos porosos) depois de
imersas em SFC foram determinados por ICP—AES, utilizando-se um Espectrometro
marca PERKIN, modelo Optima 3000 da EMBRAPA-RJ. Nesse tipo de equipamento o
plasma ¢ formado eletromagneticamente pela indu¢do de uma corrente de alta freqiiéncia
por meio de um gerador de radiofreqiiéncia acoplado ao géas argdnio. Esta técnica ¢é
baseada na capacidade que os atomos tém de emitir radiagdo quando seus elétrons sdo
excitados pelo plasma. A intensidade de luz emitida num dado comprimento de onda, que
¢ especifico para cada elemento, ¢ medida e usada para determinar a concentragdo de cada

elemento na amostra.
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4 - RESULTADOS

O objetivo deste trabalho foi a produ¢do de pastilhas porosas para aplicagdes biomédicas,
visando principalmente o preenchimento de cavidades Osseas. Essas pastilhas foram
produzidas com diferentes relacdes de fases com quantidades e tamanhos de poros variados,
para verificar a correlacao de suas propriedades com a caracterizacao em solugdo simuladora
de fluido corporeo. Para compreendermos o efeito da porosidade na dissolugdo e
reprecipitacdo nesse meio, foi necessario caracterizar primeiramente o p6 e pastilhas densas
calcinados em condigdes idénticas as empregadas na produgdo de pastilhas porosas. Neste
capitulo, primeiramente serdo apresentados os resultados referentes a calcinagdo do po,
seguido dos resultados da calcinacdo das pastilhas densas e os resultados do planejamento de
experimentos usado no processamento das pastilhas porosas. Para finalizar ¢ apresentada a
caracterizagdo “in vitro” de trés condi¢des do planejamento de experimentos que geraram
relagdo de fases distintas mais uma condi¢ao onde praticamente nao houve decomposi¢ao de

fases.

4.1 — Calcinagao da hidroxiapatita em po

As Figuras 4.1 e 4.2 apresentam os padrdes de Difracdo de Raios —X dos pés de HA (E-HA
e CD-HA) calcinados as temperaturas de 1000 e 1150°C respectivamente por 2 horas,
revelando a transformacdo parcial das hidroxiapatitas estudadas em fosfato tricalcico
(Caz(POy4),) (TCP). Nas Figuras 4.1 e 4.2 foram acrescentados os padrdes de DRX do po6 de
HA nao-calcinado (p6 de partida). A hidroxiapatita estequiométrica (E-HA) transformou-se
parcialmente em a-TCP e a hidroxiapatita deficiente em célcio (CD-HA) em B-TCP, sendo
essa transformagdo mais intensa na temperatura de 1150°C e para a HA deficiente em célcio.
As fases presentes nos padroes de DRX foram associadas aos cartdes JCPDS: (9-432 — HA),
(29-0359 - a-TCP) e (9-169 - B-TCP). A porcentagem das fases presentes nos padroes de
DRX das Figuras 4.1 e 4.2 determinada segundo as metodologias descritas no item 3.2.4 A ¢
Anexo 1 ¢ mostrada na Tabela 4.1. Nessa Tabela sdo também indicado os tamanhos de

cristalito (TC) da fase HA calculado nas dire¢des (002) e (300).
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® HA
W o-TCP

(b)

(a)

Figura 4.1- Padrdes de DRX do p6 de E-HA: (a) ndo calcinado; (b) calcinado a 1000°C e
(c) calcinado a 1150°C.

® HA
& p5-TCP

(c)

(@)

Figura 4.2 — Padrdes de DRX do p6 de CD-HA: (a) ndo calcinado; (b) calcinado a 1000°C e
(c) calcinado a 1150°C.
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Tabela 4.1 — Quantificacao das fases identificadas nos padroes de DRX do p6 calcinado e

tamanho de cristalito (TC) calculado nas dire¢des (002) e (300) de HA.

Fases Presentes (%)
0 T C (nm)

Amostra | T ('C) | Curva de Calibracio Rietveld

(002) (300)
HA o-TCP B-TCP | HA o-TCP B-TCP

E-HA 1000 | 89,6 10,4 -- 84,0 16,0 -- 39,3 | 44,3
E-HA 1150 | 87,7 12,3 -- 71,7 223 -- 42,8 | 46,3
CD-HA | 1000 | 45,7 -- 54,3 42,5 -- 57,5 54,3 | 34,5
CD-HA | 1150 | 44,8 -- 55,2 42,0 -- 58,0 44,8 | 39,3

Os parametros de rede das fases presentes apos calcinagao do p6 de HA (E-HA e CD-HA),

calculados por simulacao usando o método de Rietveld sdo apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Parametros de rede das fases formadas no p6 calcinado.

Parametros de Rede
Fase Rietveld (a, b e ¢ - nm) Padrio (a, b e ¢ — nm) (JCPDS)
HA 0,9416; 0,9416 e 0,6880 0,9418; 0,9418 e 0,6884 (9-432)
o-TCP |0,12887;0,27280 ¢ 0,15219 | 0,12887; 0,27280 ¢ 0,15219 (29-0359)
B-TCP 10,434 ¢ 37,39 10,429 e 37,38 (9-169)

As Figuras 4.3 e 4.4 apresentam os respectivos espectros de IV dos pos-calcinados da HA
estequiométrica (E-HA) e da HA deficiente em célcio (CD-HA) a 1000 e 1150°C. Em cada
uma das Figuras estdo apresentados os espectros do p6 de partida (a), calcinado a 1000°C (b)

e calcinado a 1150°C (c).

No espectro do p6 de partida da E-HA, Figura 4.3 (a), pode se observar os picos em 635 e
3572 cm™ do grupo OH da HA e em 1646 cm™ indicando a presenca da ligagio O-H.
Também observamos os picos em 1422, 1454 ¢ 1487 cm™ tipicas do grupo carbonato
(CO5™) nos sitios A e B e outro pico em 873 cm™ que corresponde & presenca do carbonato

no sitio A. O pico em 1329 cm™ indica a presenca de NH," decorrente do processo de
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sintetizacao da HA. Outros picos da HA sdo observadas em 473, 567, 605, 965, 1036 ¢ 1093

cm’ correspondentes ao grupo do fosfato (PO4™).

Quando calcinado a 1000°C, Figura 4.3 (b), observa-se a diminui¢do na banda larga do
grupo OH™ (3572 cm™), elimina¢do do COs> na regido (1422-1487 cm’™), estreitamento na
banda do grupo PO4” na regido de 965-1093 cm™ e a diminui¢do do pico do COs> em 873
cm™. O surgimento de novo pico é observado na regido de 715 cm™, indicando a presenga
do B - Ca,P,0,. Esse comportamento foi também observado a 1150°C, figura 4.3 (c), com a
formacgao de novos picos em 1200 cm'l, correspondente ao a-Caz(POy),; 710 e 1062 cm! a

B-Ca,P,04. Na regido de 965-1093 cm™ observa-se o alargamento na banda do grupo PO,

No espectro do po6 de partida da CD-HA Figura 4.4 (a), sdo observadas os picos em 3574 ¢
635 cm™, 1642 cm™ indicando respectivamente a presenga do grupo OH™ da HA e a ligagdo
O-H. Em 1423 ¢ 1453 cm’', observa-se os picos de fraca intensidade caracteristicas do
carbonato de célcio no sitio B; em 1213 cm™ o pico caracteristico do hidrogeno fosfato de
célcio dihidratado (CaHPO, 2H,0), em 1030 ¢ 1140 cm™ picos do pirofosfato de calcio
(y -Ca,P,07), em 1063 cm™ pico do hidrogeno fosfato de célcio (CaHPO,4). O pico do
hidrogenofosfato (HPO,*) aparece em 870 cm™. Outros picos da HA sdo observados em

473,567, 604, 961 e 1098 cm™ correspondentes ao grupo do PO4>.

Quando calcinada a 1000°C, Figura 4.4 (b), e 1150°C, Figura 4.4 (c), observa-se uma
redugdo na banda de OH da HA (3574 cm™) , bandas da ligagio O-H (1642 cm™) ; a
eliminagdo dos picos de carbonatos referentes aos sitios B (1423 e 1453 cm™) e o
desaparecimento dos picos dos fosfatos CaHPO4 e y- Ca,P,O; e do pico de HPO42'. O
aparecimento de novos picos foi observado nas duas temperaturas de calcinagdo. A 1000°C;
1102 cm™ pico caracteristico do pirofosfato (B - Ca,P,07), 1037 cm™ pico correspondente
aos fosfatos HA e B - Cas (POy),; 977 cm’! ao B - Caz (PO4), e B- CayP,07, € um pico
muito fraco de B - Ca,P,O7em 719 cm™’. Assim como em E-HA, a 1000°C foi observado o
estreitamento na banda do grupo PO,> na regido de 965-1093 cm™. A 1150°C, em 1030 e
1105 cm™ a presenga de B - CaP,0O7; e em 980 ¢ 1042 cm’l; picos B-Ca3(PO4),. A HA

aparece também em 1042 cm™'; ¢ em 712 cm™ temos o pico muito fraco do B - Ca,P,0;.
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Assim como em E-HA, o alargamento na banda do grupo funcional PO,’ foi observado

nessa temperatura.

A Tabela 4.3 resume as identificacdes feitas nos espectros apresentados nas Figuras 4.3 ¢

4.4.
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Figura 4.3 - Espectros de IV de E-HA: (a) P6 de partida; (b) P6 calcinado a 1000°C e
(c) P6 calcinado a 1150°C.
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Figura 4.4 - Espectros de IV de CD-HA: (a) P6 de partida; (b) P6 calcinado a 1000°C e
(c) P6 calcinado a 1150°C.
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Tabela 4.3 - Picos identificados nos espectros IV do p6 de partida de E-HA e CD-HA, e
apos calcinagdo a 1000 e 1150°C. Somente sdo indicadas as bandas que

aparecem em decorréncia do processo de calcinagao.

