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RESUMO

A perda de tecido ésseo é um problema grave que requer um olhar diferenciado tanto
na medicina humana quanto na veterinaria e, por isso os fosfatos de calcio tém sido
utilizados como biomateriais ceramicos para aplicagdes como enxerto ou implante
0sseo. Neste contexto, varios fosfatos de célcio sdo objeto de estudo por
apresentarem os principais constituintes minerais dos ossos. A sintese dos
biomateriais ceramicos promove a formagao de diferentes fases cristalinas, as quais
S0 necessarias para suas aplicacdes biomédicas. Entretanto, a norma de validacao
dos biomateriais ceramicos ISO 13779-3 2008 para a quantificacdo de fases
cristalinas realiza o calculo com apenas um determinado plano cristalografico de cada
fase cristalina, o que limita o resultado. Diante deste pressuposto, esse trabalho teve
como objetivo obter trés tipos de fosfato de calcio (Hidroxiapatita - HAp; Fosfato
tricalcico - BTCP e Fosfato tricalcico - aTCP), apds, utiliza o refinamento por Rietveld
para obter informacéo mais precisa do material, construindo as suas curvas padrao.
Os fosfatos de célcio foram obtidos por precipitacao (HAp e BTCP) e por combustéo
(aTCP), em seguida foram caracterizados por Fluorescéncia de Raios X (FRX),
Espectroscopia de Infravermelho (FTIR), Microscopia eletrénica de Varredura (MEV)
e Difracao de Raios X (DRX), e posteriormente aplica o refinamento por Rietveld. Nos
resultados por FRX foram encontrados e quantificados os elementos quimicos (Ca e
P) como principais, no FTIR identificou-se a presenca de grupos funcionais
correspondentes aos respectivos fosfatos de calcio, na MEV foi possivel observar
particulas aglomeradas, com tamanhos inferiores a 10um, no DRX identificou-se as
fases cristalinas de cada fosfato e, com a utilizagdo do refinamento por Rietveld
quantificou-se as fases cristalinas, determinando também a fase amorfa do material
que nao difrata, consequentemente, quando comparado com a norma identificou-se
um resultado mais preciso das fases cristalinas presente no material. Posteriormente
foi realizado um estudo sobre a influéncia da temperatura para o fosfato de calcio
(BTCP) por precipitagédo, nas temperaturas de 900°C e 950°C, e foi encontrada uma
fase binaria (HAp / BTCP); com a elevagédo da temperatura de 1000°C até 1200°C,
identificou-se uma unica fase (BTCP). As curvas de calibragdo obtidas permitem a
quantificacao das fases (Hap / BTCP e HAp / aTCP), entretanto, na sintese por
combustao para obtencao do aTCP, percebeu-se uma dificuldade na elaboracédo da
curva padréao (HAp / aTCP) devido ao tamanho de particulas, preparacao da amostra,
orientacao preferencial e presenca de material amorfo na amostra. Conclui-se que foi
possivel sintetizar os fosfatos de calcio, e que a aplicagéo do refinamento por Rietveld
demonstrou ser um método viavel, o qual se constitui em uma forma mais simples e
confidvel para a quantificagdo das fases cristalinas, para que, em seguida, esse
biomaterial possa ser aplicado na area biomédica.

Palavras-chave: Biomateriais. Sinteses. Fosfato de Calcio. Regeneracao 6ssea.



ABSTRACT

The loss of bone tissue is a serious problem that requires a different look both in human
and veterinary medicine and, therefore calcium phosphates have been used as
ceramic biomaterials for applications such as graft or bone implant. In this context,
several calcium phosphates are studied because they present the main mineral
constituents of bones. The synthesis of the ceramic biomaterials promotes the
formation of different crystalline phases, which are necessary for their biomedical
applications. However, the validation standard of the ceramic biomaterials ISO 13779-
3 2008 for the quantification of crystalline phases performs the calculation with only a
certain crystallographic plane of each crystalline phase, which limits the result. The
objective of this work was to obtain three types of calcium phosphate (Hydroxyapatite
- HAp; tricalcium phosphate - BTCP and tricalcium phosphate - aTCP), after, uses
refinement by Rietveld to obtain more accurate information of the material, constructing
their standard curves. Calcium phosphates were obtained by precipitation (HAp and
BTCP) and by combustion (aTCP), X-ray Fluorescence (FRX), Infrared Spectroscopy
(FTIR), Scanning Electron Microscopy (SEM) and X-Ray Diffraction (XRD), and then
apply refinement by Rietveld. In the results by FRX were found and quantified the
chemical elements (Ca and P) as main, in the FTIR was identified the presence of
functional groups corresponding to the respective calcium phosphates, in the SEM it
was possible to observe agglomerated particles with sizes smaller than 10um, in XRD
the crystalline phases of each phosphate were identified and, with the use of the
refinement by Rietveld, the crystalline phases were quantified, determining also the
amorphous phase of the material that does not diffract, consequently, when compared
with the norm a more precise result of the crystalline phases present in the material
was identified. Afterwards a study on the influence of the temperature for the calcium
phosphate (BTCP) by precipitation, at the temperatures of 900 ° C and 950 ° C was
carried out, and a binary phase (HAp / BTCP) was found; with the elevation of the
temperature from 1000 ° C to 1200 ° C, a single phase (BTCP) was identified. The
calibration curves allow quantification of the phases (Hap / BTCP and HAp / aTCP),
however, in the combustion synthesis to obtain aTCP, (HAp / aTCP) due to particle
size, sample preparation, preferential orientation and the presence of amorphous
material in the sample were observed. It was concluded that it was possible to
synthesize the calcium phosphates, and that the application of the refinement by
Rietveld proved to be a viable method, which is constituted in a simpler and more
reliable way for the quantification of crystalline phases, so that this biomaterial can then
be applied in the biomedical area.

Keywords: Biomaterials. Synthesis. Calcium phosphate. Bone regeneration.
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1 INTRODUCAO

Devido ao aumento da expectativa de vida e, por conseguinte, 0 aumento do
nimero de pacientes comprometidos clinicamente (por exemplo, osteoporose),
implica na aplicagdo de implantes de 0sso para tais pacientes como um desafio
crescente para os cirurgioes ortopédicos e dentarios (Salmen et al., 2017), se fazendo
necessarias alternativas viaveis e seguras. Materiais desenvolvidos para aplicagéo,
substituicao e regeneracao da estrutura éssea enquadram-se na classe de materiais
denominados biomateriais. Estes materiais devem apresentar um conjunto de
propriedades fisicas, quimicas e bioldégicas que permitam desempenhar a funcéo
desejada, além de estimular uma resposta adequada dos tecidos vivos (Kawachi et
al., 2000).

O estudo sobre biomateriais, especificamente os ceramicos, tem atraido a
atencao da comunidade cientifica. Desde entdo os mesmos vém sendo utilizados em
diversos campos de estudos como enxertos, reparacdo Ossea odontoldgica e da
cartilagem articular, por serem seguros, eficazes e biologicamente aceitaveis (Ferreira
et al, 2017). Dentre estes materiais estdo os fosfatos de calcio que se apresentam
CoOmo 0s principais compostos estudados e empregados na reposi¢cao e regeneragao
do tecido 6sseo, pois apresentam como principais caracteristicas: semelhanga com a
fase mineral de 0ssos; dentes e tecidos calcificados; biocompatibilidade; bioatividade;
auséncia de toxicidade local ou sistémica; aparente habilidade em se ligar ao tecido
hospedeiro; taxas de degradacdo varidveis e osteocondutividade (Guastaldi,
Aparecida, 2010).

A Hidroxiapatita (HAp), fosfato tricalcico (BTCP) e o fosfato tricalcico (aTCP)
tem motivado estudos como biomaterial para a reposigéo e regeneracao do tecido
0sseo, devido também a natureza reabsorvivel, por possibilitar a geracdo de
porosidade no implante, quando em funcédo, promove a regeneragdao da estrutura
ossea (Champion, 2013), (Kawachi et al., 2000; Guastaldi, Aparecida, 2010; (Laurent
et al., 2008; Pelisser, Gleize e Mikowski, 2009; Pompeu et al., 2013).

Existem varios métodos de sintese de fosfatos, entretanto tem sido utilizada a
precipitacdo quimica e combustdo devido a estes serem o0s mais aplicados nas
pesquisas para obtencdo dos fosfatos de célcio. A HAp e BTCP sao obtidas por

precipitacdo quimica, na qual produz pés com cristalitos menores. Os estudos a
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defendem por sua simplicidade, baixo custo, reatividade, estequiometria e material
homogéneo, além de produzir HAp com caracteristicas similares as do tecido 6sseo e
dentario (Koutsopoulos, 2002). Para o aTCP é empregada a sintese via combustao
em solugdo, pois € um dos métodos mais eficientes para sua obtencdo, além de
apresentar baixo custo de produgdo e ocorrer por uma reagdo rapida e
autossustentavel (Saciloto; Volkmer, 2014).

A sintese dos biomateriais ceramicos promove a formacao de diferentes fases
cristalinas, as quais sdo necessarias para suas aplicacées biomédicas. Entretanto, a
norma de validagdo dos biomateriais ceramicos I1SO 13779-3 2008 para a
quantificacao de fases cristalinas realiza o calculo com apenas um determinado plano
cristalografico de cada fase cristalina, o que limita o resultado.

Diante do exposto, esse trabalho teve como objetivo obter trés tipos de fosfato
de célcio (Hidroxiapatita — HAp e os Fosfato tricalcico - BTCP e aTCP), apés, utilizar
o refinamento por Rietveld para obtencdo de informagdo mais precisa do material,
construindo as suas curvas padrao, para que, em seguida, esse biomaterial possa ser

aplicado na érea biomédica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Engenharia de Tecidos

A engenharia de tecidos € uma linha da ciéncia voltada para a pesquisa
multidisciplinar, que envolve conhecimentos de medicina, biologia e engenharia, para
o desenvolvimento de substitutos biolégicos de reparagdo, reconstrucdo e
regeneracao de tecidos decorrente de grande perda de integridade tecidual por
traumas e deformidades do seu desenvolvimento. Diferentemente dos tratamentos
convencionais vigentes, baseados em cirurgia reconstrutora ou transplante de 6érgéos,
estratégias em engenharia tecidual possibilitam o desenvolvimento de substitutos
biofuncionais para érgaos e tecidos com tolerancia imunolégica para implantacao,
sem risco de rejeigdo pelo paciente. Por isso, a aplicagdo de biomateriais sintéticos e
naturais na regeneracao do tecido ésseo é relevante pelo pouco dano causado aos
tecidos saudaveis, facil dissolucdo e absorcdo em meio fisiolégico, baixo risco de
contaminacgdao viral e bacteriana, estimulo a formacao éssea, e facil disponibilizacao
no mercado (Lépez et al., 2013; Silva, 2017; Abreu et al., 2017).

Como as pesquisas procuram desenvolver estruturas teciduais e matrizes
extracorpéreas de suporte a cultura celular a partir do uso de células vivas,
biomateriais, fatores fisicos e bioquimicos. Os resultados envolvem a reparagéao de
tecidos ou érgaos danificados a partir daqueles tecidos desenvolvidos. Adicionalmente
a Engenharia de Tecidos incluem outras aplicacées como o teste de drogas quanto a
eficacia e toxicologia a partir do desenvolvimento e morfogénese celular, o que
culminou em varios avancos da biologia celular e molecular e da engenharia de micro
e nano sistemas (Berthiaume, 2011).

O grande potencial € tido como uma alternativa aos métodos de tratamento
convencionais para a reparagcao de tecidos e tem estimulado véarias pesquisas no
sentido de desenvolver melhores estratégicas, capazes de superar os multiplos
desafios da engenharia de tecidos (Ambre, Katti, 2015).