P6 de E-HA, picos (cm'l)

Grupamento ou Fases

3572, 635 OH
2150, 2074, 1989 HA

1646 ligagdo O-H

1487, 1454, 1422, 873 CO;™

1329 NH,"
1093, 1036, 965, 605, 567, 473 PO,” (HA)

calcinado a 1000°C

715 B-C32P207

calcinado a 1150°C

1200, 1062

0-Ca3(POy), , B-Ca,P,05

710

B-C32P207

P6 de CD-HA, picos (cm'l)

Grupamento ou Fases

3574, 635 OoH
1642 ligacdo O-H
2143, 2078, 1995 HA
1453, 1423 CO;™
1140, 1030 Y- C32P207
1213, 1063 CaHPOy4
1098, 961, 604, 567, 473 PO,” (HA)
870 HPO4~
calcinado a 1000°C
1102 B-C32P207
1037 HA, B- Ca3(PO4)2
977 B- Ca3(PO4), , B-Ca,P,04
719 B-C32P207
calcinado a 1150°C
1105, 1030 B-Ca,P,05
1042 HA, B- Ca3(POy),
980 B- Ca3(POy), , B-CayP,04
712 B—C8.2P207
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A andlise por microscopia eletronica de transmissdo (MET) dos pds de partidas (E-HA e
CD-HA) nao calcinados, mostrando a morfologia dos cristais ¢ apresentada na Figura 4.5.
Na Figura 4.5 (a) temos o p6 E-HA em forma de agulhas, com comprimento na faixa 20-150
nm, enquanto que, na Figura 4.5 (b) podem ser observadas particulas mais grosseiras do p6

de CD-HA.

jﬁ*’. { \ “10 g }:g%f ':.. 188 -y lag:

(a) (b)

Figura 4.5 — Imagens dos cristais do pd de partida ndo calcinado:

(a) E-HA e (b) CD-HA. (MET 50000 X)

4.2 — Pastilhas Densas

Assim como verificado no p6 calcinado das hidroxiapatitas, nas pastilhas densas também
ocorreu a decomposi¢do das hidroxiapatitas em fosfato tricalcico (TCP), nas formas
alotropicas a e 3, quando calcinadas em 1000 e 1150°C. A forma o predomina nas amostras

E-HA, enquanto que, a forma 3 nas amostras CD-HA.

Os padroes de DRX estdo mostrados nas Figuras 4.6 e 4.7, e a porcentagem das fases

identificadas e o tamanho médio do cristalito na Tabela 4.4.
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(b)

(a)

Figura 4.6 - Padrdes de DRX das pastilhas densas E-HA: (a) Calcinada a 1000°C ¢
(b) Calcinada a 1150°C.

® HA
& p-TCP

Figura 4.7 - Padrdes de DRX das pastilhas densas CD-HA: (a) Calcinada a 1000°C ¢
(b) Calcinada a 1150°C.
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Tabela 4.4 - Porcentagens das fases identificadas nos padroes de DRX das pastilhas densas

com tamanho de cristalito (TC) calculado nas dire¢des (002) e (300) de HA.

Fases Presentes (%)
0 T C (nm)

Amostra | T ('C) | Curva de Calibracio Rietveld

(002) (300)
HA o-TCP B-TCP | HA o-TCP B-TCP

E-HA 1000 | 94,0 6,0 -- 87,5 12,5 -- 37,8 | 48,0
E-HA 1150 | 90,0 10,0 -- 82,0 18,0 -- 42,9 | 453
CD-HA | 1000 | 48,0 -- 52,0 45,6 -- 54,4 35,5 | 46,4
CD-HA | 1150 | 48,1 -- 51,9 45,0 -- 55,0 30,0 | 48,1

A porosidade (micro) das pastilhas densas observada em MEV ¢ mostrada nas Figuras 4.8 e

4.9. Essas Figuras ilustram respectivamente a microporosidade das pastilhas E-HA e

CD-HA observadas na superficie com aumentos de 2000 e 5000 vezes.

o,

| (b) 5000 vezes

Figura 4.8 - Imagens em MEV da microporosidade observadas na superficie das pastilhas

densas E-HA.
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Figura 4.9 — Imagens em MEV da microporosidade observadas na superficie das pastilhas

densas CD-HA.

A porosidade das pastilhas densas calculada como porcentagem da densidade tedrica da HA
pura (3,156 g/cm®) ou da mistura HA e TCP (3,113 g/em’) é apresentada na Tabela 4.5 a
seguir. Com o aumento de temperatura hd uma maior densificagdo das pastilhas, com

conseqiiente diminui¢do da porosidade.

Tabela 4.5 — Porosidade (micro) das pastilhas densas medida pela densidade teérica da HA

pura ou do binario HA + TCP.

Amostra | Temperatura | Densidade Relativa Porosidade
(‘'C) (%) (%)
E-HA 1000 55,7+0,5 44,210,5
E-HA 1150 67,9%1,0 32,0+0,9
CD-HA 1000 57,4+0,8 42,5+1,1
CD-HA 1150 69,810,6 30,240,5
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4.3 — Pastilhas Porosas

A andlise por DRX mostrou que as pastilhas porosas também foram parcialmente
transformadas em fosfato tricalcico, similarmente ao observado com o pé calcinado e as
pastilhas densas. A hidroxiapatita estequiométrica (E-HA) se decompde em o-TCP,
enquanto que, a hidroxiapatita deficiente em calcio em B-TCP. As Figuras 4.10 a 4.13
apresentam os respectivos padroes de DRX das pastilhas porosas E-HA e CD-HA calcinadas
a 1000 e 1150°C. Para efeito comparativo, em cada figura é apresentado o padrdo de DRX
do po calcinado nas mesmas temperaturas. As porcentagens das fases identificadas nas oito

condi¢des empregadas pelo planejamento de experimentos estdo resumidamente mostradas

na Tabela 4.6.

oHA
Ho-TCP

(b)

(a)

Figura 4.10 - Padrdes de DRX de E-HA a 1000°C: (a) p6 calcinado; (b) pastilha porosa
calcinada com 20% naftaleno e (c) pastilha porosa calcinada com 40%

naftaleno.
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(c)

(b)

(a)

Figura 4.11 - Padrdes de DRX de E-HA a 1150°C: (a) p6 calcinado; (b) pastilha porosa

calcinada com 20% naftaleno e (c) pastilha porosa calcinada com 40%

naftaleno.

® HA
& B-TCP

Figura 4.12 - Padrdes de DRX de CD-HA a 1000°C: (a) po calcinado; (b) pastilha porosa

calcinada com 20% naftaleno e (c) pastilha porosa calcinada com 40%

naftaleno.
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(c)

Figura 4.13 - Padrdes de DRX de CD-HA a 1150°C: (a) p6 calcinado; (b) pastilha porosa
calcinada com 20% naftaleno e (c) pastilha porosa calcinada com 40%

naftaleno.

Tabela 4.6 - Porcentagens das fases identificadas nos padrdes de DRX das pastilhas porosas

com tamanho de cristalito (TC) calculado nas dire¢des (002) e (300) de HA.

Fases Presentes (%)
T C (nm)
Amostra Curva de Calibracao Rietveld
(002) (300)
HA o-TCP B-TCP| HA o-TCP B-TCP

CD-HA-20-1000 | 48,0 -- 52,0 453 -- 54,7 40,5 | 37,6
E-HA-20-1000 | 93,7 6,3 -- 89,5 10,5 -- 39,6 | 404
CD-HA-20-1150 | 49,7 * 50,3 45,1 6,5 48,4 36,8 | 39,1
E-HA-20-1150 | 87,7 123 -- 81,3 18,7 -- 43,0 | 433
CD-HA-40-1000 | 46,5 -- 53,5 45,2 -- 54,8 61,0 | 37,3
E-HA-40-1000 | 92,0 8,0 -- 85,9 14,1 -- 43,7 | 43,9
CD-HA-40-1150 | 53,0 47,0 -- 44,5 555 -- 48,8 | 453
E-HA-40-1150 | 88,3 11,7 -- 80,7 19,3 -- 47,7 | 47,8

* foram identificados tragos de a-TCP ndo considerados para a quantificagdo
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A correlagdo entre os resultados de quantificacdo de fases pelo método de Rietveld e as

variaveis do planejamento fatorial pode ser melhor entendida com a observacdo da Figura

4.14. Essa Figura representa os fatores estudados e seus niveis (-) e (+). Cada vértice do

cubo representa uma experiéncia do planejamento. Os valores encontrados para as respostas

estudadas (HA, a-TCP e B-TCP) aparecem na seguinte ordem: HA, a-TCP e B-TCP. O

simbolo (-) significa fase ndo encontrada.

44,5 80,7
555 13,3
X, - _
11S0(+) 4 45,1 | 81,3
6,5 ; 18,7
48,4 L 452 - 85,9
L= 14,1
| 54,8 _
JL _____________ i
453 89,5
- 10,5
10006) 1 54,7 _
X3
4o
200)
1.58() L66(+) X,

Figura 4.14 — Representacdo grafica para a porcentagem de fases medida pelo método de

Rietveld das experiéncias executadas de acordo com o planejamento de

experimento. X1, X2 e X3 sdo respectivamente: razdo Ca/P, temperatura de

calcinacdo e porcentagem de naftaleno.

A andlise dos efeitos nos coeficientes do modelo proposto do planejamento fatorial com dois

niveis (conforme definido no capitulo 3), para a resposta da porcentagem de HA obtida pelo
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método de Rietveld é apresentada na Tabela 4.7 a seguir. Essa Tabela mostra os efeitos

principais e interacdes.

Tabela 4.7 — Principais efeitos e interagdes na resposta HA.

EXP I X1 X2 X3 | X1X2 | X1IX3 | X2X3 | X1X2X3 | HA (%)
1 + _ _ _ + + + _ 45,3
2 + + B B B B + + 89,5
3 + 3 + 3 3 + B + 45,1
4 + + + B + _ _ _ 81,3
5 + B B + + B B + 452
6 + + 3 + 3 + B 3 85,9
7 + _ + + _ _ + _ 44,5
8 + + + + + + + + 80,7
Efeito | 64,68 | 39,325 | 3,575 |1,225|-3,125| 0,125 | 0,625 0,875

Os efeitos foram calculados pela equacio:

Efeito = (= respostas para nivel (+) - 2 respostas para o nivel (-))/ 1! 4.1)

onde K representa o nimero de varidveis e r o nimero de niveis. Neste caso K=3 e r=2.

Os resultados da analise de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(EIV) das pastilhas porosas estdo apresentados nas Figuras 4.15 a 4.18 da seguinte forma:
cada Figura mostra os espectros de IV das amostras E-HA e CD-HA com a porcentagem do

agente formador de poros e a temperatura em que foi realizada a calcinagao.

Nos espectros de E-HA a 1000°C, com 20 e 40% de naftaleno, Figura 4.15, sdao observados
os picos de HA em 640 e 3575 cm™ correspondente ao grupo de OH e 1994, 2079 e
2194 cm™; banda em 1650 cm™ indicando a presenca da ligagio O-H. Observamos também

os picos na faixa de 1392-1545 cm™ do grupo carbonato nos sitios A e B e outro pico em
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875 cm” do carbonato no sitio A. Outros picos correspondentes ao grupo fosfato sdo
observadas em: 1060, 1104, 1139, 1162 ¢ 1208 cm'l; picos do pirofosfato de calcio
(B-CayP,05), 475, 573, 602, 960, 1036, 1044, 1092, ¢ 1104 cm'; picos da HA, 960, 1060,
1104, 1139 e 1208 cm’'; picos correspondentes ao fosfato tricalcico, TCP (a-CazPOs).

Nos espectros de E-HA a 1150°C, com 20 e 40% de naftaleno, Figura 4.16, as bandas

identificadas foram semelhantes as bandas observadas na Figura 4.15.

Nos espectros CD-HA a IOOOOC, com 20 e 40% de naftaleno, Figura 4.17, sdo observados os
picos de HA em 631 ¢ 3572 cm™ correspondente ao grupo de OH e 1997, 2076 ¢ 2150 cm’.
Observamos também as bandas na faixa de 1416-1488 cm™ do grupo carbonato nos sitios A
e B. Outros picos correspondentes ao grupo fosfato sdo observados em: 433, 604, 948, 971,
1042, 1102 ¢ 1120 cm™'; picos do TCP (B- CasPOy); 473, 562, 574, 604, 962, 1042 ¢ 1095
cm™; picos de HA; 971, 1065 e 1200 cm’™; picos do pirofosfato de calcio (B-CayP,05); 447,
962 ¢ 1200 cm'l; picos do TCP (a- Caz;POy).

Nos espectros de CD-HA a 1150°C, com 20 e 40% de naftaleno, Figura 4.18, as bandas

identificadas foram semelhantes as bandas observadas na Figura 4.17. Os picos identificados

nos espectros de IV das pastilhas porosas estdo resumidamente mostrados na Tabela 4.8.
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Figura 4.15 — Espectros de IV das pastilhas porosas E-HA calcinadas a 1000°C:
(a) com 20% de naftaleno e (b) com 40% de naftaleno.
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Figura 4.16 — Espectros de IV das pastilhas porosa E-HA calcinadas a 1150°C:

(a) com 20% de naftaleno e (b) com 40% de naftaleno.

80



(b)

(@

T T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de ondas (cm'1)

Figura 4.17 — Espectros de IV das pastilhas porosas CD-HA calcinadas a 1000°C:
(a) com 20% de naftaleno e (b) com 40% de naftaleno.
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Figura 4.18 — Espectros de IV das pastilhas porosas CD-HA calcinadas a 1150°C:
(a) com 20% de naftaleno e (b) com 40% de naftaleno.
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Tabela 4.8 — Picos identificados nos espectros IV das pastilhas porosas E-HA e CD-HA
calcinadas a 1000 e 1150°C.

E-HA, picos (cm™) Grupamento ou Fases
3575, 640 OH
2149, 2079, 1994 HA
1650 ligacdo O-H
1545-1392, 875 COs™
1208, 1139, 1162, 1104, 1060 -Ca,P,05
1104, 1092, 1044, 1036, 960, PO, (HA)
602, 573, 475
1208, 1139, 1104, 1060, 960 a-Caz(POy),
CD-HA, picos (cm™) Grupamento ou Fases
3572, 631 OH
2150, 2076, 1997 HA
1488-1416 COs”~
1120, 1102, 1042, 971, 948, B- Caz(POy4),
604, 433
1200, 1065, 971 B-Ca,P,0;
1200, 962, 447 o- Caz(POy),
1095, 1042, 962, 604, 574, PO, (HA)
562,473

Para andlise por MET duas pastilhas porosas E-HA e CD-HA com 40% de naftaleno
calcinadas a 1000°C foram trituradas e montadas numa grade de cobre. A Figura 4.19
mostra a morfologia das fases o e B obtidas pela decomposi¢do das hidroxiapatitas em

decorréncia do processo de calcinagio.
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(a) (b)

Figura 4.19 — Imagens em MET da morfologia das fases formadas nas pastilhas porosas
com 40% de naftaleno calcinadas a 1000°C e respectivas figuras de

difragdo: (a) Fase a-TCP (E-HA) e (b) Fase B-TCP (CD-HA). (50000X)

A caracterizagdo da porosidade das pastilhas porosas, por meio de imagens obtidas em
MEYV ¢ mostrada nas Figuras 4.20 a 4.27. Pode-se observar a variagdo no tamanho e forma
de poros na superficie e na secdo transversal das amostras E-HA e CD-HA, com a secdo
transversal apresentando poros de forma elipsoidal. Também se pode observar a tendéncia
ao aumento na quantidade de poros com o aumento no teor de naftaleno e com a redugdo na
temperatura de calcinacdo. Além de macroporos, as pastilhas porosas apresentam

microporos, na superficie € em sua se¢do transversal, como ilustrado na Figura 4.28.
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Figura 4.20 — Imagens da superficie das pastilhas porosas E-HA calcinadas a 1000°C:
(a) 20% naftaleno e (b) 40% naftaleno. (MEV 50X)

(@) o ()

Figura 4.21 - Imagens da superficie das pastilhas porosas E-HA calcinadas a 1150°C:
(a) 20% naftaleno e (b) 40% naftaleno. (MEV 50X)
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Figura 4.22 - Imagens da secio transversal das pastilhas porosas E-HA calcinadas a 1000°C:
(a) 20% naftaleno e (b) 40% naftaleno. (MEV 50X)
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Figura 4.23 - Imagens da secio transversal das pastilhas porosas E-HA calcinadas a 1150°C:

(a) 20% naftaleno e (b) 40% naftaleno. (MEV 50X)
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Figura 4.24 — Imagens da superficie das pastilhas porosas CD-HA calcinadas a 1000°C:
(a) 20% naftaleno e (b) 40% naftaleno. (MEV 50X)

@ ] (b).

Figura 4.25 - Imagens da superficie das pastilhas porosas CD-HA calcinadas a 1150°C:
(a) 20% naftaleno e (b) 40% naftaleno. (MEV 50X)
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Figura 4.26 - Imagens da secdo transversal das pastilhas porosas CD-HA calcinadas a

1000°C: (a) 20% naftaleno e (b) 40% naftaleno. (MEV 50X)
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Figura 4.27 - Imagens da secdo transversal das pastilhas porosas CD-HA calcinadas a

1150°C: (a) 20% naftaleno e (b) 40% naftaleno. (MEV 50X)
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Figura 4.28 - Imagens da microporosidade observada na superficie das pastilhas porosas:

(a) E-HA e (b) CD-HA. (MEV 2000X)

A macroporosidade foi quantificada por analise de imagens verificando-se a distribui¢ao
dos tamanhos de poros nas faixas <100; 100-200; 200-300; 300-400; ¢ >400 um. As
Figuras 4.29 e 4.30 mostram a distribui¢do obtida para as pastilhas E-HA e CD-HA,

respectivamente. A quantidade total de macroporosidade se situou na faixa de 20-40%.
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Figura 4.29 - Histograma da distribuicao de poros para pastilhas E-HA para temperatura de
1000°C. Porosidade total: 24,2 para 20% naftaleno e 38,4 para 40% naftaleno.
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Figura 4.30 - Histograma da distribuicdo de poros para pastilhas CD-HA para temperatura
de 1000°C. Porosidade total: 29,8 para 20% naftaleno e para 40% naftaleno.
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As Figuras 4.31 e 4.33 apresentam os histogramas com os valores de porosidade total das
pastilhas porosas medida pela expressao (1- /9 ) x 100, onde o, = densidade real ¢ &; ¢ a
densidade teérica da HA para a E-HA e CD-HA respectivamente. Nessa medida estdo
incluidos os poros quantificados por andlise de imagens (Figuras 4.29 e 4.30) e os

microporos como os mostrados na Figura 4.28.
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Figura 4.31 - Histograma com os valores de porosidade total para as pastilhas produzidas

com E-HA.
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Figura 4.32 - Histograma com os valores de porosidade total para as pastilhas produzidas

com CD-HA.
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A correlacao dos resultados da porosidade total mostrados nas Figuras 4.31 e 4.32 com as

variaveis do planejamento fatorial ¢ apresentada na Figura 4.33 a seguir:

X, 66,0 65,4
1150(+)+

534 51,7

78,0 77,5

10000) 72,1 71,3

X3

fo
20()
1.58() 166(+)

Figura 4.33 - Representagdo grafica para a porosidade total (PT) das experiéncias
executadas de acordo com o planejamento de experimento. X1, X2 e

X3 sdo respectivamente: razdo Ca/P, temperatura de calcinagdo e

porcentagem de naftaleno.
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A andlise dos efeitos nos coeficientes do modelo proposto do planejamento fatorial com dois
niveis (conforme definido no capitulo 3) para a resposta porosidade total (PT) ¢ apresentada

na Tabela 4.9.

Tabela 4.9 — Principais efeitos e interacdes na resposta porosidade total.

EXP I X1 X2 X3 | X1X2 | X1X3 | X2X3 | X1X2X3 | PT(%)
1 + - - - + + + - 72,1
2 + + - - - - + + 71,3
3 + B + B B + B + 53,4
3 + + + B} + _ B B} 51,7
5 + - - + + - - + 78,0
6 + + B + B + B B 77,5
7 + - + + - - + - 66,0
8 + + + + + + + + 65,4
Efeito | 66,93 | -0,9 -159 | 9,6 | -0,25 | 0,35 3,55 0,2

4.4 — Experimentos de Degradacio e Bioldgico

Quatro condi¢des de pastilhas porosas obtidas com 40% de naftaleno foram submetidas aos
testes de degradagdo e biologico em SFC. As condigdes b, ¢ e d sdo oriundas do

planejamento fatorial e a condicdo a para efeito comparativo.
A perda de massa das amostras porosas trituradas ¢ obtidas a partir do teste de degradagdo

em solucao TRIS realizado em triplicata pelo periodo de 120 horas, ¢ apresentada na Tabela

4.10.
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Tabela 4.10 — Perda de massa (x) das amostras porosas trituradas das quatro condigdes em

solucao TRIS.
Condigao Fases (%) X (%)
a HA 3,55+0,17
b 85,9 HA +14,1 o -TCP | 4,811+0,41
c 45,2 HA +54,8 B - TCP | 5,14£0,64
d 44,5 HA + 55,5 o -TCP | 3,07£0,67

Os resultados da Tabela 4.10 mostraram que a perda de massa das diferentes amostras foi de
3-5% da massa total do material, quando colocadas em solu¢do TRIS. Portanto, a dissolucao
ndo apresentou fortes mudancas frente a variagdo da temperatura de calcinacdo e a
transformagao do sistema monofasico em bifasico. A Tabela 4.10 mostra ainda que o
aumento da concentracdo de TCP na amostras calcinadas a 1000 °C torna o material um

pouco mais soluvel. A solubilidade diminui com o aumento da temperatura de calcinagao.