Uma das formas de compreensao da engenharia de Tecidos esta na relacao da
estrutura com a fungédo em tecidos normais e patolédgicos, para o desenvolvimento de
substitutos bioldgicos para restaurar, manter ou melhorar a funcao dos tecidos
(Barbanti, 2005; Armentano, 2010; Chen et al. 2013), apresentando regeneracao de
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tecido e oOrgaos dos préprios pacientes, com boa biocompatibilidade e
biofuncionalidade, sem que ocorram problemas com rejeicdes imunes severas. (Yoon;
Fisher, 2007, Ibrahim et al. 2017).

E possivel destacar que as areas da engenharia e das ciéncias da vida, como
auxiliares da regeneragéao e restauragao dos tecidos deformados ou lesados, gerando
substitutos bioldgicos capazes de reparar, conservar ou aperfeicoar o desempenho e
atividade dos mesmos, aprimorando e desenvolvendo novas terapéuticas e fabricando
novos biomateriais (Tabata, 2009).

Novos entendimentos sobre os biomateriais em discordancia com a abordagem
classica dos biomateriais, que trata somente da implantacdo dos biomateriais, a
engenharia de tecidos baseia-se também na compreensdo da formacdo e
regeneracdo de tecidos, objetivando indugdo de novos tecidos (Petruzzo, 2012;
Baratéla, 2015).

Com uma forma multidisciplinar focado no desenvolvimento e aplicagdo dos
conhecimentos em quimica, fisica, engenharia, ciéncias da vida e clinica para a
solucao de problemas médicos criticos, como perda de tecidos e faléncia de érgaos
(Armentano, 2010; Kierszenbaum, 2016).

2.1.1 Regeneracio Ossea

A regeneracao 0ssea baseia-se na cicatrizagdo do defeito 6sseo atraves da
reconstituicdo do tecido lesado sem a presenca de uma “cicatriz” Ossea,
reestabelecendo a estrutura e funcdo mediante o crescimento das células
osteogénicas (Junqueira, Carneiro, 2008; Donos, Calciolari, 2014). A velocidade de
consolidagdo de fratura pode ser determinada por processos nao especificos
anabdlicos (formados de 0sso) e catabdlicos (reabsorcdo éssea), os eventos sao
influenciados por numerosos fatores fisiolégicos e farmacol6gicos no ambiente de
reparo. Entre os principais eventos se encontram a natureza e extensdo da leséo,
forcas biomecanicas atuantes, fa&rmacos e condi¢cdes genéticas (Schindeler, et.al,
2008).

A regeneracao 6ssea inicia-se pela proliferacao de tecido conjuntivo ao redor
da fratura, formando-se tecido 6sseo imaturo tanto pela ossificacdo endocondral de

pequenos pedacos de cartilagem que se formam como também por ossificacdo
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intramembranosa. Ap6s algum tempo surge um calo 6sseo constituido por tecido
06sseo imaturo que envolve a extremidade dos ossos fraturados, mas une
provisoriamente as extremidades do osso fraturado. Este cenario aponta para um
desafio crescente para nova area dos materiais, o uso de biomateriais como substituto
0sseo, seja para substituir o tecido afetado ou para facilitar a sua regeneragao. (Rosa,
2006; Gimeno, 2007). E uma das técnicas de restauragdo mais importante do corpo,
porque 0 0sso € um tecido extremamente dinamico e tem a capacidade de sofrer
regeneragao quando lesionado. No entanto, esta capacidade regenerativa € limitada
pelo tamanho da lesdo. Defeitos désseos extensos, provocados por traumas,
extirpacdo de tumores e outras patologias ndo se regeneram espontaneamente
(Fernandes, 2011).

O termo regeneracao refere-se ao processo de cicatrizagdo em que ocorre a
restauracdo completa do tecido do ponto de vista morfolégico e funcional
(Poologasundarampillai et al. 2014). No momento em que a integridade funcional do
tecido nao é alcangada, ao contrario da regeneracao, ocorre o processo de reparacao,
em que um tecido fibroso substitui o tecido original, uma vez lesado o tecido 0sseo, a
cicatrizagdo pode ocorrer dois processos: reparagao e regeneragao. (Silveira, 2017;
Araujo, 2018), como pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1 - Principais etapas da regeneracao 6ssea ap6s uma fratura (Pape, Harvey, 2010).
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Qualquer lesao ou fratura provocada no ésseo, ativa a regeneracao éssea,
liberando indutores de citocina como: fatores de crescimento de fibroblastos, fatores
de crescimento semelhantes a plaquetas, interleucina, fatores de indugéo éssea, entre
outras. A regeneracao dssea ndo € s6 um processo biolégico em que a estrutura e a
funcado do tecido danificado ou perdido sdo completamente restauradas. Ela depende
também de fatores elétricos, bioquimicos mecanicos que sao de grande importancia
na regeneracao e na manutencao do 0sso vivo (Salgado, 2002; Pape, Harvey, 2010).

O processo natural de reparagcao 6sseo é suficiente para a consolidagdo de
defeitos 6sseos adquiridos, como por exemplo: fraturas, desde que haja os requisitos
basicos para esse reparo, como a adaptacao das bordas da ferida e a estabilidade do
0sso. Entretanto em alguns casos esses defeitos podem ser de tal magnitude
(tumores, fraturas graves, reabsor¢des dsseas) que pode requerer outros elementos
para possibilitar esse reparo. O reparo e a neoformacao 6ssea promovida pelos
substitutos 6sseos correm de acordo com trés principios osteogénicos: osteoindugao,
osteoconducgdo e osteostimulagao ou osteopromocgéo (Silva. 2017; Caballé-Serrano et
al. 2017).

Para restaurar o tecido perdido, médicos e cirurgides-dentistas realizam mais
de um milhdo de procedimentos envolvendo regeneracao 6ssea a cada ano, s6 nos
Estados Unidos da América (Fierz, et. al, 2008). Dentre os materiais sintéticos as
ceramicas apresentam-se como a principal alternativa da regeneragao éssea.
Algumas ceramicas sao consideradas biomateriais, biocompativeis e com
propriedades de tracdo baixas, porém com excelente forca de compressao, alta
resisténcia ao carregamento e baixas propriedades friccionais (Larsson, 2010). As
células presentes no tecido 0sseo podem ser divididas em quatro tipos:
osteoprogenitoras, osteoblastos, oste6citos e osteoclastos. As células
osteoprogenitoras estédo localizadas no periésteo e no endésteo (Gartner; Hiatt, 2007;
Frota et al. 2011).

A regeneracao O0ssea nao € somente um processo bioldgico. Ela também
depende de fatores elétricos, bioquimicos e mecanicos, que sao de grande
importancia na regeneragdo e na manutencao do osso vivo (Paschoal, 2003). O
resultado satisfatorio para a regeneragéao 6ssea artificial depende fundamentalmente

da diferenciagdo de células mesenquimais em osteoblastos, uma vez que grande
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guantidade de células diferenciadas ou nao diferenciadas, de forma ineficiente podem
comprometer a conformagao desejada do novo osso formado (Acil, 2014).

A osteoinducao é um processo de neoformacgado 6ssea a partir da indugao por
meio de fatores de crescimento, plasma rico em plaquetas, entre outros agentes
indutores de células osteoprogenitoras no leito receptor. Estes agentes indutores
atuam na diferenciacao e proliferacdao de osteoblastos e na angiogénese e estes sao
fatores de extrema importancia para o reparo e a remodelacdo éssea (Urist, et al,
1983; Dallabrida, et, al, 2018). Na osteocondugéo, o enxerto ou o bioimplante séo
estruturas de suporte do arcabouco para a neoformacgao 6ssea, através dos quais o
crescimento de capilares e células osteoprogenitoras ocorre para o interior do leito
0sseo, permeio ou através dos mesmos (Bosch, 1995; Loureiro, et. al, 2014; Franco
etal. 2017).

2.1.2 Osso

O processo de remodelacdo 6ssea consiste em uma atividade conjunta de
destruicdo de areas lesadas ou envelhecidas do osso por células osteoclasticas e
reconstrucado do tecido por células osteoblasticas, de modo que haja uma correlacéao
entre formacao e reabsorgéao 6ssea (Wang et al., 2016).

O osso nao € completamente compacto, pois ha pequenos espagos entre seus
componentes rigidos. Alguns espacos formam canais para 0s vasos sanguineos que
suprem as células 6sseas com nutrientes. Outros espacos constituem areas de
armazenamento para a matriz 6ssea. Pode-se dizer que existe dois tipos de 0ssos:
0ss0 primario (imaturo ou osteodide) e osso secundario (maduro ou lamelar). O osso
primario é imaturo e o primeiro a se formar durante o desenvolvimento fetal e durante
a recuperacao 6ssea. E rico em ostedcitos e em feixes de colagenos ndo modelados,
0S quais mais tarde serdo substituidos como osso secundario, que é osso maduro
com uma matriz mais calcificada sendo, portanto, mais forte que o primario (Junqueira,
2008; Ai-Agl et al.,, 2008). Outra classificacdo é quanto as suas carateristicas
macroscopicas: tecido 6sseo compacto ou cortical e tecido ésseo esponjoso ou
trabecular, sendo constitutivos por mesmas células e matriz 6ssea, mas diferenciando
enquanto a suas estruturas e fungdes (Andia, Cerri, Spolidorio, 2006; Junqueira,
Carneiro, 2008; Judas, Figueredo, 2012).
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Significa que o0 0sso constitui um tecido conjuntivo especializado composto por
uma matriz organica mineralizada que contém proteinas colagenas e nao colagenas,
e por uma porgao mineralizada, na qual ions calcio (Ca) e fésforo (P) se arranjam na
forma de hidroxiapatita (Lopes et. al, 2015).

Podendo ser considerado por si s6 um 6rgao, visto que é constituido por
diversos tecidos diferentes que atuam em conjunto: tecido 6sseo, cartilagem, tecido
conjuntivo denso, epitélio, tecido hematopoiético, tecido adiposo e tecido nervoso. O
tecido 6sseo e o sistema esquelético sao responsaveis por muitas fungcdes basicas,
tais como suporte, protecdo, armazenamento de minerais, producdo de células
sanguineas e armazenamento de energia quimica. As suas caracteristicas ao nivel da
rigidez, elasticidade (moderada), plasticidade (muito limitada) e fragilidade fazem dele
um tecido apropriado, tanto para o0 movimento como para o suporte e para a protecao
dos tecidos moles (Paretsis, et al, 2017). O sistema esquelético é dividido em
esqueleto axial, que compreende cranio, coluna vertebral, costelas e esterno, e o
esqueleto apendicular, que é dividido em cingulos do membro superior, inferior, com
bracos e pernas. Na composicao do esqueleto 6sseo, existem quatro tipos de 0ssos,
gue sao caracterizados como: longos, curtos, planos e irregulares. O sistema 6sseo
constitui a maioria das estruturas no sistema esquelético, e o esqueleto representa
aproximadamente 20% do peso total corporal. Esse sistema desempenha diversas
funcbes, como: sustentacgéo, sitios de fixacao, colabora com o sistema de alavancas,
faz protecdo, armazenamento de célcio e minerais como também hematopoese
(Hamill; Knutzen, 2012).

A subunidade da estrutura do osso compacto é o 6steon (sistema harvesiano),
que faz a organizacao das fibras colagenas e da substancia fundamental mineralizada
de uma forma seriada unica espiralada concéntrica, formando as lamelas. Formacgao
essa que traz rigidez devido a presenca dos cristais de fosfato de calcio, que permitem
que o 0sso cortical receba grandes cargas em compressao (Neumann, 2011).

Uma das carateristicas dindmicas do osso esta com relagdo a movimentacao
constante de entrada e saida de minerais. Diariamente, pode entrar ou sair do 0sso
em uma pessoa adulta até cerca de meio grama de célcio, e por semana o corpo
humano recicla cerca de 5 a 7% de sua massa 6ssea. O 0sso tem em sua composicao
uma matriz de sais inorganicos e colageno, que é encontrado em todo o tecido

conjuntivo. Os minerais: célcio (Ca) e fosfato (P), aliados ao colageno, constituem
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cerca de 60 a 70% do tecido 6sseo e a agua constitui aproximadamente 25 a 30% do
peso 6sseo (Hamill; Knutzen, 2012).

O tecido ésseo compacto ou cortical fornece protecéo, suporte e resisténcia as
forcas produzidas pelo peso e movimento, constituido por colunas cilindricas em
unidades repetidas, cujo eixo maior é paralelo ao do osso, chamadas de 6steons ou
sistema de Havers. Ja o tecido 6sseo esponjoso é formado por lamelas 6sseas
delgadas dispostas de forma irregular de finas colunas de ossos, chamadas de
trabéculas o qual delimita as cavidades intercomunicantes no 0sso vivo. As trabéculas
presentes no tecido trabecular estdo organizadas na forma de rede tridimensional a
qual confere ao osso Otima resisténcia as cargas transmitidas pelas superficies
articulares, além de tornar o osso mais leve, (Tortora, Derrickson, 2009; Judas,

Figueredo, 2012), de acordo a ilustragdo na Figura 2.
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Figura 2 - Morfologia do osso compacto e esponjoso (Judas e Figueredo. 2012).
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Possui trés fungbes no organismo: mecanica, protetora e metabdlica
(Cummings, 2002). No qual o esqueleto é dividido anatomicamente em dois tipos: 0sso
cortical ou compacto e osso trabecular ou esponjoso. O 0sso cortical equivale a cerca
de 85% da massa 6ssea e um terco do volume do esqueleto. Consiste em uma
camada compacta e densa que se localiza na regido externa dos o0ssos longos
apresentando diversas lamelas intensamente empacotadas (ésteons), na forma de
dutos cilindricos, dispostos paralelamente ao eixo principal nos ossos longos, e é
envolvido por um tecido conjuntivo denominado peridsteo rico em colageno e células
osteoprogenitoras (Alves, 2011; Gongalves de Souza et al. 2015). Podemos observar
na Figura 3 as partes constituintes do o0sso.
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A estrutura do osso é formada por hidroxiapatita, colageno, pequena

quantidade de proteoglicanos, proteinas nao colagenas e agua.

2.2 Biomateriais

Os Biomaterias possuem algumas definicbes: como qualquer substancia (que
nao seja droga ou farmaco) ou combinacdo de substancias, de origem sintética ou
natural, que possa ser usada por um periodo, completa ou parcialmente, como parte
de um sistema que trate, aumente ou substitua qualquer tecido, érgao ou funcao do
corpo (Pires, Bierhalz, Moraes, 2015). Além disso, eles devem nédo s6 serem capazes
de desempenharem a funcéo estrutural pretendida, sem desencadear qualquer efeito
sistémico ou local indesejavel naquela aplicagao especifica (Bhoyar, Borade, 2015),
mas também apresentarem comportamento biolégico semelhante a do érgdo ou
tecido que estd sendo substituido. Portanto, essas caracteristicas de
biocompatibilidade e biofuncionalidade devem estar diretamente relacionadas as
propriedades fisico-quimicas, estruturais e biolégicas do implante para que ele
desempenhe sua funcdo em harmonia com a resposta frente ao sistema vivo apés
sua implantacao (Raucci et al.,2016; Hejazi, Mirzadeh, 2016; Basel et al. 2017).

No Instituto Nacional de Saude Americana (NIH) abrange a definicdo de
biomateriais como ”"qualquer substancia ou a combinagdo de substancias, com
excecao de medicamentos, de origem sintética ou natural, que possam ser utilizadas
por qualquer periodo de tempo, para aumentar ou substituir parcial ou totalmente
qualquer tecido, érgéo ou fungao do corpo, a fim de manter ou melhorar a qualidade
de vida do individuo” (Anusavice, Shen, Rawls, 2013).

De acordo com a resposta induzida ao meio biolodgico, os biomateriais podem
ser classificados em bioinertes, biotoleraveis, biorreabsorviveis e bioativos (Guastaldi;
Aparecida, 2010).

e Materiais bioinertes: tolerados pelo organismo, porém a formacdo do
envoltério fibroso € minima. De acordo com a Conferéncia da Sociedade Européia
para Biomateriais, realizada em 1986 na Inglaterra, o termo bioinerte ndo é adequado,
visto que todo material induz algum tipo de resposta do tecido hospedeiro, mesmo que
minima, portanto, este termo deve ser evitado (Kawachl et al., 2000). Os mais

utilizados séo: alumina, zirconia, titanio e ligas de titanio.
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e Materiais biotoleraveis: sao tolerados pelo organismo, sendo isolados dos
tecidos adjacentes por formacao de camada envoltéria de tecido fibroso. A espessura
da camada é inversamente proporcional a tolerabilidade dos tecidos ao material. Sao
representantes deste grupo quase todos os polimeros sintéticos, assim como a grande
maioria dos metais (aco inoxidavel e ligas de cobalto-cromo).

e Materiais bioativos: ocorrem ligagdes de natureza quimica entre material e
tecido Osseo (osteointegracdo), em funcdo da similaridade quimica entre estes
materiais e a parte mineral 6ssea. Os tecidos dsseos se ligam a estes materiais,
permitindo a osteoconducado através do recobrimento por células ésseas. Os
principais materiais desta classe s&o os biovidros e vitroceramicas, fosfatos de calcio,
hidroxiapatita.

e Materiais biorreabsorviveis: materiais que apds certo periodo de tempo
acabam sendo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo organismo. Esta
caracteristica os torna interessantes, pois, ndo ha necessidade de realizagcdo de outra
cirurgia para retirada ou substituicdo do material. Como exemplos desta classe de
materiais encontram-se o fosfato de calcio (TCP) e o acido polilatico.

Materiais aplicados para a substituicdo e regeneracdo da estrutura Ossea
enquadram-se na classe de materiais denominados Biomateriais. Esta classe dos
materiais deve apresentar um conjunto de propriedades fisicas, quimicas e biolégicas
gue permitam aos mesmos desempenhar a fungao requerida, além de estimular uma
resposta adequada dos tecidos vivos (Chevalier, Gremillard, 2009). Os biomateriais
sao conhecidos em grande variedade de formas, desde polimeros a metais, passando
pelas ceramicas, o grupo mais efetivo e promissor para a reposicao éssea (Greenlee
JR, 1972; Best, 2008; Sinhoreti et al. 2013).

Os biomateriais podem ser do ponto de vista da natureza dos materiais como:
poliméricos, metalicos, ceramicos ou compositos e as suas aplicacoes sao baseadas
fundamentalmente com o objetivo a que se destina. Entre eles podem-se citar: em
tecidos moles aumentando ou redefinindo o tecido como implantes faciais, implantes
de seio; em odontologia em componentes estruturais como proteses de juntas e
implantes de raiz de dentes; em ortopedia para reparar defeitos 6sseos em
componentes como parafusos, placas e pinos inseridos em 0sso; também sdo usados
em instrumentagao cirargica como tesouras, agulhas, forceps, pingcas e afastadores

(Pires, Bierhalz e Moraes, 2015), a classificagdo dos biomateriais ilustra na Figura 4.
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Figura 4 - Classificagao dos biomateriais (Pires, Bierhalz e Moraes, 2015).

Os Biomateriais sdo inerentes e diversas areas, pertencendo a um campo
multidisciplinar como quimica, engenharia quimica, engenharia mecénica, ciéncias
dos materiais, bioengenharia, biologia, medicina e com diversas consideracdes, como
ética, bioética e regulagéo governamental (Bryers et al., 2012).

A revolugédo produzida na década de 70 com a Biologia Molecular e os
avancgos adquiridos nas décadas de 90 e 2000 com a gendmica e a proteémica
produziram efeitos decisivos no desenvolvimento e aplicagdo dos biomateriais. Até o
inicio dos anos 2000, o sucesso de implantes, condicionado as respostas biolégicas
induzidas apds o procedimento, eram estocasticos e ndo planejados. Desta forma, o

desenvolvimento de uma nova geracao de biomateriais passou a ser empreendida
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baseada nos conhecimentos sobre os processos de cicatrizacao e inflamacéao e de
controle das respostas biolégicas (Huebsch, 2009; Ratner, 2012).

Podemos destacar a sua extensa aplicagdo na area da saude, principalmente
em dispositivos temporarios ou implantados no corpo humano, de modo que sua
utilizagdo na restauragdo de partes danificadas do tecido ésseo tem revolucionado
grandes areas na medicina regenerativa (Peixoto, 2011), onde os biomateriais tem
desenvolvimento de muitas pesquisas, entretanto é permitido dividi-los em trés

geragdes como mostrado na Tabela 1:

Tabela 1- Geracdes de Biomateriais

Primeira geracao Implantes dsseos - ligas metalicas (primeira articulacdo
artificial de quadril desenvolvida em 1961.

Segunda geracao Dispositivos bioativos - desenvolvimento de biovidros e
bioceramicas fosfatadas (iniciou-se nos anos 70).

Terceira geracao Engenharia de tecidos.

Fonte: Peixoto, 2011.

Novos materiais vém sendo desenvolvidos a cada dia e as aplicacdes de
materiais ja existentes surgem como op¢ao viavel e importante para as mais diversas
areas do conhecimento. Podemos destacar que na Ciéncia dos Materiais, vem sendo
mais evidente a necessidade de se lidar com materiais que possibilitem a obtencao de
produtos que atendam as necessidades humanas, com a maxima qualidade e
desempenho, ao menor custo possivel, é importante mencionar que, durante muito
tempo, os biomateriais eventualmente eram desenvolvidos para substituir ou tratar
orgaos ou fungdes do corpo (Dobrzanski, 2006; Simoni et al. 2015).

A Tabela 2 demonstra alguns materiais sintéticos e algumas das suas muitas

aplicagdes.
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Biomaterial

Vantagens

Desvantagens

Aplicagoes

Polimeros

Suturas, artérias,

maxilofacial,
Polietileno, PTFE, Elasticidade, facil Baixa resisténcia cimento, tendao
Poliéster, Poliuretano, fabricacao, baixa mecéanica, degradagcao artificial,
PMMA densidade. dependente do tempo. oftalmologia.
Metais e Ligas
Alta forga de Baixa biocompatibilidade,
tensao, alta Corrosdao em meio

Aco inoxidavel,
Ligas de titanio
Ligas de Co-Cr

resisténcia ao
desgaste, energia
de deformacao
alta.

fisiologico, perda de

propriedades mecéanicas
com tecidos conectivos

moles, alta densidade.

Fixacao ortopédica,
implantes dentarios.

Ceramicas e Vidros

Alumina, Zirconia,
Carbono, Fosfatos de
Calcio, Porcelana,

Boa
Biocompatibilidade,
resisténcia a
corrosao, inércia

Baixa forga de tensao,
baixa resisténcia
mecanica, baixa

Ossos, juntas,
dentes, valvulas,
tendoes, vasos

Vidros Bioativos quimica, alta elasticidade, alta sanguineos e
resisténcia a densidade artérias artificiais.
compressao.

Compadsitos
Boa

Fibra de Carbono,
termoplastico, Resina
Termofixa, Fibra de
carbono, Fosfato de
calcio-colageno

biocompatibilidade,
resisténcia a
corrosao, inércia
quimica, alta forca
de tenséo.

Material de dificil
fabricacéo

Valvula cardiaca
artificial, implantes
de juntas de joelho

A escolha de

Fonte: Santos Junior e Wada, 2007.

um biomaterial para ser empregado passa basicamente pela

apreciacao de um conjunto de requisitos que devem ser encontrados. Assim sendo,

um material apto a ingressar na classe de biomateriais deve apresentar propriedades

coerentes com a funcao especifica do implante (mecénica, no caso do sistema 6sseo,

e Optica, no caso de lentes intraoculares). Aléem disso, o efeito do ambiente organico

no material (corrosdo, degradacdo) e o efeito do material no organismo séo

fendbmenos que devem ser estudados com extremo cuidado (Oréfice, Pereira, Mansur,

2012).
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2.2.1 Biomaterias Ceramicos

Dentre os materiais sintéticos as ceramicas apresentam-se como principal
alternativa na regeneracdo Ossea. As ceramicas sdo consideradas biomateriais
biocompativeis e com propriedades de tracao baixas, porém com excelente forca de
compressao, alta resisténcia ao carregamento e baixas propriedades friccionais
(Larsson, 2010).