Na Tabela 4.11 ¢ apresentado o resultado do ganho de massa do fragmento poroso apos a
imersdo em solucdo simuladora de fluido corporeo (SFC) apos periodo de 168 horas. As
amostras apresentaram comportamento similar em SFC. Em todos os casos a massa total das
amostras aumentou em relagcdo ao seu valor inicial, indicando a precipitagdo do célcio na

superficie externa e interna do fragmento como ¢ apresentado nas Figuras 4.35 e 4.36.

Tabela 4.11 — Ganho de massa (x) das quatro condi¢des de pastilhas porosas apds imersao

em SFC por 168 horas.

Condigao Fases (%) X (%)
a HA 3,11+0,12
b 85,9 HA +14,1 o -TCP | 1,78+0,11

C 45,2 HA +54,8 B - TCP | 3,1240,06

d 44,5 HA + 55,5 o -TCP | 2,3240,07
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Os teores de calcio e fosforo da solugdo SFC determinados por ICP, apds a imersdo dos
fragmentos porosos no periodo de 168 horas ¢ mostrado na Tabela 4.12. Os teores de calcio
dos fragmentos a e ¢, apresentaram valores similares concordando com os resultados obtidos
para o ganho de massa apresentados na Tabela 4.11. Esta concordancia ndo foi verificada
para as amostras b e d. Além disso, ndo foi verificada uma relacdo direta entre a massa de
precipitado e/ou consumo de célcio da solugdo SFC, com a temperatura de calcinagdo e a

composicao de fases das amostras.

Outras contradi¢oes entre os resultados obtidos podem ser levantadas: o resultado do MEV
(Figura 4.35b) mostrou que a amostra da condicdo b apresentou pequena precipitacdo de
fosfato de célcio. No entanto, adsorveu uma menor quantidade de célcio em solu¢dao de SFC
e teve o menor aumento de massa apos a dissolugdo. Estes comentarios serdo abordados no

capitulo de discussao.

Tabela 4.12 —Teores de calcio e fosforo da solugdo SFC apds a imersdo das amostras

porosas no periodo de 168 horas.

Condicao Fases Calcio (ppm) | Fosforo (ppm)
Solugdo (SFC) -- 67,60+2,01 25,00+3,91
a HA 30,70+0,60 1,57£0,05
b HA +a -TCP | 18,85+0,05 3,01+0,10
c HA+B-TCP| 30,30+0,20 4,2140,02
d HA+a -TCP| 29,03%0,15 2,03+0,03

A Figura 4.34 ilustra graficamente a variagdo do pH da solu¢do SFC com o tempo de
imersdo das amostras das quatro condi¢des usadas no teste em meio bioldgico. O pH da
solugdo SFC aumentou de 8,15 a 8,40 nas primeiras 50 horas, indicando a ocorréncia do

processo envolvendo o consumo de ions da solugcdo. Apds este estagio o pH caiu para
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valores na faixa de 7,85-7,70. Este comportamento ¢ levemente modificado com a presenga
dos fragmentos ceramicos. Observa-se, entretanto, uma tendéncia a diminuigdo do pH que
pode ser atribuida a acidez natural do sistema ceramico. As amostras da condi¢do b foram as

que mais ocasionaram queda de pH.
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Figura 4.34 — Comportamento do pH da solu¢cdo SFC com o tempo de imersao das amostras

usadas nas quatro condigdes.

Nas Figuras 4.35 e 4.36 sdo mostradas as micrografias das amostras porosas, observadas em
MEV apés a imersdo em solugdo simuladora de fluido corporeo (SFC) por 168 horas.
Nessas micrografias ¢ observada a morfologia dos precipitados de fosfato de calcio

formados apartir da solugdo SFC na superficie das amostras porosas.
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Figura 4.35 — Micrografias das amostras porosas com precipitados de calcio formados na
superficie apds a imersdo em SFC por um periodo de 168 horas: (a) condigao

a ¢ (b) condi¢do b (MEV 2000 e 5000X).
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Figura 4.36 — Micrografias das amostras porosas com precipitados de calcio formados na
superficie apds a imersdo em SFC por um periodo de 168 horas: (a) condigao

¢ ¢ (b) condicao d (MEV 2000 e 5000X).
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5 - DISCUSSAO

Primeiramente, sdo analisados os resultados referentes a calcinagdo da hidroxiapatita em
po, seguido dos resultados da andlise da calcinacdo da hidroxiapatita na forma de pastilhas
densas e porosas. Finalmente, sdo discutidas as caracteristicas de degradagao e bioatividade
das quatro condig¢des de pastilhas porosas (trés constantes do planejamento de experimentos
utilizado na produg¢do das pastilhas porosas, e uma quarta que apos calcinacdo praticamente

ndo apresentou decomposicdo de fases).

5.1 — Calcinacao dos pos de Hidroxiapatita

Os padroes de DRX, Figuras 4.1 e 4.2 mostraram, respectivamente, que as hidroxiapatitas
E-HA e CD-HA na forma de p6 se decompuseram parcialmente em fosfato tricalcico
(Ca;z (PO4), - TCP) quando calcinadas a 1000 e 1150°C. A hidroxiapatita estequiométrica
(E-HA), de razao atomica Ca/P igual a 1,66 se decompdés em o -TCP, estrutura
monoclinica, na faixa de 16-22% com pico de difragdo principal em 20 = 30,735
Conforme DUCHEYNE et al. (1993) essa fase ¢ termodinamicamente estavel na faixa de

temperatura de 1120-1470°C.

Ja segundo os autores PETROV et al. (2001); RAYNAUD et al. (2002) e LEGEROS et al.
(1995) essa decomposi¢ao pode ser vidvel de ocorrer em temperaturas na faixa de
1050-1200°C; e pode ser atribuida a pequenas quantidades de fosfato de célcio amorfo
(FCA) presente na amostra. Conforme PETROV et al. (2001), a mudanga observada na
composic¢ao de fase na faixa de temperatura estudada, também pode estar relacionada com

alteragdes locais na estequiometria da hidroxiapatita e provavelmente na perda de ions.

A hidroxiapatita deficiente em calcio (CD-HA), de razdo atomica Ca/P igual a 1,58 se
decompds em B -TCP na faixa de 54-55% com pico de difragdo principal em 26 = 31,052°.
Ha na literatura varias razdes para explicar essa transformagdo. Segundo YOSHIMURA
et al. (1998); METSGER et al. (1999) e RODRIGUEZ-LORENZO et al. (2001), a

estequiometria das hidroxiapatitas verificada pela razdao Ca/P ¢ uma delas, e depende
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diretamente do processo de sintetizacao do p6 de HA. Conforme os autores, a razao Ca/P
deve ser bem préxima do valor teérico (1,67) para evitar que ocorram transformagdes. Um

outro parametro importante ¢ a temperatura de calcinag¢@o na qual o material se decompds.

De acordo com DUCHEYNE et al. (1993) e LEGEROS et al. (1995) a fase B-TCP ¢
termodinamicamente estdvel em temperaturas inferiores a 1120°C. Essa decomposigido
também foi observada por RAYNAUD et al. (2002); GIBSON et al. (2000) e
DOROZHKIN et al. (2002) na mesma faixa de temperatura de calcinacdo empregada e,
podendo ser conseqiiéncia de um ou mais dos seguintes fatores: area superficial especifica,
estequiometria e perfeicdo cristalografica. Conforme esses autores, a deficiéncia em calcio
contribui para a desordem estrutural de CD-HA pela substituicao do grupo tetraedro POy

pelo grupo planar CO;.

De acordo com RAYNAUD et al. (2002), poés de hidroxiapatitas com
1,50<Ca/P< 1,67 se decompdem no sistema fosfato de calcio bifasico (FCB) B-TCP/HA,
quando calcinados na faixa de temperatura de 1000-1200°C por um periodo de 1-4 horas,

segundo a reagdo global:

Cajox (HPO4)x (PO4)6.x (OH)2x = Cajg (PO4)s (OH), + B-Caz(POs4), + xH20, onde 0<x<I.

Além disso, segundo o autor a reprodutibilidade do sistema FCB, depende fortemente dos
parametros de sintese: pH, temperatura e razdo Ca/P dos reagentes. Devido a sua
similaridade quimica com o osso humano e boa bioresorbabilidade (LEGEROS, 1991;
ELLIOT, 1994), o sistema FCB na propor¢ao 50% de HA e 50% B-TCP tem sido bastante

usado na medicina como enxerto 0sseo.

Para analisarmos o comportamento do tamanho e da morfologia do cristal do p6 de HA
(partida e calcinado), ¢ apresentado na Tabela 5.1 o tamanho médio do cristalito estimado
ao longo das diregdes: (002) e (300) para HA, (034) e (261) para a-TCP e (0210) e (220)
para B-TCP.

99



Tabela 5.1-Tamanho médio do cristalito (TC) estimado para o p6 de HA ao longo das
direcdes: (002) e (300) para HA, (034) e (261) para a-TCP e (0210) e (220) para
B-TCP em (nm).

Amostra 002) | (300) [(002)/(300)] (034) | (261) | (0210) | (220)
HA HA HA |0 -TCP|o -TCP| B-TCP | B-TCP
P6 E-HA 31,3 16,3 1,92 _ ; _ ;
calc.1000°C | 393 443 0,89 332 | 333 - -
calc.1150°C | 428 | 4673 0,92 372 | 31,8 - ]
P6 CD-HA | 36,6 | 24,1 1,52 ; - ; -
calc. 1000°C | 54,3 34,5 1,57 - - 449 | 387
calc. 1150°C | 4438 393 1,14 _ ) 46,2 | 46,5

Na Tabela 5.1 observa-se que ocorreu mudanga no tamanho e morfologia do cristalito no
p6 de E-HA nas duas temperaturas de calcinagio, principalmente a 1150° C, onde foi
verificado o aumento do tamanho do cristalito nas dire¢des (002) e (300). A razdo
(002)/(300) diminuiu de 1,92 para 0,92 quando comparado com o p6 de partida, indicando

uma tendéncia a esferoidizagao.