Os Biomateriais ceramicos séo constituidos de elementos metélicos e nao
metalicos, que sob a forma de éxidos, fosfatos, silicatos e carbonetos, vém sendo
amplamente empregados na fabricagdo de componentes de implantes e préteses
ortopédicas para reparagcdo e regeneracdo de tecido 6sseo (Ben-Nissan, 2003;
Dubok, 2000; Heimann, 2013; Busuioc et al., 2016; Duminis, Shahid, Hill, 2017).

A utilizagdo de ceramicas como biomateriais iniciou quando Dreesman, em
1894, relatou a utilizacao de gesso (CaS04.1/2H20) como um possivel substituto para
0ssos. Porém, devido a sua baixa resisténcia mecanica e devido ao fato de ser
completamente reabsorvido pelo organismo, seu uso tornou-se inviavel para
implantes 6sseos (Kawachi et al., 2000; Oréfice, Pereira, Mansur, 2012).

Existe uma elevada demanda para o desenvolvimento de materiais que
possibilitem a regeneragado de partes do esqueleto humano. Os materiais ceramicos
destacam-se como biomateriais por demonstrarem melhor estabilidade quimica
superficial e biocompatibilidade quando comparados a outros grupos de materiais
empregados como implantes (Boch, 2007; Chow, 2009). S&o substitutos &ésseos
inorgénicos de origem sintética os quais apresentam excelente biocompatibilidade. A
composicao, morfologia e topografia da superficie das ceramicas fornecem uma
plataforma osteocondutora para promover a formacao de 0sso ao longo da superficie
do material de enxertia. O comportamento bioldégico de um material de enxerto
aloplastico depende principalmente da sua composigcdo quimica, estrutura e
propriedades fisicas (Escobar, 2010).

Com o numero de materiais ceramicos utilizados como biomateriais € elevado
tem-se procurado classifica-los de acordo com os aspectos envolvidos na interacao
com os tecidos vivos (Kawachi et al., 2000; Hench, 1991). As ceramicas s&o
agrupadas em 4 classes, conforme descrito na Tabela 3 abaixo:
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Tabela 3 - Classificacao das bioceramicas

Tipo de InteracGes com os Exemplos
Bioceramica tecidos
Inertes Nao ha interacoes Alumina
Ocorre crescimento de Aluminatos e
tecido através dos poros hidroxiapatita
Porosas
pOrosos
Forte ligagc&o na interface Biovidros,
0Sso - implante hidroxiapatita e
Bioativas

vitroceramicas.

Sao degradadas e Gesso e fosfato

o substituidas pelos tecidos tricalcico
Biorreabsorviveis

Fonte: Kawachi et al (2000).

As bioceramicas sao utilizadas tanto na forma isolada quanto como
recobrimento de préteses metalicas ou na associagdo com materiais poliméricos,
exemplo do colageno. Sdo empregadas na forma densa e na forma porosa,
conforme descrito na Tabela 3. E sabido que o aumento da porosidade diminui a
resisténcia mecanica do material isoladamente, porém a existéncia de poros com
dimensdes adequadas pode favorecer o crescimento de tecidos através deles,
fazendo com que ocorra um entrelagamento do tecido com o implante, aumentando
assim a resisténcia do material in vivo (Kawachi et al., 2000; Vallet-Regi, 2010).

Dentre as bioceramicas, os fosfatos de calcio apresentam-se hoje como os
principais materiais estudados e empregados como biomaterial para a reposicao e
regeneracdo do tecido 0sseo, pois apresentam como principais caracteristicas:
semelhanga com a fase mineral de o0ssos, dentes e tecidos calcificados; excelente
biocompatibilidade; bioatividade; auséncia de toxicidade; taxas de degradacao

variaveis; osteocondutividade (indicam o caminho para o crescimento ésseo, fazendo
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que ocorra sobre a superficie ou através dos poros) (Guastaldi; Aparecida, 2010;
Valleti-Regi, 2010).

Uma forma de classificar os fosfatos de calcio é através da razdo molar entre
os atomos de célcio e fosforo (Ca/P), a qual permite avaliar o seu grau de solubilidade
em agua. Os fosfatos de célcio com elevada razao Ca/P sao precipitados em meio
basico, enquanto que os de baixo valor para esta razdo sao precipitados em meio
acido. As fases a serem obtidas irdo depender do método e parametros envolvidos
(Kawachi et al., 2000).

A estequiometria da hidroxiapatita possui grande significancia, uma vez que
leves desequilibrios na relacdo Ca/P podem levar a formacao de outras fases que
afetam a interacdo do material com os tecidos biolégicos. Por exemplo, se a relagao
Ca/P for menor do que 1,67 podem surgir apds o processamento fases como alfa-
fosfato tricalcico (o TCP) ou o beta-fosfato tricalcico (B TCP); se a relagao Ca/P for
maior do que 1,67, o 6xido de calcio pode estar presente juntamente com a fase
hidroxiapatita (Bonan et al., 2014).

Com o avanco das técnicas cirdrgicas ha uma demanda crescente de
bioceramicas com melhores propriedades para substituicdo do osso de uma maneira
mais eficaz. As bioceramicas porosas tém grande potencial para satisfazer essa
demanda, especialmente em defeitos extensos. No entanto, as propriedades
mecanicas e o crescimento 6sseo no interior do material de maneira relevante
representam um fator determinante na aplicacdo desses materiais nas cirurgias
reconstrutivas 6sseas (Fook, 2010; Moraes et al. 2013; Dallabrida, et. al, 2018).

As bioceramicas podem ter fungdes estruturais, como em préteses; podem
ser utilizadas como revestimentos para melhorar a biocompatibilidade de implantes
metalicos; bem como funcionar como reticulados reabsorviveis, funcionando como
estruturas temporarias que sao dissolvidas quando o corpo reconstréi o tecido do
orgao danificado. Outras sao utilizadas como sistema de entrega de medicamentos
(drug delivery), (Azi et.al. 2012; Oliveira, 2016).

Normalmente s&o biocompativeis, resistentes a corrosdo e baixa
condutibilidade térmica e elétrica, o que Ihe conferem bons materiais para o uso em
implantes (Sousa, 2015; Kawashi, 2000; Gomes et al. 2012).
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2.2.2 Fosfato de Calcio

O termo apatita é de origem grega, apato significa “engano” que devido ao fato
de primordialmente ter sido confundida com uma pedra preciosa, a turmalina. A apatita
€ um termo geral para minerais com composi¢ao do tipo M10(ZOa4)sX2, onde diferentes
elementos podem ocupar os sitios M, Z e X (Fook, 2005), como ilustra a Tabela 4:

Tabela 4 - Elementos que podem ocupar os sitios atbmicos da apatita

Sitios Elementos
M Ca, Mg, Sr, Ba, Cd, Pb
Z P,V, As, S, Si, Ge, C (como COs?)
X F, C, OH, O, Br, C (como CO3?), vacancias

Fonte: Fook, 2005.

Em meio bioldégico as apatitas sdo encontradas em o0ssos e dentes de
vertebrados na forma de fosfato de calcio. Ao longo dos anos bioceramicas de fosfato
de célcio vém sendo amplamente utilizadas em aplicagcbes médicas, ortopédicas e
odontoldgicas, como recobrimentos ou materiais densos para a reposi¢ao e reparagao
do tecido 6sseo, devido a sua similaridade quimica e estrutural com a apatita biologica,
que propicia a interacado direta com este tecido. Uma maneira conveniente para
classificar os fosfatos de calcio é usando a razdo molar entre os 4&tomos de calcio e
fésforo, como indicado na Tabela 5 (Ratner, 2004; Santos, 2014).

A relagédo Ca/P é importante na avaliacdo da solubilidade destes compostos.
De forma geral, quanto maior a relacdo Ca/P, menor sera a solubilidade (Guastaldi,
Aparecida, 2010). Fosfatos de célcio com diferentes morfologias e estequiometrias
podem ser preparados variando os parametros de sintese como: temperatura de
precipitacdo, pH do meio, tempo reacional, velocidade de adicao de reagentes,
temperatura do tratamento térmico (Rodriguez, Vallet, 2000; Morais et al. 2015).
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Tabela 5 - Relacdo Ca/P das fases de apatita

Ca/P Férmula Nome Quimico
1.0 CaHPOq4 Mono-hidrogénio fosfato de calcio (DCP)
1.0 CaHPO4.2H20 Mono-hidrogénio fosfato de calcio

dihidratado (DCPD)

1.33 Cag(HPO4)2(P04)s.5H20  Fosfato de Octacalcico (OCP)

1.0 Caz2P207 Pirofosfato de calcio (CPP)

1.5 Cas(POa4)2 Fosfato de tricalcico (a, a’, B, y) — (TCP)
1.67 Cai0(POa)s(OH)2 Hidroxiapatita

2.0 Cas P20g Fosfato de tretracalcico

1.33 CasH2(P0O4)s.5H20 Fosfato octacalcico (OCP)

Fonte: Ratner, 2004.

A composigéo, tamanho do cristal e cristalinidade afetam a taxa de dissolugéo
do material. Mudancas nos parametros de rede estdo diretamente relacionadas ao
tamanho e quantidade do substituinte na rede da apatita. Os parametros conduzem
uma taxa de dissolugdo maior, uma vez que com a diminuicdo do tamanho do cristalito
a area superficial do material aumenta e com isso um maior contato com os fluidos
corpéreos. A cristalinidade esta diretamente relacionada ao tamanho do cristalito,
morfologia e a distor¢do do cristal. Uma baixa cristalinidade aumenta a solubilidade
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do material devido a reducao do tamanho dos cristalitos e/ou aumento na distorcao do
cristal (Legeros, 2002; Galvan, Habibovic, 2017).

Por sua vez, fosfatos de calcio soluveis e bioabsorviveis participam do processo
metabolico do organismo por sofrerem degradagédo no meio fisiolégico por agéao
qguimica e bioldgica, sendo lentamente incorporados por células em crescimento no
sitio de reparacao (Legeros, 2002; Bouler et al., 2017).

2.2.3 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita sintética, formula quimica Cai1o(PQO4)e(OH)2, biomaterial
ceramico e bioativo, do grupo dos fosfatos de célcio (CaP), pertencente a familia das
apatitas (A10(BO4)eX2, com A=Ca, B=P e X=0OH). Apresenta semelhan¢gas com a
componente mineral dos 0ssos e dentes naturais, tendo a capacidade de interagir
quimicamente com o 0ss0, tanto in vivo como in vitro (Bayraktar, 1999; Gittings, 2008).

E uma ceramica biocompativel constituida através de uma reacdo em alta
temperatura, com uma forma de fosfato de calcio altamente cristalina. A principal
propriedade dessa ceramica € sua semelhanga quimica com a fase mineral do 0sso.
Devido a essa similaridade ela apresenta excelente biocompatibilidade e
osteoconducao (Kim, et. al, 2007).

O fosfato de calcio (HAp) apresenta com destaque na area das pesquisas por
ser o principal componente na fase mineral dos ossos, com ampla utilizagéo nas areas
médicas e odontoldgicas. E um fosfato de calcio hidratado do grupo mineral das
apatitas de formula quimica Ca1o(PO4)e(OH)2 e razao Ca/P igual a 1,67 (Santos, 2005).
A Hidroxiapatita pura cristaliza-se na forma monoclinica em temperaturas até 250°C;
entretanto acima desta temperatura ocorre a transigéao de fase para a forma hexagonal
com grupo espacial P 63/m. Cristais de HAp naturais exibem conformacéao hexagonal
e possuem cela unitaria com parametros de rede: a=b =9,389 Aec=6,869 A, a =
B =90°ey=120° (Brundavanam et al., 2013).

Podemos observar nas Figuras 5 a estrutura cristalina da HAp, no qual consiste
numa rede de dimensbées nanométricas de ions hidroxila (OH") localizados no centro
de triangulos de Ca?* junto ao eixo ¢ da célula unitaria hexagonal, encontrando-se os
ions OH- alinhados em colunas paralelas ao eixo ¢, juntamente com os ions Ca?* e
PO4*> (Feki, 2000; Gittings, 2009; Guo et al. 2014).
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Figura 5 - Projecéo da estrutura da hidroxiapatita no plano perpendicular (111) e (010).

A célula unitaria da HAp hexagonal é formada por 10 ions de célcio localizados
em sitios ndo equivalentes, quatro no sitio I, tetraédricos (Ca) e seis no sitio Il, 6
atomos de fosforo, 24 atomos de oxigénio e 2 ions OH-. Os cétions célcio (Ca%+) sdo
agrupados em 2 sitios ndo equivalentes, 6 ions célcio Ca®* e 4 ions no sitio Ca?*.
Existem 6 atomos de fosforo e o grupo OH™ ocupando 1 sitio. Na estrutura da HAp
existem ainda 3 sitios que sdo ocupados por 24 atomos de oxigénio (Peixoto, 2011).

A literatura aborda que existem dois tipos de substituicbes de carbonatos a
primeira substituicdo e do CO32" por OH- (tipo A) e CO3?> por PO4* (tipo B), nos dois
casos as substituicbes podem influenciar nos parametros de rede do material. As
carboapatitas sdo estudadas como promissoras para aplicacbes em enxertos e
suportes 6sseos (Lala et al., 2015).

Sabe-se que, na realidade, a composicao quimica da hidroxiapatita biologica,
apesar de que seja variavel ao longo da vida, ndo possui a férmula estequiométrica
descrita anteriormente (Caio0(POa4)s(OH)2), sendo uma apatita deficiente em calcio,
usualmente enriquecida com outros ions devido a sua facilidade em acomodar uma
ampla variedade de substituicdes (Bayraktar, 1999; Gittings, 2008; Tanaka, 2010;
Singh et al. 2015).

Caracteristicas como a sua bioatividade, biocompatibilidade e osteoconducao
fazem com que a HAp seja considerada um excelente material para a
substituicao/reparacao 6ssea (Gittings, 2009; Kheradmandfard, 2010). Entende-se por
biocompatibilidade a auséncia de reacbes adversas por parte do hospedeiro a HAp, o
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que resulta numa resposta adequada que, efetivamente, melhora a forca de ligacao
entre este biomaterial e o tecido ésseo e/ou dentina. Por sua vez, bioatividade, de
acordo com a definicado de Kokubo e Takadama (Kokubo, 2006), € a capacidade que
um material tem de formar, seletivamente, hidroxiapatita semelhante a existente no
0ss0 apods imersdao do mesmo numa solugao simuladora de fluido corporal (Bohner,
2009). Por fim a osteoconducao apresenta a capacidade da HAp adsorver fatores de
crescimento osteogénico e criar condigdes adequadas ao local, permitindo a fixagao
e proliferacdo de varios tipos de células, bem como a formagdo de novo 0sso a sua
superficie, promovendo a adesao da matriz (Zhang, 2010).

As propriedades biofuncionais e biomecénicas do local de implantacado séao
também importantes fatores a considerar na reabsorcdo/biodegradacdo dos
biomateriais. Realmente, investigadores utilizando modelos animais, demonstraram
que um mesmo biomaterial, colocado em zonas sujeitas a acao de diferentes forcas
mecanicas, tém comportamentos diferentes, apresentando as areas sujeitas a
maiores forcas mecanicas uma maior, € mais rapida, reabsorcdo, a par de uma
extensa remodelacdo 6ssea. Finalmente, também a temperatura de sinterizacao e os
mecanismos de esterilizagdo a que foram sujeitos os biomateriais podem influenciar a
sua reabsorcao/biodegradacao (Merkx, 1999; Teixeira, 2014).

Apesar das vantagens apresentadas pela HAp, a sua lenta biodegradacao lhe
confere uma desvantagem. Estudos efetuados por longos periodos de tempo tém
mostrado que a HAp comecga a ser reabsorvida gradualmente apds 4 a 5 anos de
implantacao. A reabsorcao € uma caracteristica desejada para biomateriais nos quais
0 processo de degradacao é concomitante com a reposi¢cdo do osso em formacgao
(Guastaldi; Aparecida, 2010).

Como método de obtencédo das hidroxiapatita, varias técnicas estao sendo
desenvolvidas para a sintese do p6 devido a sua crescente utilizacao, tais como
precipitacdo via umida, sol-gel, técnica hidrotermal, técnica de emulsdo multipla,
deposicao biomimética, eletrodeposicao, etc. (Gomes, et al., 2012; Pereira, 2015).

Quanto a solubilidade Volkmer (2006) relata que esta é varidvel de acordo com
a forma, porosidade e cristalinidade, sendo mais soluvel em solugbes acidas e
insolivel em solucdes alcalinas, por essa razdo, o pH é um dos parametros

rigorosamente controlados durante a sintese e o envelhecimento do produto.
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As aplicacbes da hidroxiapatitas estendem-se desde a ortopedia e
traumatologia, sendo utilizada como recobrimento de préteses metdlicas para
promover a ligacao interfacial entre o material implantado e o tecido vivo, em tumores
musculoesqueléticos sendo usada como suporte de agdo prolongada onde ha
introducao de drogas anticancerigenas permitindo uma liberacao gradual da mesma
no organismo, entre outras aplicacées. Na odontologia, nos casos de doencas
periodontais, para correcoes bucomaxilofaciais, implantes dentérios, preenchimento
de cavidades cisticas ou mesmo aumentos de rebordo alveolar, pinos de titanio
recobertos com hidroxiapatita sdo usados no implante para a substituicao da raiz, além
outras aplicacoes (De Melo Costa et. al, 2009; Dariva, 2014).

As aplicagbes da hidroxiapatita sintética ndo se restringem a area biomédica,
devido a sua grande afinidade por proteinas, a HAp tem sido aplicada como
adsorvente em cromatografia liquida. A capacidade de adsorcao da HAp esta
relacionada a estrutura do poro e a natureza fisico-quimica da superficie do sélido
(Costa et al., 2009).

2.2.4 Fosfato Tricalcico - TCP

O fosfato tricalcico TCP, cuja formula geral € Cas(POa4)2, também tem sido
intensamente investigado para fins de implantes bioceramicos, devido as suas
propriedades de biocompatibilidade e osteointegracao, propriedades estas conferidas
devido a sua composi¢cdo quimica similar as dos o0ssos. As ceramicas de fosfato
tricalcico degradam-se gradualmente no organismo ao longo de um periodo e sé&o
substituidos por novo tecido 6sseo hospedeiro pela agdo dos osteoblastos. O TCP
possui 4 formas alotrépicas, onde as temperaturas de transicdo e sequéncia de
ocorréncia sao: fase beta (BTCP), fase alfa (aTCP), fase super alfa ou alfa’ (a’-TCP)
e fase gama (Y-TCP), de acordo a equacao:

BTCP 1120-1180°C s aTCP 1430-1470°C o«-TCP (Eq01)

a fase Y-TCP s6 ocorre em altas pressdes, como ilustrado na Figura 6.
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Figura 6 - Diagrama de fases do sistema CaO-P205 em altas temperatura com auséncia de
agua e com pH20=500mmHg (Carneiro, 2007).

Dentre os polimorfos do fosfato tricalcico a fase mais estudada é o BTCP, pois
possui maior estabilidade quimica e velocidade de reabsorcdo mais adequada para
aplicacbes em implantes 0sseos. As formas alotropicas a e BTCP exibem a mesma
habilidade de osteocondugado, porém a fase aTCP apresenta maior bioatividade,
sendo este fato atribuido ao arranjo estrutural desta fase que possibilita que maior
guantidade de ions Ca?* e PO4% sejam trocados com o meio biolégico. Devido ao seu
comportamento biodegradavel, o TCP nas formas alotrépicas tem se tornado objeto
de interesse na area de biomateriais, sendo utilizado na ortopedia e odontologia como
material de preenchimento de cavidades e defeitos 6sseos e fixagédo de tecidos moles.
O BTCP cristaliza-se no sistema cristalino romboédrico, com os parametros de rede
cristalina sendo a=b=10,439A e ¢c=37,375A. A modificacdo quimica do BTCP, através
de substitui¢cdes ibnicas tem sido bastante estudada, considerando que os principais
componentes dos ossos e dos dentes sdo formados basicamente de uma fase
mineral, de fosfato de célcio, contendo uma variedade de outros elementos, tais como,
ions hidrogénio-fosfatados, carbonatos, magnésio, so6dio e outros elementos
presentes em menor quantidade (Aparecida, 2010; Webler et al. 2014).

As bioceramicas de fosfato de calcio apresentam-se hoje como os principais

materiais estudados e empregados como biomaterial para reconstituicao e formacao
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de tecidos Osseos. Isto estd relacionado, principalmente, por estes biomateriais
apresentarem caracteristicas mineral6gicas semelhantes com a dos tecidos ossos e
dos dentes (Best et al., 2008; Sousa et al. 2016).

Dentre estas bioceramicas, se destacam em particular o a-fosfato tricalcico
(aTCP) e fosfato B-tricalcico (BTCP) com razdo molar de calcio/fésforo (Ca/P) igual a
1,5. Estes biomateriais sdo naturalmente bioativos e apresentam boas caracteristicas
de dissolugdo, absorcao e de biodegradacédo, o que favorece a osseoinducao, a
osseointegracdo e a substituicdo 6ssea, quando implantados em meio bioldgico
(Raynaud, Champion, Bernache, Thomas, 2002).

O fosfato tricalcico — TCP, que contém férmula Cas(POas)2 também pode ser
denominado de fosfato tricalcico anidro, onde o adjetivo anidro é utilizado para
distinguir este composto dos precipitados hidratados que possuem razao Ca/P
parecida (Sousa et al. 2016).

As principais propriedades apresentadas pelo TCP incluem a possibilidade de
substituicdes catidnicas a forma alotrépica BTCP possibilita que até cerca de 15% dos
ions Ca?* sejam trocados por Mg?* sem mudancas significativas em sua estrutura,
originando o composto denominado de BTCP substituido por magnésio (Carrodeguas
et al, 2008).

As formas alotropicas aTCP e BTCP exibem a mesma habilidade de
osteoconducgao, porém a fase aTCP apresenta maior bioatividade, sendo este fato
atribuido ao arranjo estrutural desta fase que possibilita que maior quantidade de ions
Ca?* e PO4* sejam trocados com o meio bioldgico; A utilizagdo do TCP juntamente
com a HAp tem sido uma alternativa viavel para aumentar a velocidade de reabsor¢ao
da HAp. Nestes casos, a velocidade de dissolugdo da mistura HAp/TCP é controlada
pela quantidade de TCP utilizado. Devido ao seu comportamento biodegradavel, o tem
se tornado objeto de interesse na area de biomateriais, sendo utilizado na ortopedia e
odontologia como material de preenchimento de cavidades e defeitos 6sseos e fixagao
de tecidos moles (Kawachi, 2000; Webler et al. 2015).

O BTCP é uma fase cristalina que s6 pode ser obtida a temperaturas acima de
800°C ou por interagéo no estado sdlido de ortofosfato de calcio acidificado. O BTCP
nao pode ser precipitado de solugdes aquosas. Além das rotas de preparacao

quimicas, BTCP com ions substituidos pode ser preparado pela calcinagao de 0ssos.
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Em temperaturas acima de 1125°C, o BTCP se transforma em aTCP (Dorozhkin,

2009). A Figura 7 evidencia a representagao esquematica da célula unitaria do BTCP.