Assim como no pé de E-HA também foram observadas mudangas no tamanho e morfologia
do cristalito do p6 de CD-HA nas duas temperaturas de calcinagdo, como mostrado na
Tabela 5.1. A 1000°C o tamanho de cristalito aumenta nas duas dire¢des (002) e (003)
quando comparado com os valores do p6é de partida. A razao (002)/(003) ¢ igual a 1,57 e
indica uma morfologia do tipo bastonete ou agulhas nas duas diregdes. A 1150°C ocorre
uma diminuicdo na medida da dire¢cao (002) e um ligeiro aumento em (003), a razdo
(002)/(300) diminui em relagdo a 1000°C, isso pode estar indicando que o crescimento do

cristal ocorre preferencialmente na direcao (300) da HA.

GIBSON et al. (2000) também observaram em seus estudos uma variagdo no tamanho ¢
morfologia do cristalito da apatita deficiente em calcio, em fun¢do do aumento de
temperatura na faixa de 500 a 1100° C. De acordo com YUBAO et al. (1994), essa variagido
¢ decorrente da transformagdo parcial da apatita deficiente em calcio em B - TCP,

dependente principalmente da razao atomica Ca/P.
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A andlise dos dados apresentados na Tabela 5.1 tem que levar em conta o erro associado e
esse tipo de estimativa (ndo conhecido) e o fato de se estar lidando com valores médios. As
Figuras 4.5a e 4.5b com imagens obtidas por MET para os p6s ndo calcinados confirmam a
morfologia tipo agulha para esses pds. Entretanto, no caso do po célcio deficiente (CD-HA)
a micrografia mostra desde particulas esféricas com pouquissimos nandometros de diametro

a bastdes ou placas com cerca de 500nm de comprimento.

Mais acentuada ainda ¢ a discrepancia entre os valores apresentados na Tabela 5.1 e as
imagens da Figura 4.19 para as fases o.-TCP e B-TCP, com a primeira mostrando uma unica

particula com forma massiva e dimensdes da ordem de 600x 900nm.

Nas Figuras 4.3 e 4.4 foram apresentados os respectivos resultados de EIV dos pods
E-HA e CD-HA calcinados a 1000 e 1150° C. Modifica¢des foram observadas nas bandas
dos grupos funcionais OH", PO,>" ¢ CO;* nessas temperaturas, quando comparadas com os
espectros do po de partida: diminui¢do na banda larga de H,O, localizada em torno de 3572
cm’, desaparecimento dos ions COs> na faixa de 1422-1487 cm™, diminuigdo do pico de
COs* em 873 cm™' (E-HA), desaparecimento do pico de 4gua de cristalizagdo na faixa de
1642-1646 cm” e eliminagio do pico de HPOs* em 870 cm’' (CD-HA). Essas
modificagdes foram também observadas pelos autores PETROV et al. (2001); RAYNAUD
et al., (2002) e LEGEROS et al. (1995) quando caracterizando hidroxiapatitas calcinadas na
faixa de temperatura de 1050-1200°C.

Teoricamente a pirdmide (de base triangular) de ions PO, tem os seguintes modos
vibracionais: v; (estiramento simétrico P-O), v, (ligagdes OPO duplamente degeneradas),
v3 (estiramento triplamente degenerados P-O) e v4 (ligagdes OPO triplamente
degeneradas). Todos esses modos sao ativos no Infravermelho e Raman e as freqiiéncias
observadas sdo: v; 980 cm'l, vy 363 cm'l, v; 1080 cm™ € v4 515 cm’ (GIBSON et al.,
2000).

No espectro da Figura 4.3 (b) do p6 E-HA calcinado a 1000°C, foi observado a variagdo no

espectro (estreitamento de bandas) na regido de 965-1093 cm™, que provavelmente sido
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componentes do estiramento simétrico P-O e/ou estiramento degenerados P-O, onde se
situam os modos vibracionais v, e vs; correspondentes ao grupo funcional PO,
Similarmente na regido de 567-635 cm™, que sdo provavelmente componentes da ligacdo
PO, triplamente degeneradas, onde se situa o modo vibracional v4 do PO43'. Em
conseqliéncia do estreitamento de bandas, tém-se uma maior definicdo dos picos presentes
nas bandas dos fosfatos, e a cristalinidade do p6 aumenta quando comparada com o p6 de
partida. Com o aumento da temperatura para 1150°C, Figura 4.3 (c), ocorre o alargamento
de bandas no espectro na regido de 965-1093 cm™, decorrente da transformacéo de fases,
com a formagio de novos picos em 1062 e 1200 cm’, identificados como a-TCP e
B-Ca,P,0, sendo que o a-TCP foi produto da decomposi¢do da E-HA (FLOWLER and
BROWN, 1966; DUCHEYNE et al. 1993).

A mesma variagdo foi observada nos espectros do p6 de CD-HA, calcinado a 1000°C, com
a formacao dos picos 977, 1037 e 1102 cm’! identificados como B-TCP e B-CaP,07 A
1150°C, com a formagdo dos picos 1105, 1030 e 1042 cm’ identificados também como

B-TCP € B-CaszO7.

As mudancgas observadas nos espectros IV das hidroxiapatitas (E-HA ¢ CD-HA), apods a
calcinagdo podem ser somente em parte atribuidas as transformagdes identificadas na
analise por DRX nas duas temperaturas estudadas. Dessa forma fica clara a importancia da

espectroscopia de IV como complemento as informagdes obtidas por DRX.

5.2 — Pastilhas densas calcinadas

Assim como foi verificado no p6 de HA, calcinado a 1000 e 1150°C, as hidroxiapatitas na
forma densa se decompuseram em TCP nas formas alotrépicas o e B, como foi mostrado
nas Figuras 4.6 ¢ 4.7, sendo que essa transformag@o foi maior na CD-HA, como visto na

temperatura de calcinagdo 1150°C (52,0% em B - TCP).

Comparadas as Tabelas 4.4 e 4.1 que apresentam respectivamente a porcentagem de fases

presentes nas pastilhas e pos calcinados, verifica-se menor decomposi¢do do material na
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forma de pastilhas do que na forma de p6. Esse fato deve decorrer da compactagao
efetuada que diminuiria a area de reag@o das particulas. Outro fato que vale a pena ressaltar
¢ que os valores obtidos pelo uso da curva de calibragdo (Anexo 1) tendem a ser inferiores

aos valores obtidos usando o método de Rietveld, que apresenta maior precisao.

A microporosidade que foi observada nas pastilhas densas, Figuras 4.8 e 4.9, estd
relacionada com o processo de densificacdo das hidroxiapatitas, que ocorreu parcialmente
nas temperaturas estudadas. De acordo com LANDI et al. (2000), o mesmo se completa em

temperaturas superiores a 1200°C.

Na Tabela 4.5 foi mostrada a porosidade das amostras densas medida pela densidade
teorica das fases presentes. A composi¢do quimica da HA e a morfologia dos cristais
empregados neste estudo ndo parecem afetar a densificacao final, sendo essa dependente da
pressdo de compactagdo e da temperatura de calcinagdo. Conforme RODRIGUEZ —
LORENZO et al. (2001), essa microporosidade pode ser reduzida quando se aumenta a
temperatura de calcinagdo. Em seus estudos os autores obtiveram blocos de HA calcinada a

1300°C com densidade de 95%.

A microporosidade observada nas pastilhas densas parece ser também importante para o
crescimento dsseo, por contribuir no processo de reabsor¢ao do biomaterial. De acordo com
LE GEROS et al. (1995) e JARCHO (1990), a microporosidade de fosfatos de calcio
formada pela mistura de HA + B -TCP contribui na taxa de dissolugdo in vitro e na
bioreabsor¢do in vivo. Ambas mostraram ser diretamente proporcionais a quantidade de
microporos € ao teor de B -TCP presentes nas amostras. ROSA et al. (2002), verificaram
que a osteointegracdo e a osteoconducdo sdo influenciadas por mudangas na
microporosidade de implantes densos de HA quando implantados em fémures de coelhos,

principalmente nos implantes com maior porcentagem de microporos.

As pastilhas densas com microporosidade produzidas com diferentes composigdes de fases

podem ser aplicadas na forma de pastilhas trituradas na forma de granulos com diferentes
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tamanhos na reparagao de defeitos Osseos, principalmente na odontologia € em cirurgias

maxilo-craneo-facial.

5.3 — Hidroxiapatita na forma porosa

As pastilhas porosas obtidas por meio do planejamento de experimentos fatorial com 3
varidveis (razdo Ca/P, temperatura de calcinacdo e porcentagem de naftaleno) a dois niveis
cada, foram analisadas por DRX e EIV e a porosidade medida pela relagdo
densidade real/densidade tedrica e também por andlise de imagens. A Figura 4.14
representa graficamente o resultado da quantificacdo de fases das experiéncias realizadas. A

analise dessa figura permite concluir que:

1) Com o a diminui¢do da razdo Ca/P ocorre um aumento na instabilidade da HA traduzida
por um aumento na decomposi¢ao da HA. Isto também foi verificado pelo calculo do efeito
para a resposta HA (Tabela 4.7), que analisou os coeficientes do modelo proposto
(conforme definido no capitulo 3), onde se pode observar que a variavel mais importante na
decomposicdo de fases foi a razdo atomica Ca/P (Xx;) por apresentar um maior efeito
(39,325). Isso nos leva a concluir que, dentre as trés variaveis estudadas (Ca/P, temperatura
de calcinagdo e porcentagem de naftaleno), a decomposicao de fases ¢ mais dependente da

variavel x; e que a maior decomposicao ocorreu para Ca/P =1,58 (CD-HA).

i1) Nas pastilhas produzidas com E-HA o produto de decomposigdo, a exemplo do que foi

observado com os pos e as pastilhas densas ¢ o a-TCP.

ii1) Dada a maior instabilidade de CD-HA, o aumento na temperatura de calcinacdo de 1000
para 1150°C ndo provoca altera¢do significativa na quantidade de fases. Esse aumento de
temperatura altera, entretanto, a cinética de transformacdo do TCP que passa da forma

alotropica [3 para a.

iv) A porcentagem de naftaleno, nos niveis empregados (20 ou 40% em peso) ndo afeta

significativamente a decomposi¢do de HA. Somente na CD-HA com 40% de naftaleno a
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maior porosidade associada a maior quantidade de naftaleno parece ter favorecido a

transformagdo 3-TCP—a-TCP.