Figura 7 - Representacao esquematica da célula unitaria do -TCP ao longo da direccao [001],
onde: Ca+2 = verde, P5+ = roxo. Fonte: Adaptada de (Carrodeguas; Aza, 2011).

O BTCP é menos soluvel em agua que o aTCP. Portanto, essa menor taxa de
dissolugéo do BTCP, juntamente com sua estabilidade quimica e resisténcia mecanica
adequadas preenche os requisitos dos materiais reabsorviveis de substituicdo éssea.
Esse cristal, entretanto, ndo € encontrado em esmalte, dentina ou 0ssos. Em

biomateriais, o TCP & usado em cimentos de fosfato de calcio (Dorozhkin, 2009).

2.3 Difracao de Raios X

A difragao de raios X pode ser reconhecida, como uma das mais importantes
descobertas cientificas e um dos métodos mais usados para estudar a estrutura
interna dos materiais cristalinos, por se tratar de uma radiacdo com comprimento de
onda da ordem do tamanho do espagamento atdmico numa estrutura cristalina,
também se trata de uma andlise nao destrutiva (Medeiros, 2007).

difracdo de Raios X por uma estrutura cristalina acontece quando a lei de
Bragg é satisfeita. A lei de Bragg estabelece uma relacdo geométrica entre o
comprimento de onda da radiagéo incidente, o angulo desta incidéncia e a distancia

interplanar em um cristal.
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Para a identificacdo das fases cristalinas dos fosfatos de calcio, podem ser
obtidas através da comparacéao do difratograma com padrées difratométricos de fases
individuais disponibilizados pelo ICDD5, sendo possivel também calcular os
parametros de cela unitaria, avaliar o grau de cristalinidade, bem como quantificar
fases presentes. A quantificacao de fases a partir da difragéo de raios X se apoia nas
intensidades dos picos do difratograma, as quais, além de guardarem uma relacao
caracteristica da estrutura cristalina de cada fase componente, refletem a proporcéao
das fases na amostra. No entanto, além de padrdes confiaveis dos elementos
constituintes, tornam-se necessarios cuidados especiais na preparacao da amostra
(Moura, 2012; Silva, 2008; Toledo, 2003).

2.4 Método de Refinamento Rietveld

O método de Rietveld € uma ferramenta comumente utilizada no estudo de
materiais policristalinos, no qual baseia-se na aproximacdao de parametros
instrumentais e da amostra, obtidos por meio de modelos matematicos, afim de
descrever a forma do padrao total de difracao, esse coletado a partir do método do p6
(Rietveld, 1969; Garcia, 2007).

O desenvolvimento do método de Rietveld levou a descri¢do do pico para uma
funcdo de distribuicdo do tipo Pseudo-Voigt, combinacdo linear de uma funcéo
Gaussiana e Lorentziana, onde a contribui¢cdo da distribuicdo de Gauss e de Lorentz
€ uma fungao linear em 206, no entanto existem diversos formalismos de descricao,
como pode ser verificado (Young, 2002).

A porcao Gaussiana e Lorentziana do pico de difragdo também é modificada,
sendo definida em termos de acoplamento de alargamentos, Gaussiana e
Lorentziana, (Pontes, 2014).

O Lorentzian sera dado pelo alargamento natural, devido a mudangas nos
tempos excitados por colisbes e emissbes. O Gaussiano sera dado pelo efeito
Doppler, porque as velocidades dos atomos ndo sdo homogéneas (Sasaki, 1988;
Valverde et al. 2016), como pode ser observado na Figura 8.
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Figura 8 - Combinacao da banda Lorentziana com Gaussiana. (Fonte: Pascholati, 2014).

O Método Rietveld fornece outra informagao importante que a quantificacéo de
fases expressa por meio da concentracdo de em massa para uma determinada fase
presente na amostra, quando ha uma mistura de componentes (Hill; Howard, 1987).

Na literatura podemos encontrar diversos programas computacionais para o
refinamento pelo MR, entre eles o FullProf (Rodriguez-carvajal, 1993; Izumi; lkeda,
2000), DBWS (Wiles; Young, 1981; Young, 1993; Bleicher, 2000), GSAS (Larson;
Dreele, 1994; Tobby, 2001). Dentre eles esta o programa GSAS Il desenvolvido por
(Toby, Dreele, 2014).

O Método de Rietveld consiste em um ajuste do padrao de difragao tedrico,
calculado a partir de informacdes cristalograficas, com seu padrao de difracado medido
experimentalmente. Este ajuste é realizado por meio da minimizagdo da soma dos
quadrados das diferencas entre as intensidades de difracao calculadas e observadas,
métodos de minimos quadrados, expresso na equacgao:

Sy = ZXiwi (Yobs - Ycalc) (Eq.02)

Onde:

Wi =1 /\Yobs, funcdo peso;

Yobs € aintensidade observada;
Ycalc € a intensidade calculada
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O Método de Rietveld das estruturas cristalinas utiliza-se dos dados de difracéao
de raios X ou néutrons por pé, refinando de forma que o difratograma calculado com
base na estrutura cristalina se assemelhe ao difratograma observado, no qual o
mesmo deve ser obtido num processo de varredura passo a passo com incremento
A26 constante (Lima, 2013).

O método € uma alternativa ao refinamento de estrutura cristalina com dados
de difracdo por policristais. S&o muitas as técnicas de caracterizagcdo de materiais
policristalinos (Difratémetro de Raios X, Calorimetria Exploratéria Diferencial, Analise
Térmica Diferencial, Termogravimetria Derivada, Microscopia Eletrénica de
Transmissao, Microscopia Eletronica de Varredura, etc.), sendo que cada um é mais
indicado para determinado fim e muitos podem ser usados para complementar ou
corroborar as conclusdes obtidas pela outra técnica. Os métodos de caracterizagéo
fazendo uso da difracdo de raios X ou de néutrons envolvem (Santos, 2009):

e Indexacéo de fases cristalinas;

¢ Refinamentos de cela unitéria;

e Determinagéo de tamanho de cristalito e microdeformagéo de rede;
e Analise quantitativa de fases;

e Determinacgéo de estruturas cristalinas;

¢ Refinamento de estruturas cristalinas;

Para as amostras difratometros os resultados do refinamento de Rietveld dos
dados coletados por DRX, foi utilizado o seguinte Programa Computacional - Software
GSAS IlI, um projeto de fonte aberta Python que aborda todos os tipos de estudos de
cristalografia, a partir de materiais simples, utilizando tanto o pé de difragéo de cristal
unico, com ambas as sondas de raios-x e néutrons (Toby; Dreele, 2014).

2.5 Quantificacao de fases cristalinas

Nos ultimos anos, grandes avangos tém se verificado no desenvolvimento e
preparo de amostra para identificacdo e quantificacdo das fases presentes nos
fosfatos de calcio. Entretanto, ainda hoje ha uma necessidade de se pesquisar uma
metodologia adequada para quantificacdo de fases cristalinas provenientes de

fosfatos de célcio, possibilitando obter fosfatos com melhores propriedades para
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aplicagdes em regeneragdo 0ssea. Inicialmente a quantificagdo de fases cristalinas
por difracao de raios X eram obtidos pelos métodos da curva padrao (Gualtieri, 2003).

O conhecimento quantitativo do teor das fases cristalinas presentes num
material € uma informagao importante para o controle de microestruturas, bem como
para as correlagbes das propriedades associadas ao processo (Borba, 2000) e ao
produto final. Nos materiais ceramicos, onde o processo térmico gera quantidades
diferenciadas de fases cristalinas e fase amorfa residual, determinar essas
quantidades € um parametro importante para correlaciona-la com as propriedades
mecanicas e com estudos de cinética de cristalizacao (Angerer et al., 2008; Marinoni
et al., 2011). Os métodos de andlise quantitativas mais comuns sao: padrao interno,
padrao externo, andlise racional e método de Rietveld.

A teoria envolvida na descricdo da andlise quantitativa de fases pelo método
de Rietveld difere das teorias aplicadas nas andlises por métodos tradicionais, que
sao baseados na integracao da intensidade dos picos caracteristicos de cada fase. O
método de Rietveld considera as intensidades de todo o difratograma, as intensidades
de todas as fases cristalinas presentes no intervalo angular (26). A ideia é ajustar o
difratograma observado a um perfil, obtendo-se a informacao quantitativa de fases
através dos fatores de escala para cada fase.

O fato de dispensar uma das possibilidades de quantificacao de fases, tais
como a curva de calibragédo, descrito na ISO 13779-3/2008, é o potencial mais
interessante desse método. Possibilidade de andlise simultdnea de varias fases
presentes em uma amostra, com grande precisdo obtida nos paradmetros de rede,
mesmo quando ocorre uma severa superposicao de picos no difratograma.

A quantificacdo dos fosfatos de célcio é parte, além de fundamental,
problematica no processo de caracterizacdo, pois 0s métodos convencionais de
quantificacao sao trabalhosos e, quase sempre, imprecisos. Utilizando-se do padrao
de difracdo de raios X (DRX) e das informacgdes cristalograficas dos minerais
presentes no mesmo, o método de Rietveld se apresenta como uma maneira rapida
e relativamente simples de quantificacdo de fases em um fosfato, obtendo resultados
confiaveis, sendo um dos métodos capazes de quantificar material amorfo (Schneider
et al., 2004).

A método do p6 € uma técnica poderosa para a determinacao quantitativa das

fases cristalinas em uma mistura. A DRX é adequada para controle de qualidade, o
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método € utilisado, por exemplo, em universidades e institutos de pesquisa para
classificar a pureza de materiais sintetizados (Gualtieri, 2003).

2.6 Quantificacao de fases Amorfas

Em ciéncia dos materiais e na fisica, um amorfo ou sélido nao-cristalino é um
sélido que nédo possui a caracteristica de ordem de longo alcance de um cristal.

Para a quantificagdo de fases amorfas na DRX, podem ser utilizados varios
métodos, dentre os quais temos:
> Método de pico unico

° Preparar uma série de padrdes contendo a fase cristalina ou amorfa de

interesse em concentragdes conhecidas

* Obter uma medida da intensidade da fase cristalina ou amorfa relacionada a

sua concentracao

° Gerar uma curva de calibragéo.
» Métodos de padrao de po inteiro:
- Método tradicional Rietveld

° O principio basico do método Rietveld é a descricdo de todos os pontos de
dados de um padrao em p6 usando um modelo de refinamento apropriado

® Os parametros deste modelo, consistindo em estrutura cristalina, amostra,
instrumento e parametros de fundo, sao refinados simultaneamente usando métodos
de minimos quadrados

- Minimizar as diferencas entre o padrao de difracdo de p6 calculado e medido

° A andlise Rietveld é um método sem padrdo, portanto, ndo requer nenhum
padrao ou calibracao.

- Método padréao interno

- Método padrao externo

- Método PONKCS

- Modelo de calibracao linear (LCM)

- Grau de Cristalinidade (DOC).
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A quantificacdo de fases amorfas na DRX, podem ser classificados por:

° Medicao indireta:

- Analise as fases cristalinas

- Coloque em escala absoluta

- Calcular o conteudo amorfo por diferenca

° Medicao direta:

- Estimar a contribuicdo amorfa ao padrao

- Calibrar usando padrées conhecidos, ou

- Incluir na anélise de amostra inteira via modelagem

Vamos destacar os mais utilizados, que sdo os do método de pico unico € o
método tradicional Rietveld.

A estrutura de difracao de raios X de cristal Unico estiver disponivel, os métodos
baseados em Rietvel que usam o padrédo de difracdo completo podem ser
empregados para estimar a porcentagem de conteudo amorfo na substancia (Madsen;
Scarlett, 2008). A abordagem exige a adicdo da amostra a um padrao interno, no qual
a estrutura cristalina é conhecida, como o p6 de alumina. Os dados devem ser
coletados usando uma fenda divergente fixa. A analise envolve o célculo dos padrdes
de difracao cristalina e o padréao interno e, em seguida, variando as quantidades
relativas de cada componente até que uma boa concordancia entre os padrdes de
difracao observados e calculados para a amostra contaminada seja obtida. O uso do
padrao interno permite que a andlise de Rietveld forneca a fracdo de peso do
componente cristalino. A subtracdo produz a fragdo ponderada estimada do
componente amorfo. Também pode ser uma abordagem alternativa para verificar os
resultados, com uso da abordagem de Rietveld para quantificagdo de amorfo na DRX.