De modo analogo, a observacdo da Figura 4.33 que representa graficamente o resultado da
porosidade total das experiéncias realizadas, somado aos histogramas apresentados nas

Figuras 4.31 e 4.32 permite concluir que:

1) O aumento na temperatura da calcinacdo diminui 15,6% em média a porosidade total das
pastilhas e o aumento na porcentagem de naftaleno de 20 para 40% se traduz num aumento

de 9,6% em média na porosidade total.

i1) A porosidade total medida pela variacdo na densidade ¢ bastante superior a porosidade
medida por analise de imagens indicando a presenca de grande quantidade de microporos
ndo detectados no aumento (50X) empregado na obtencdo das imagens para o

processamento digital.

iii) Comparando os resultados da porosidade total de E-HA e CD-HA, ndo se observa
diferenca na porosidade quando se trabalha com essas hidroxiapatitas. Este comportamento
¢ esperado, pois os fatores que podem interferir na porosidade sdo o agente formador de
poros e a temperatura de calcinacdo. Isso foi confirmado pelo célculo dos efeitos
(Tabela 4.10) utilizando-se a resposta porosidade total. Esta tabela indicou pelos valores
dos efeitos, que as variaveis temperatura (x;) e porcentagem de naftaleno (x3) sdo as mais
importantes. Também foi observada a existéncia do efeito da interacdo entre essas duas
variaveis (X,X3) na resposta estudada, embora este influencie menos na porosidade total da

HA.

iv) A forma e a distribuicdo de poros ¢ muito similar para todas as condigdes. A maior parte
dos poros tem didmetro na faixa de 300-400um, tamanho suficiente para promover o
crescimento 0sseo (HING et al. 1999). Além de macroporos, as pastilhas apresentaram

microporos na superficie e em sua secdo transversal, como foi ilustrado na Figura 4.28. De
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acordo com DOYDE et al. (1999), a contribui¢ao de microporos pode ser positiva para o
favorecimento do crescimento 6sseo. Embora o mecanismo de crescimento 6sseo dentro de
microporos ndo seja muito claro, acredita-se que haja uma desintegracdo da HA ao redor
desses microporos. GAUTHIER et al (1998), verificaram em seus estudos que a
biodegradagao nao depende s6 das propriedades de macroporos, a microporosidade tem um
efeito importante na taxa de dissolu¢ao do biomaterial, quando em contato com o fluido

bioldgico.

v) A variacdo observada na morfologia dos poros da superficie em relagdo a secdo
transversal (poros de forma elipsoidal) das amostras, Figuras 4.20 a 4.27 e a distribuicao de
tamanho de poros assimétrico de 300-400um na regido central, foi provavelmente
decorrente do processo de compactacdo. O uso de prensagem uniaxial, onde a carga atua
somente em uma dire¢do, diferente de outros métodos de compactag@o, como por exemplo,
pressdo isostatica a quente, onde a carga atua em varias diregdes, tende a promover poros
alongados. BARREILLE et al. (1998), em seus estudos, produziram pastilhas porosas de

B-TCP com morfologia de poros similar utilizando o método de compactagao uniaxial.

Analisando os resultados da Tabela 4.6, observou-se que em todas condi¢cdes ha formacao
de TCP, sendo que algumas condigdes geraram misturas proximas a relacdo
HA/TCP = 50/50. Esses materiais tém sido empregados especialmente em aplica¢des que
demandem razoavel degradacdo do material. Segundo os autores KURASHINA et al.
(2002) a osteogénese pode ser acelerada por estruturas porosas de materiais formados por
sistema bifasico (HA/TCP) sendo a taxa de degradacdo desse sistema um dos fatores

determinantes na indugdo do processo de formagao 6ssea.

De acordo com KURASHINA et al., (2002); GAUTHIER et al. (1999) e GAUTHIER et al.
(1998), a taxa de degradacdo do sistema fosfato de calcio bifasico (FCB) deve-se
desenvolver concomitantemente com a formagao do novo osso. Isto pode ser ajustado pela
escolha de uma proporcao entre as fases HA e TCP que apresentem diferentes graus de
biodegradacdo, uma vez que o TCP ¢ mais soluvel que a HA. Além disso, deve-se

considerar que o sistema (FCB) com maior porosidade ¢ mais capaz de promover a
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atividade celular (KURASHINA et al., (2002); GAUTHIER et al. (1999) e GAUTHIER et
al. (1998)).

Analisando os valores das porcentagens de fases obtidos pela curva de calibragdo e método
de Rietveld para os trés sistemas estudados: po, denso e poroso, mostrados nas Tabelas 4.1,
4.4 ¢ 4.6, observa-se que esses valores nao apresentam diferenca significativa quando os
sistemas sdo comparados entre si. Isso quer dizer, que o processo de compactacdo ndo ¢
critico na transformacgado de fases das hidroxiapatitas estudadas. A relacdo entre fases HA e

TCP formadas nos trés sistemas para a CD-HA foram, em todos os casos proximos a 1:1.

Nos espectros de IV do sistema compactado (poroso), foi verificado que os picos de OH
(3572 cm™) das hidroxiapatitas estudadas sdo mais intensos, quando comparados com 0s
picos do sistema pd. Isso pode ser atribuido a menor area superficial disponivel do sistema
compactado para que ocorra a reagdo. Desta forma a desidroxilacao (saida das hidroxilas)
ocorre mais lentamente. De acordo com RUYS et al. (1995), a mesma s6 ocorre a partir da

temperatura de 1350°C e comega na faixa de temperatura entre 300-680°C.

O tamanho de cristalito calculado ao longo das direcdes (002) e (300) de HA para os trés
sistemas estudados, como mostrado nas Tabelas 4.1, 4.4 e 4.6. Mostrou que a presenca de
outra fase decorrente do processo de decomposi¢do influencia no comportamento e
morfologia do cristal. Isso ocorre devido a alteragdes causadas nos padroes de DRX pela
presenca da segunda fase, como por exemplo, alargamento nos picos (GIBSON et al.

2000).

Quando se pensa em aplicacdo clinica precisa-se associar a uma mistura de fases
conveniente, resisténcia mecanica para garantir integridade estrutural do componente e
porosidade que permita promover crescimento 6sseo no seu interior. A Resisténcia a
compressdo varia inversamente com a quantidade de poros e diretamente com a
temperatura de calcinacdo. De acordo com GAUTHIER et al. (1999), a resisténcia a
compressao de implantes de fosfato de calcio bifasico (FCB) com poros na faixa de

300-565um ¢ maior quando calcinados a 1150°C, devido aumentar a cristalinidade do
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material, quando comparado a calcinacao em temperaturas inferiores. Conforme BOULER
et al. (1996), quando se utiliza o sistema FCB poroso, dependendo do método de
preparacdo, pode-se chegar a uma resisténcia a compressao de SMPa. BAREILLE et al.
(1998), quando trabalhou com B-TCP poroso obteve valores na faixa de 2,6 a 3,5 MPa

quando utilizou um ligante para incorporar o agente formador de poros.

Comparando os resultados das porcentagens de naftaleno das experiéncias CD-HA-20-1150
e CD-HA-40-1150, parece ser mais vantajoso trabalhar com teores da ordem de 40% de
naftaleno, pois como descrito anteriormente, estudos tém mostrado que materiais com
maior porosidade da ordem de 250-400um com resisténcia mecanica sdo mais capazes de
favorecer a osteointegracdo com o tecido Osseo. Desta forma, uma boa opcdo seria a
producgdo de elementos ceramicos usando HA deficiente em calcio com 40% de naftaleno

calcinada na temperatura de 1150°C.

5.4 — Experimentos de Degradaciao e Bioldgico

Na Tabela 4.10 foi apresentado o resultado da degradacdo obtido a partir da imersdao em
solucdo tampao TRIS das quatro condigdes das pastilhas porosas como 40% de naftaleno,
calcinadas a 1000°C (condigdo a, b e ¢) e 1150°C (condigdo d) e trituradas. A perda de
massa ocorreu em todas as amostras, pelo mecanismo de dissolucdo das fases presentes,

liberando calcio e fosforo para a solugao.

Os resultados dos experimentos mostram que a dissolugdo do sistema ceramico, puro e
calcinado a 1000 °C ou bifésico e calcinado a 1000 °C e 1150 °C ¢ da ordem de 3 a 5 % da
massa total das amostras, para o tempo de 120 horas. Este valor é baixo quando comparado
com sistemas similares, mas ndo calcinados. Isso indica que a calcinagdo tem forte
influéncia na diminui¢do da solubilidade dos fosfatos, diminuindo, assim, as diferencias

entre as solubilidades da HA e do TCP.

Observa-se que a degradacdo do sistema bifasico (condigdes b e ¢) é maior que a da HA

pura (condigdo a) quando as duas amostras sdo calcinadas a mesma temperatura (1000°C).
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Esse resultado concorda com estudos relatados na literatura sobre a dissolu¢ao da HA e de
compositos HA e TCP calcinados, na forma de po6 e granulos, em temperaturas superiores a
900°C (LEGEROS et al. 1995; DUCHEYNE et al. 1993; AOKI, 1994). Os valores
similares obtidos para a degradagdo das amostras a e d sdo aparentemente contraditorios,
pois no primeiro caso temos uma HA pura, menos soluvel, ¢ no segundo um sistema
bifasico HA +TCP, mais solivel. Esta aparente contradi¢do pode ser levantada se
considerarmos que a amostra d foi calcinada a uma temperatura maior (1150°C) o que
provoca um aumento na densificacdo da pastilha, e a amostra a calcinada a 1000 °C.
Novamente fica evidente o forte efeito da calcinagdo sobre a diminui¢do da solubilidade do
material. No caso da amostra d ela contrabalanca o efeito do aumento de solubilidade
devido a solubilidade da fracdo TCP. Segundo CHERN et al. (2001) a cristalinidade do

material aumentou e deve ter também interferido na dissolugao do material.

Uma outra explicagdo para a degradacao das amostras da condi¢do a foi a presenga de outra
fase nao identificada pela DRX, o CaO, que ¢ produto da decomposi¢do da HA rica em
calcio (Ca/P=1,72). O CaO em presenca de umidade, se hidrata formando Ca (OH), que
ndo ¢ determinado por DRX. Na andlise de EIV (Figura 3.5) foram identificados outros
picos diferentes da HA em 2926 e 2858 cm™' que indicam ser do Ca(OH),. SLOSARCZYK
et al. (1996), também identificaram em HA com razdo atdmica Ca/P>1,70 a decomposicao
de fases da HA em CaO. Segundo esses autores fases como CaO e Ca (OH), aumentam a

dissolugdo da HA.

Os experimentos de dissolu¢@o das quatro condi¢des de amostras em meio biologico (SFC),
usando 1/4 de pastilha mostraram que fragmentos porosos podem apresentar propriedades
de dissolugao muito diferentes das amostras em po, como foi empregado no teste de
degradacao. Neste ultimo sistema, quando a HA ¢ colocada em meio bioldgico observa-se
um aumento da concentracdo de calcio em solucdo devido a dissolucdo da HA. Numa
segunda etapa do processo, ocorre uma diminui¢ao dos teores de célcio em solugdo porque
a precipitagdo de fosfatos de calcio se torna dominante em relagdo a dissolugdo da HA.
Estes mecanismos sao também muito sensiveis as caracteristicas do material cerdmico tais

como temperatura de calcinagao e composigao de fases.
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Diferencas ndo foram observadas nos resultados de dissolugcdo apresentados nas Tabelas
4.11 e 4.12. As amostras das quatro condi¢des apresentaram ganhos de massa e capturaram
calcio e fosforo da solucdo indicando que fosfatos de célcio foram precipitados nas
superficies de todas as amostras apds o contato com a solugdo. Entretanto, as quantidades
relativas do material precipitado nao apresentaram uma relagdo coerente com a composicao
e a temperatura de calcinacao de cada uma das amostras. Exemplo disto foi a amostra b que
apresentou o menor ganho de massa, mas capturou menos cdalcio da solu¢do que as

amostras a, ¢ ¢ d.

Os testes de imersdao em solugdo de fluido corpdreos (SFC) t€m sido empregados como
uma medida da bioatividade nas superficies das amostras. Considera-se mais bioativa a
superficie capaz de induzir a formagdo de maior quantidade de apatita a partir da seqiiéncia
de reagdes: dissolugdo, precipitacdo e troca idonica (DUCHEYNE et al., 1993; RADIN et
al., 1993). A formacdo espontinea de apatita foi verificada em superficies metélicas
recobertas com HA, ceramicas, biovidros e vitro-ceramicas por varios autores (HENCH et

al. 1988; RADIN et al. 1991; DE GROOT et al., 1990; SENA et al. 2003).

As amostras submetidas ao teste de imersdo em SFC por 168 horas apresentaram em sua
superficie depdsitos ricos em Ca e P, compativeis com a presenca de apatita biologica. Nas
condigdes a e b os depositos foram mais irregulares (Figura 4.35). Enquanto que, na
condicdo d (Figura 4.36 b) se observa a superficie da pastilha totalmente recoberta por um

“tapete” homogéneo de particulas.

WENG et al. (1997) avaliaram a formagdo da camada de fosfatos de calcio, em solucao
SBF, sobre implantes recobertos com fosfatos de célcio com diferentes razdes atomicas
Ca/P(1,59 e 1,73). Nos recobrimentos com razao Ca/P igual a 1,73 ndo houve deposicao de
fosfatos de calcio, j& no recobrimento com menor razdo Ca/P houve formacdo de uma
camada de fosfatos de calcio, apos 24 horas de imersdo. Os autores concluiram que a
evolucdo da camada de apatita sobre os recobrimentos ocorre simultanecamente em varios
nucleos, que crescem rapidamente e se fundem para em seguida formarem novos nucleos

de crescimento. Os autores também observaram que o crescimento inicial da camada de
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apatita ocorre em varias regides de poros, depressdes ou de defeitos, onde as condi¢des de

supersaturagdo sao alcancadas mais rapidamente.

Segundo DUCHEYNE e QUI (1999), quanto maior a dissolu¢do do material, maior devera
ser a precipitacao de apatita em sua superficie. A maioria dos autores se refere a dissolucao
em agua. De acordo com DUCHEYNE et al. (1993), o comportamento da degradagao,
verificado pela taxa de dissolugdo de biocerdmicas a base de fosfatos de calcio em solucao
TRIS na forma de po6s e granulos de sistema monofésico, cresce na seguinte ordem:
E-HA— CD-HA— OHA— B-TCP— a-TCP— TTCP. No caso de sistema bifésico
formado pela mistura de HA + B-TCP, B-TCP + a-TCP e a-TCP + TTCP, a taxa de
dissolu¢do e o produto i6nico de solubilidade podem ser substancialmente afetados pela
taxa de dissolu¢do do componente mais soluvel e aumenta com o teor desse componente.
Por isso, optou-se por testar a dissolucdo das amostras em solugdo TRIS seguindo a

orientagao da norma ISO/FDIS 10993-14.

A dificuldade de se correlacionar os resultados das experiéncias de dissolucao das quatro
condigdes das amostras em solugdo SFC pode ser explicado pelo uso de fragmentos
porosos nos experimentos. Ao contrario de p6 e granulos, estes sistemas possuem a maior
parte de sua area superficial no interior da amostra. Nestes casos, as reagdes de dissolugdo e
reprecipitacdo ocorrem principalmente dentro de poros internos, em volumes pequenos e
em condi¢des de saturacdo e pH um pouco diferentes da parte exterior do fragmento, onde
o contato ¢ feito diretamente com a solu¢do na sua composicao original. Portanto,
resultados diferentes daqueles obtidos com amostras em p6 ou em granulos podem ser
obtidos. Em conseqiiéncia, estes efeitos podem modificar o comportamento biolégico dos
materiais ceramicos a base de fosfatos de calcio, quando sdao usados em aplicagdes médicas,

na forma de pastilhas porosas.
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6 — CONCLUSOES

A andlise dos resultados obtidos neste trabalho permitiu tirar-se uma série de conclusdes
sobre a producdo de pastilhas porosas, utilizando um planejamento fatorial 2° para se
avaliar o efeito da razdo Ca/P, a porcentagem de naftaleno e a temperatura de calcinagao

nas propriedades das pastilhas.

1- Com a utilizagdo do Planejamento de Experimentos com 3 variaveis (razdo atomica
Ca/P, temperatura de calcinacdo e porcentagem de naftaleno) com dois niveis (-) e (+)
usado no processamento de pastilhas porosas, materiais foram produzidos com

diferentes composi¢oes de fases e com variacdes nas quantidades e tamanhos de poros.

2 - O célculo dos efeitos para a resposta das porcentagens de HA calculadas pelo método de
Rietveld, mostrou que dentre as trés variaveis estudadas (Ca/P, temperatura e a
porcentagem de naftaleno), a decomposicdo de fases depende principalmente da varidvel

razdo atomica Ca/P.

3 - As hidroxiapatitas estudadas se decompuseram em fosfato tricalcico (Cas (PO4), —TCP)
nas formas alotropicas o € B quando calcinadas na temperatura de 1000 e 1150°C, sendo

essa decomposi¢ao maior na hidroxiapatita deficiente em calcio (CD-HA).

4 - A compactacdo nao foi um fator critico na transformacdo de fases das hidroxiapatitas
quando comparamos o0s sistemas po € compactado, uma vez que no po e nas pastilhas

densas observou-se instabilidade similar.

5 - Analisando o efeito das trés varidveis estudadas na resposta porosidade total, verificou-
se que as variaveis temperatura de calcinac¢do e a porcentagem de naftaleno sdo as mais
importantes. O aumento da temperatura de calcinagdo reduz, como esperado, a

porosidade total.
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6 - A maior parte dos poros teve didmetros na faixa de 300-400pum, tamanho suficiente para
promover o crescimento dsseo. No entanto, foi observada a presenca de microporos na
superficie e na secao transversal das pastilhas, que também podem influenciar de forma

positiva no processo de crescimento dsseo in vivo.

7- A porcentagem de 20 e 40% de naftaleno utilizada para produzir poros nas
hidroxiapatitas, ndo interferiu significativamente na cinética de transformagao de fases.
Somente no material poroso (CD-HA) dado a sua instabilidade, o aumento na
porcentagem de naftaleno de 20 para 40% contribuiu para a transformag¢do da forma

alotropica B para o no TCP, na temperatura de 1150°C.

8 - Sobre todas as superficies expostas a SFC por 168 horas formaram-se particulas ricas
em calcio e fosforo. A morfologia da camada depositada na pastilha da condi¢ao d ¢

similar a observada em outros trabalhos da literatura.

9 - Em resumo, das condi¢des analisadas a condi¢ao d produzida a partir de CD-HA com
40% de naftaleno parece reunir boa correlagdo de fases (44,5%HA + 55,5% TCP),
elevada porosidade (66,0%) e camada homogénea de precipitados de célcio e fosforo.
Apesar de ndo ter se medido as propriedades mecanicas desses materiais o fato de ter
sido calcinada a 1150°C indica que nesse aspecto deve ser possivel seu uso no

preenchimento de cavidades dsseas.
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7 — SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1 — Utilizag@o de outras técnicas de compactacdo no processamento de pastilhas, como por,

exemplo, prensagem isostatica.

2 — O processamento de pastilhas com outros aditivos quimicos como formadores de poros

como: uréia, polimeros de grau médico, acido estearico e outros.

3 — Ensaios mecanicos para medir a resisténcia a compressao das pastilhas porosas.

4 — Testes de caracterizagdo biologica in vitro em meio de cultura de células.

5 — Testes in vivo.
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ANEXO 1
Quantificacao das fases nos padroes de DRX

Para quantificar as fases presentes nos padroes de Difracdo de Raios — X das amostras
estudadas, foram construidas duas curvas de calibragdes, uma para o - TCP e outra para

B - TCP, conforme a metodologia descrita a seguir (ISHIKANA et al. 1993).

1) Calcinagdo do p6 de hidroxiapatita (Ca/P = 1,68+0,02) a 1000°C/2h para a obtencio
da hidroxiapatita pura, calcinagdo do pd de hidroxiapatita (Ca/P = 1,49+ 0,02) a
1300°/2h para obter oo - TCP e por 1000°C/2h para obtengdo da fase p - TCP. Os

padroes de DRX das amostras padrdes calcinadas sdo apresentados na Figura Al.

(a)

—~
<
[se]
o
=

(0210)

20 25 30 35 40
20

Figura A.1 — Padrdes de DRX: (a) HA calcinada a 1000°C; (b) o - TCP obtido a 1300°C
e (c) B - TCP obtido a 1000°C.

2) Misturas dos pos padroes de HA com a - TCP e HA com 3 - TCP de composigdo
conhecida, na faixa de 20 a 80% em peso de HA.
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3) As linhas de difragdo selecionadas, foram os planos (2 1 1) para HA (26 =31,8),
(0 2 10) para B - TCP (260 = 31,0) e (0 3 4) para o - TCP (26 = 30,7). A escolha foi
baseada nas seguintes consideragdes: sdo as linhas mais intensas de cada fase, e
representa a cristalinidade de cada fase. Os padrdoes de DRX indicando a posicao dos

picos de cada fase, foram mostrados na figura Al.
4) Construgao das curvas de calibragdes

Sabendo-se X ¢ a porcentagem de HA na mistura a 1000°C e (100 — X) a porcentagem
de B - TCP a 1000°C ou o - TCP a 1300°C, a composi¢io da mistura é determinada por:

X Cam (PO4)6 (OH)2 + (100 - X) Ca9 (PO4)6 (1)
A relagdo entre a razao atdmica Ca/P e X pode ser determinada por:
Ca/P = 900 + X/ 600 (2)

As razdes de intensidades relativas (RIR) das linhas mais intensas foram calculadas pelo
parametro p.