Para amostras com conteldo amorfo abaixo de 10%, a dificuldade em obter
resultados confiaveis pelo PXRD aumenta e técnicas alternativas para avaliar o
conteudo amorfo, como sor¢cado gravimétrica de vapor ou andlise térmica, séo
sugeridas. Para amostras com material cristalino abaixo de 10%, outras técnicas de
quantificacao podem ser suficientes. Para maior precisdo, métodos de adicao padrao,

adicionando a amostra com material cristalino, podem ser necessarios.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local da Pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Avaliagdo e Desenvolvimento de
Biomateriais (CERTBIO/NE), localizada na Unidade Académica de Engenharia de
Materiais, na Universidade Federal de Campina Grande/UFCG, em parceria com o
Instituto de Ceramica Y Vidrio (CSIC - ICV) Madri - Espanha.

3.2 Reagentes e Materiais

e Acido fosférico P.A. — HsPOa (Cinética).

e Alumina — Al203 (Sigma-Alorich).

o Agua destilada.

e Ureia (NH2)2CO) (Sigma- Alorich).

e Acido nitrico — HNOs (Cinética).

¢ Dihidrogenofosfato de amdnio - NH4H2PO4 (Sigma-Alorich).

e Nitrato de calcio Tetrahidratado — Ca (NO3)24H20 (Sigma-Alorich)
e Fosfato de calcio — Hidroxiapatita - Cas(POa4)3(OH) (Vansil).

3.3 Preparacoes dos Fosfatos de Calcio

3.3.1 Preparacao da Hidroxiapatita (HAp)

A Hidroxiapatita (HAp) com relagao Ca/P de (1,67) foi obtida em parceria com o
ICV-CSIC. Para a obtencao da HAp seguiu os seguintes procedimentos:

v Dissolugcao de Ca (OH)2 em agua destilada, em seguida adicionou com uma
razdo de 5,0 mL/min (HsPOs) em propor¢cdo adequada, até alcancar a
mencionada estequiometria (1,67).

v' Manter a Temperatura de 80°C, sob agitacdo magnética.

<\

Agitacao durante um periodo de 60min para completar a reacao.
v" Secados na estufa a 110°C durante 24 horas.
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v" O produto seco foi triturado e peneirado por uma malha de 100, calcinado a
700°C /2 h.

De acordo com o fluxograma da Figura 9 para a obtencdo da Hidroxiapatita
(HAp) pela sintese via precipitacao quimica (Pereira, 2015), seguindo as seguintes

Obtencao do HAp

( )

Ca(OH), )

etapas:

Agua destilada
(200mL)

H,PO,
(4,2mL)

[ Agitacdo mecanica
80°C/60min

Estufa
110°C/24h

Forno
700°C

HAp

. J

Figura 9 - Fluxograma para a obtengao da Hidroxiapatita — (HAp).

3.3.2 Preparagao do Fosfato Tricalcico (BTCP)

Para obtencdo do Fosfato Tricalcico (BTCP), a massa e o volume de cada
reagente foram calculados por estequiometria para a obtencao de uma razao Ca/P de
1,5. A reacdo quimica para a sintese do BTCP € descrita de acordo com a equacéao
abaixo:

3Cas(P04)3(0OH) + H3PO4 > 5Ca3(POa)2 + 3H20 (Eq.03)
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|.  Foi preparada uma suspensao utilizando 100g de Cas(POa4)3(OH) e 200mL de
agua destilada sob agitacao mecanica, apés homogeneizacao foi adicionada o
HsPOa4 (5,3mL). A suspenséo foi mantida sob agitacdo durante 60 minutos.

Il.  Em seguida a suspenséo foi vertida em um recipiente e seca em estufa a
60°C/24h para evaporacao da agua. Apds a secagem a suspensao foi triturada
e peneirada.

lll. O péb obtido apds este processo, recebeu tratamento térmico com temperatura
de sinterizacdo a 1200°C (temperatura abaixo da temperatura de formacao da
fase a) por um periodo de 1h, tempo suficiente para garantir a obtengao de um
BTCP.

De acordo com o fluxograma da Figura 10 para a obtencao da Fosfato Tricélcico
(BTCP) pela sintese via precipitagdo quimica (Pereira, 2015), seguindo as seguintes
etapas:

Obtencao do BTCP

Ca;(PO,);(OH)
| Aguadestilada |
| (200mL) )
( H,PO, |
| (5,3mL) )
Agitacao mecanica
(60min)
[ Estufa |
| 60°C/24h )
[ Forno |

1200°C (1h)

BTCP

& J

Figura 10 - Fluxograma para a obtengao do Fosfato Tricalcico — (BTCP).
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3.3.3 Preparacao do Fosfato Tricalcico (aTCP)

A obtengcdo do Fosfato Tricalcico — (aTCP) foi via sintese por combustao,
realizando as seguintes etapas:
|. Mistura de reagentes ((Ca (NO3)2.4H20)) e (NH4H2PO4).
Il. Numa razdo de 1:2, e com um combustivel organico Uréia) como descrito por
(Saciloto, et. al, 2014).
[ll. Dissolvidos em 20mL de agua destilada a temperatura ambiente por agitacao
magnética.
IV. No intuito de manter o pH em valores abaixo de 1,4 foi adicionado uma quantidade
fixa de acido nitrico concentrado (0,5M).
V. Depois da mistura tornar-se homogénea o po resultante, que foi submetido a

calcinagdo em um cadinho de alumina em uma atmosfera de ar, numa temperatura

de 600°C durante 30 minutos, de acordo o fluxograma da Figura 11.

Obtencao do aTCP

Tetrahidratado

Nitrato de calcio }

-

Dihidrogeno fosfato
de amonio

Combustivel organico
(Uréia)

-

Agua destilada (20mL)

|

(60min)

Acido Nitrico
concentrado (0,5M)

( Agitacao mecanica }

Forno a 600°C

aTCP ]

Figura 11 - Fluxograma da metodologia para a obtengéo do Fosfato Tricalcico (aTCP).



52
3.4 Quantificacao de Fase Amorfa

De acordo com a metodologia aplicada por (A.F. Gualtieri) € possivel a
determinacao do percentual de amorfo presente em uma amostra, usando a analise
guantitativa de fase obtida pelo método de Rietveld (Rietveld, 1969; Bish, Howard,
1988; Hill, 1991; Bish, Post, 1989). Na andlise quantitativa de fase usando o método
de Rietveld, o Wi fracdo em peso de cada i-ésimo componente cristalino da mistura e
€ calculado a partir do parametro de escala correspondente S refinado, de acordo

com a equagao:

) SiMiVi
Wi =

¥ SiMivi (Eq.04)

onde M; e Vi, a massa da célula unitaria e volume, respectivamente.

No final do processo de Rietveld, as fases refinadas sao convertidas em fragdes
de massa com relacdo entre o refinado (Xsc) € a quantidade do padrdo interno
adicionado conhecido (Xs). Sempre que existe uma fase amorfa no sistema, os valores
das fragbes em peso sado desconsiderados para satisfazer a condicdo de
normalizacao. O percentual de fase amorfa (Xa) presente na mistura original pode ser
calculada diretamente a partir do peso do padrao interno, de acordo com a equagao:

100 Xs
Xa = (100—Xs) (1 B E) (Eq.05)

A partir das porcentagens das fases cristalinas descritas acima, temos como
procedimento experimental a determinacdo da quantificacdo de amorfo, seguindo a
seguinte forma de preparacdo das amostras: inicialmente sera determinada com
exatiddo uma razdo em massa entre a amostra e o padrao interno de alumina (a-
Al2Ogz), ficando em torno de 15%. Posteriormente, realiza-se a mistura e
homogeneizag¢ao destes materiais antes do ensaio de (DRX). O resultado obtido, sera
analisado por refinamento Rietveld, quantificando as fases presentes e de acordo com

a (Eq.04), determinando o percentual de fase amorfa presente na amostra.
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3.5 Curvas de calibracado dos padroes de fosfatos de calcio

Foi construido curvas de calibragdo de acordo a Tabela 6, na qual temos a
mistura binaria de fosfatos de calcio obtidas pelas sinteses do item 3.3, realizadas no
laboratério CERTBIO, com a Hidroxiapatita sintetizada de acordo o item 3.3.1 versus
Fosfatos de célcios (B-tricalcico e a-tricélcico sintetizados de acordo os itens 3.3.2
3.3.3, respectivamente), com seis concentragées que variam de 0% a 100%.

Tabela 6 - Proporcao dos Fosfatos de calcio com as seguintes fracoes.

Hidroxiapatita (HAp) Fosfato de Calcio
0 100
20 80
40 60
60 40
80 20
100 0

ApGs obtermos as proporgdes dos fosfatos de célcio citadas acima, ocorreu as
misturas proporcionais, em seguida, realizou-se a andlise no equipamento de
Difratdmetro de Raios X (DRX), com as identificacoes das fases cristalinas presentes
e refinamento pelo método Rietveld com o Programa Computacional GSAS II.

A partir das proporcdes dos fosfatos de calcio, foi obtido curvas de calibragcéao
padrao dos fosfatos de calcio, na qual refinamos estes materiais para podermos
compararmos com a CIF da norma (ISO 13779-3:2008), a partir destes resultados
construiu curvas Padrées dos Fosfatos de Calcio, quantificando as fases cristalinas

presentes na amostra.
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3.6 Caracterizacao dos Materiais

3.6.1 Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

Para realizacdo do estudo, as amostras foram analisadas em um microscépio
eletrénico de varredura Phenon TM Pro X, atmosférico, com aumento de até 150000x,
profundidade de foco de 1mm, resolugdo de 30nm, 15KV, baixo vacuo e presséo
variada (1 a 270 Pa). O MEV foi utilizado para identificar a morfologia da superficie,
da estrutura formada, tamanho e a forma da distribuicdo de particulas, sem

recobrimento metalico, mesmo em amostras ndo condutoras (Costa, 2016).

3.6.2 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Todas as amostras de pés foram analisadas em um espectrofotbmetro de
infravermelho com transformada de Fourier, Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR
Spectrometrec. Os espectros foram coletados na faixa de 4000 a 400 cm™!, com
numero de 32 scans, mediante transmissdo em pastilha de KBr. A técnica FTIR foi
realizada principalmente para identificar grupos funcionais dos fosfatos de calcio.

3.6.3 Fluorescéncia de Raios X (FRX)

A andlise por fluorescéncia de Raios X (FRX) pode ter fins qualitativos ou
quantitativos e se baseia na medi¢do das intensidades dos Raios X caracteristicos
emitidos pelos elementos que constituem a amostra, quando excitada por particulas
como elétrons, protons ou ions produzidos em aceleradores de particulas ou ondas
eletromagnéticas, além do processo mais utilizado que é através de tubos de Raios X
(Junior, 2007; Nascimento-Dias, et. al, 2017).

A analise das amostras sintetizadas foi realizada utilizando o equipamento
SHIMADZU EDX-720 por energia dispersiva, pelo método semi-quantitativo, em forma
de pd, sob atmosfera a vacuo, colimador 10 mm. A técnica de FRX foi realizada para
detectar elementos quimicos presentes nos fosfatos de calcio, quando excitados por
uma fonte de Raios X primaria, permitindo a determinagéo da concentracdo de varios

elementos sem a destruicdo da amostra.
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Para o ensaio foram preparadas amostras na forma de pastilhas de 20 mm de
didmetro. Amostras foram secas em estufa a 110°C, por um minimo de uma hora, e
esfriadas em um dessecador. Novecentos miligramas de amostra e 100 miligramas
de &cido bédrico (HsBOs), comuns na preparacédo de amostras para FRX porque nao
interferem na leitura dos elementos de interesse, a principal diferenca fisica entre eles
€ a granulometria extremamente fina, em seguida foram pesados e transferidos para
um gral de &gata, onde ocorre a homogeneizagdo. A mistura € prensada a uma
pressdo de 250KN, em seguida as pastiihas sdo levadas para analise por
Fluorescéncia de Raios X.