1211(HA)
1211(HA) + 10210( 8 — TCP)

3)

Pp =

I1211(HA
pu= — (F4) 4)
(HA) + 1034(a — TCP)

As Tabelas A.1 e A.2 apresentam as misturas padrdes preparadas para as curvas de
B - TCP, o - TCP, os valores de intensidades integradas obtidas a partir dos
difratogramas dos padrdes de HA , B - TCP e a - TCP e os valores de p (RIR).
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Tabela A.1 — Mistura dos Padrdes HA e B - TCP e os valores de intensidade e de
intensidade relativa (RIR).

Padrao %HA % B - TCP Tnain Ig-tcp210) | p (RIR)
A 20 80 355 1514 0,190
B 30 70 553 1347 0,291
C 40 60 801 1145 0,412
D 50 50 1066 984 0,520
E 60 40 1265 840 0,601
F 70 30 1475 557 0,726
G 80 20 1635 351 0,823

Tabela A.2 — Mistura dos Padroes HA e o - TCP e os valores de intensidade e de

intensidade relativa (RIR).

Padrio %HA % o - TCP Inaei Lo - TCP(034) p (RIR)
A 20 80 420 1222 0,256
B 30 70 574 1050 0,353
C 40 60 644 816 0,441
D 50 50 733 725 0,502
E 60 40 946 641 0,596
F 70 30 1087 543 0,666
G 80 20 1268 412 0,754

Quando valores de X sdo plotados em funcdo dos valores de p (RIR), uma reta pode ser
ajustada aos pontos, como mostra as figuras A3 e A4, determinando as seguintes

equacoes:

Xp=94,516 p + 1,891 para 3 - TCP &)
Xo=122,749 p - 12,63 para o - TCP (6)

com coeficientes de correlagdes iguais a 0,99926 e 0,99892 respectivamente.
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Figura A.2 — Curva de Calibragao para 3 - TCP.
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Figura A.3 — Curva de Calibracao para a - TCP.
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Substituindo os valores de X das equagdes (5) e (6) na equacao (2), obtém-se as razoes

Ca/P em fung¢ao de p para 3 - TCP e o - TCP respectivamente.

Ca/P=0,157 p + 1,503 (7)
Ca/P = 0,205 p + 1,479 (8)

Aplicando essas equagdes no calculo das razdes atomicas Ca/P das hidroxiapatitas

estudadas, foi observado que ndo ocorreu mudanga nos valores das razdes, quando

comparado com as razdes obtidas pela analise quimica.
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ANEXO 2

Espectros de IV de - TCP e a - TCP

Os espectros de Infravermelho com Transformada de Fourier (EIV) de - TCP e
a - TCP obtidos pela técnica de refletancia difusa sdo apresentados na Figura A.1. Esses
espectros obtidos pela calcinagdo do p6 de HA foram considerados como referéncias

para as analises dos espectros de IV das hidroxiapatitas estudadas neste trabalho.

(@)

T T T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de ondas (cm'1)

Figura A.1 — Espectros de EIV: (a) f - TCP e (b) o - TCP.

Os picos identificados nos espectros estao mostrados na Tabela abaixo:

Espectro p -TCP, picos (em™) Grupamento ou Fases
1506 ¢ 1430 COs™
1120, 1078, 944 e 433 B -TCP
1102, 1055 B - Ca,P,04
1030, 1003, 972, 608 e 540 B -TCP e B - Ca,P,05
Espectro o -TCP, picos (cm™) Grupamento ou Fases
1532 ¢ 1419 CO;”~
1202, 1137, 1105, 1077, 1051, 1000 a -TCP e B - Ca,P,04
958, 626, 571 e 447 a -TCP
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ANEXO 3

Quantificacio das fases cristalinas nos padrdes de DRX das amostras

E-HA e CD-HA utilizando o método de Hugo Rietveld

O método de Hugo Rietveld utiliza os padrdes de difracdo e, tem como caracteristica
fundamental a ado¢do de um modelo adequado ao estudo a realizar, que por meio de
modelamento e refinamento permiti extrair dos padrdes de difracdo informagdes
detalhadas da estrutura cristalina e informagdes analiticas dos materiais. A qualidade do
padrdo de difragdo obtido para a fase em estudo ¢ de fundamental importancia, por ser
ele comparado com o padriao de difracdo de referéncia. O método de Rietveld, usado
para o refinamento da estrutura cristalina e das caracteristicas do perfil da reflexdo do
fundo, foi uma das primeiras técnicas analiticas de difra¢dao de agregados policristalinos

(HILL, 1987; McCUSKER et al., 1999).

O modelo estrutural adotado por Hugo Rietveld inclui véarios tipos de parametros

destacando-se (YOUNG 1995):

a) Pardmetros de estrutura cristalina: coordenadas (X, y, z) da posi¢do dos 4&tomos na
célula unitaria, deslocamentos vibratorios dos atomos, densidade ocupacional das
posicdes atdmicas, dimensdes (a, b, ¢) da célula unitaria e angulos (a, 3, y) entre os
vetores.

b) Parametros do perfil das reflexdes: largura das reflexdes, assimetria e forma.

c) Parametros globais: fun¢do do fundo que engloba o comprimento de onda (o, o) €
o zero da escala 20.

d) Parametros de intensidade: inclui o fator de escala, que ajusta a altura de todas as
reflexdes do padrao de DRX calculado as do padrdao de DRX observado.

e) Parametro de correcdo da orientagdo dos cristalitos da amostra.
Os parametros acima listados permitem que se calcule por meio de algoritmos, um

padrao modelo adequado a fase que queremos estudar, o qual ¢ comparado com o

padrao observado e a diferenca entre ambos ¢ minimizada fazendo variar os pardmetros
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no modelo estabelecido, utilizando o processo de refinamento baseado no principio dos

minimos quadrados segundo a Equacao a seguir:

Sy :Z:VV/(y/_yci)2

(A.1)
onde:
W; = fator de peso no ajuste 1/y;
Y; = intensidade observada

Y ;= intensidade calculada

A Equacido (A.1) permite o ajustamento da intensidade em cada ponto minimizando o

quadrado da diferenga entre observado e calculado.

A solucdao fundamental para uma estrutura ou a refino de um padrao de difracao ¢ a
intensidade dos picos de Bragg. A precisdo da medida de intensidade do pico pode ser

melhorada aumentando o niimero de passos ou a intensidade medida em cada passo

(tempo) (YOUNG 1995).
Analise quantitativa de fases

Para a modelacdo ¢ o ajuste dos padroes de DRX assim como a quantificacdo das fases
presentes nos padrdes (HA, a-TCP e B-TCP) das amostras E-HA e CD-HA dos trés
sistemas estudados (pd, denso e poroso) foi utilizado o programa FULLPROF
(RODRIGUEZ — CARVAIJAL, 1996). Para executar esse programa ¢ necessario o
conhecimento da estrutura cristalina das fases presentes na mistura (grupo espacial e os
parametros estruturais), os dados do padrao experimental e os comandos de refinamento

(dados de entrada).

O programa FULLPROF ¢ um dos mais importantes programas para o refinamento de
Rietveld e, pode ser obtido pela Internet. A ultima versdo do FULLPROF se encontra
disponivel no seguinte enderego: http://www-llb.cea.fr .

O programa FULLPROF permite modelar padrdes teoéricos e refinar estruturas a partir

de padrdes experimentais. Utiliza difragdo de raios-X e neutrons. As principais
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aplicagdes sdo: refinamento de estruturas cristalinas, estruturas magnéticas (difragao de
neutrons), andlise quantitativa de fases, medicdo precisa de parametros reticulares,

caracterizagdo de texturas, investigagdes de deformagdes e tamanhos de cristalito.

A quantificacao pelo método de Rietveld se baseia em trés aspectos iniciais (PHILIPPO

etal., 1997):

1) Cada estrutura cristalina tem seu proprio padrdo de difragdo que ¢ caracterizado
pelas posi¢des e intensidades de cada pico de difragdo.

2) A superposicdo dos padroes de difracdo faz-se por simples adi¢do, sem
interferéncia.

3) A integral da superficie do padrdo de cada fase ¢ proporcional a porcentagem da

fase na mistura.
Os dados quantitativos sdo deduzidos de fatores de escala, apds a superposicdo e
minimiza¢cdo de diferencas de padrdoes medido e calculado, este obtido a partir de

modelamento de cada fase na mistura.

Na andlise quantitativa a fracdo ponderal das fases presentes na mistura ¢ calculada pela

Equacao A.2
__SZMV, 1,
Y USZMV)It,
(A.2)
onde:

S; = sdo os fatores de escala de cada fase

Zi=ntimero de moléculas em cada célula unitéria

M;j= massa molecular

V; = volume de cada célula unitaria

t,= fator de Brindley para o contraste de absorcdo (tabelado)

Arquivos de entrada do refinamento

137



1) O primeiro arquivo de entrada ¢ o padrdo de difragdo de raios-X. Esse arquivo
contém os dados do experimento, o passo entre as medidas e a lista das intensidades que

foram calculadas ponto a ponto. Normalmente esse arquivo tem a extensdo “. DAT ”.

2) O segundo arquivo (nome da amostra .PCR) contém os dados do experimento ¢ da
amostra (como os grupos espaciais indicando as posi¢des atdmicas dos cristais

investigados como também os parametros cristalinos de cada fase).

O processo de refinamento implica em editar um numero de vezes o arquivo com
extensdo PCR até que se refinem poucos parametros e gradualmente se vai ajustando o
calculado (experimental), & medida que se refina mais e mais parametros instrumentais,

cristalograficos e da amostra.

Arquivos de saida do refinamento

1) Arquivo de extensdo “.SUM ”: contém de forma reduzida o resultado do refinamento

dos parametros”.

2) Arquivo de extensdo “.OUT ”: contém todos os resultados e os célculos que foram

gerados no refinamento.

3) Arquivo de extensao “.Prf ”: contém os padroes de difragdo de raios-X calculado

simulado e a diferenca entre os dois.
O refinamento das amostras E-HA ¢ CD-HA dos trés sistemas estudados (p6, denso e

poroso) foi feito utilizando-se arquivos de entrada elaborado pelo pesquisador Carlos

André do NUCAT/PEQ.
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