3.6.4 Difracao de Raios X (DRX)

A Difracdo de Raios X é um fendmeno de espalhamento da radiacéo
eletromagnética, provocada pela interacdo entre o feixe de raios X incidente e os
elétrons dos atomos componentes de um material. Esta técnica é usada para
obtencdo de informacdes estruturais importantes sobre a cristalinidade de um
composto qualquer. A principal aplicagdo da difracdo de raios X refere-se a
identificacao de compostos cristalinos, sejam eles organicos ou inorganicos (Cullity,
2001; Callister, 2008; Kahn, 2011; Eckert, 2012).

Em 1912, convencidos por Laue, W. Friedrich e P. Knipping obtiveram o
primeiro padréo do cristal de sulfato de cobre. Com base nesse experimento, W. H.
Bragg e W. L. Bragg, pai e filho, analisaram e explicaram matematicamente as

condigdes necessarias para difragcado, conhecida como lei de Bragg (Lima, 2013).

Como as fases sofrem influéncia pela diferenga de caminho, surge dai a Lei de Bragg:
niA = 2dseno (Eq.06)

A Equacéo (6) apresenta a lei de Bragg, no qual:
* nrepresenta a ordem de difragéo;
= A corresponde ao comprimento de ondas dos raios X;
= dadistancia interplanar do cristal;
= @ corresponde ao angulo de incidéncia dos Raios X.
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As analises do difratogramas serao utilizadas para determinacao da estrutura
cristalina, como também a composicdo, quantificacdo das fases cristalinas, a
existéncia de fase amorfa, determinagdo dos parametros de rede e tamanho do
cristalito.

A caracterizacao por Difracao de Raios X foi realizada afim de observar as fases
cristalinas dos Fosfatos de Calcio (Hidroxiapatita, B-tricalcico e o a-tricélcico). As
amostras foram submetidas a analise por difracdo de Raios X (DRX) em um
difratdmetro SHIMADZU modelo XRD 7000 (CERTBIO/UFCG) com varredura angular
5°<26<60°, na montagem de Bragg-Brentano, sistema 6-8, utilizando-se radiacao de
Cu (A =1,5418 A), as medidas varreram a faixa entre 10° e 60° (26), com passo de

0,02° (8) e tempo de contagem de 1,0s por passo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

As sinteses utilizadas estdao descritas abaixo com diferentes fases cristalinas
por diferentes rotas de sintese, no qual foi realizada as caracterizacées dos fosfatos
de calcio obtidos.

4.1 Sintese de obtencao da Hidroxiapatita (HAp)

O fosfato de calcio (HAp), pode ser obtido por diversas sinteses, mas a
obtencdo da Hap na maioria das pesquisas utiliza-se esta rota de sintese
(precipitacdo), no qual as fases de HAp sintetizadas se tornam estaveis sem
subprodutos a partir de 700°C (Costa, et al, 2009).

4.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura da Hidroxiapatita (HAp)

A morfologia do p6 da Hidroxiapatita obtida apds a sintese por precipitagéao e
calcinacao a 700°C pode ser observada na Figura 12 como ilustra a micrografia obtida
por microscopia eletrénica de varredura.

Através da andlise da micrografia, € possivel observar que as particulas de
hidroxiapatita obtidas pela sintese possuem forma de aglomerados, 0 que esta de

acordo com a literatura, pois quanto menor o tamanho das particulas maior é a

tendéncia a aglomeragéo.

Figura 12 - Micrografias obtidas mediante Microscopia Electronica de Varredura (MEV) da
Hidroxiapatita (HAp).
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4.1.2 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) da Hidroxiapatita (HAp)

A caracterizagéo por FTIR realizou-se através da analise de espectroscopia na
Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier, no qual a amostra foi
preparada sob a forma de pastilha transparente com razao HAp: KBr de 1:100 e os
espectros foram obtidos na faixa de nimero de ondas entre 4000 e 400cm, na
resolugédo de 4cm'. A técnica de FTIR apresenta uma maneira possivel para avaliar
se ocorreu a presencga dos grupos funcionais das moléculas que compdéem o Fosfato
de calcio, como pode ser observada na Figura 13, o espectro obtido da Hidroxiapatita

com suas respectivas bandas de absorgéo.
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Figura 13 - Espectro do p6 da Hidroxiapatita

Analisando o espectro de infravermelho obtido do p6 da hidroxipatita apresenta
o espectro vibracional na regido do infravermelho, nota-se que apresentou absorcdes
relacionadas como o grupo caracteristico PO4, corroborando os estudos de Oliveira,
2010.

Na faixa de 434 cm™' ndo ha presenca de pico, indicando a auséncia da banda
da oxiapatite, indicando a pureza da HAp, no qual corrobora com os estudos
realizados de acordo a norma BS ISO 13779-3:2008 Implants for surgery —
Hydroxyapatite — Part 3: Chemical analysis and characterization of crystallinity and



59

phase purity”. A banda em torno de 650 cm™ estd relacionada a deformacéo
assimétrica da ligacdo P-O do grupo PO4%.

Em 1047 cm™ como a concentragdo de amostra era muito alta, ela fica plana,
no qual indica vibragdes de estiramento assimétrico do grupo PO43, em 886 cm™' uma
banda correspondente as vibragdes de estiramento (P-O(H)) em HPO4>.

Nas bandas em 1645 cm™ e 3400 cm correspondem ao Vs flexao e estiramento
OH do grupo H20 adsorvida respectivamente, confirmando a presenca de um alto teor
de H20 na sua constituicdo. Identificamos a banda em 1470 cm™ de estiramento
simétrico do grupo (C-O). A reacao assim conduzida propicia a reagao do diéxido de
carbono (presente na atmosfera) com los Ca?* superficiales e o espectro de
infravermelho é bastante sensivel para estas substituicbes (Pereira, Fernandes,
2015). Na banda a 3580 cm™', que é caracteristico da HAp apresentou vibragoes
caracteristicas de estiramento do grupo (O-H) de la estrutura del Hap.

Na Tabela 07 traz um resumo das absor¢des observadas no espectro para
compostos inorganicos.(Oliveira et al., 2010).

Tabela 7 - Bandas de absor¢éo no FTIR do pé da Hidroxiapatita.

Numero de onda. cm-" Designacao

3580 Vs estiramento OH de hidroxila estructural
del Hap

3400 Vs estiramento OH de H.O

1645 deformacéao H-O-H de H-O

1470 Y, estiramento simétrico de CO3 %

1128 Ve estiramento POz - em HPO4 %

1100, 1093, 1047 Y3 estiramento assimétrico de PO4 % ou Ve
estiramento POs; em HPQO, &

965 Y, estiramento simétrico PO4 %

918 Y3 estiramento P-OH em HPO4 2

884 ¥, estiramento antissimétrico de CO3

650 vibragdes OH de hidroxila

616, 581 V4 deformagdo O-P-O em PO4 3 ou V4
deformacdo O-P-O em HPQO, %

535 Y, estiramento P-OH em HPO4 2

Fonte: Adaptado de Nordstrom & Karissom, 1990; Kandori et al, 1995.
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A partir do resultado obtido pelo FTIR, podemos destacar que os grupos
funcionais sao relativos a hidroxiapatita (HAp), e sem a presenga de contaminantes

de outros constituintes.

4.1.3. Fluorescéncia de raios X

Através da fluorescéncia de raios X (FRX) foi possivel obter dados quantitativos
da composicédo elementar do fosfato de célcio experimental, para a detecgdo de
contaminacgao dos p6s dos fosfatos de calcio (HAp), no qual a amostra foi preparada
por prensagem, com uma prensa manual, utilizando o acido bérico para a formacéao
de uma pastilha compacta e homogénea, onde os resultados obtidos podem ser
observados de acordo a Tabela 8.

Tabela 8 - Analise quimica do p6 da HAp por espectroscopia de fluorescéncia de raios X.

Oxidos SiO; CaO Fe203 Cr203 SrO P05

Hidroxiapatita 24 55,9 0,03 0,02 0,01 41,5

Com a composicdo quimica mostrada na tabela 9 foi possivel verificar a
presenca de elementos quimicos carateristicos da HAp. Verifica-se a presenca de
elementos especificos a base de fosfato de calcio como célcio (CaO) e fosfato (P20s)
na sua fase majoritaria, como também a presenca de impurezas tais como: 6xido de
Silicio (SiO2), ferro (Fe203), cromo (Cr203), estroncio (SrO), provenientes de
contaminagao no almofariz de 4gata durante a preparacao da amostra.

A relacao Ca/P é um parametro para avaliar o comportamento biodegradavel
de um material em fluidos fisiol6gicos. Quando a razdo molar Ca/P da HAp for
diferente do valor estequiométrico de 1,67 o material degrada e é absorvido pelo corpo
de acordo (Narasaraju; Phebe, 1996; Wolf et al., 2018). Neste caso o p6 de HAp

apresentou um valor de razao molar Ca/P préximo ao estequiométrico (1,66).
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4.1.4 Difracao de raios X (DRX) do fosfato de calcio (HAp)

O difratograma de raios X passou por analise de identificacdo de fases cristalinas
no ISCD (Inorganic Crystal Structure Database), em seguida utilizou-se a CIF para

posteriormente refinar, utilizando o programa GSAS I, como ilustrado na Figura 14.

Intens. Observada

= Intens. Calculada
Diferenca

JCPDS 01-072-1243

I(cps)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
20 (°)

Figura 14 - Difratograma de raios X da HAp sintetizada a T=700°C.

Foi identificada, apenas uma fase cristalina na amostra da Hidroxiapatita, com
razdo Ca/P de 1,67 (Hughes, Cameron e Crowley, 1989; Novais, 2009), os picos
caracteristicos da fase cristalina com planos (002), (112) e (112) referentes a
hidroxiapatita, com identificacdo da ficha cristalografica 01-072-1243-ICSD retiradas
do banco de dados Inorganic Crystal Structure Database (ICSD), de acordo a norma
BS ISO 13779-3:2008. Frolich 2016, utilizou a difracdo por raios X e o método de
refinamento de Rietveld em diferentes hidroxiapatitas avaliando sua estrutura, onde
observou resultados similares.

No difratograma € possivel verificar o ajuste entre os difratogramas observado
(medida obtida do Difratbmetro - linha azul), padrao de DRX calculado por
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Refinamento Rietveld (x, linha preta) e a diferenga (linha verde) entre ambos usando
os programas GSAS Il (Albers et al., 2002; Antoniassi, 2010)

Os parametros cristalogréaficos estdo de acordo com resultados de trabalhos
cientificos de hidroxiapatita, com valores de distancias atbmicas, dentro dos valores
padrdo, indicando auséncia de impurezas substitucionais catibnicas ou anibnicas
significativas quando avaliada pelos fatores ocupacionais atémicos e pelos
parametros de rede em Brundavanam, et. al, 2013; Lopes, et. al, 2015; Ferreira, et. al,
2017. Na tabela 9 podemos verificar os dados dos parametros cristalograficos obtidos
da Hidroxiapatita, com o fator de confianca do refinamento (Rwp).

Tabela 9 - Pardmetros cristalograficos da Hidroxiapatita.

Sistema Cristalino Hexagonal
Grupo Espacial P63/m
Volume da célula Unitaria [A3] 529.584

Parametros de rede
a,b,c(A)e o,B,7()

a=b 2.95109
c 4.70272
o= 90.0

Y 120.0
Rwp 11,72%
Fase Cristalina Monofasica

4.2 Sintese de obtencao do Fosfato tricalcico (BTCP)

O BTCP foi tratada termicamente a 1200°C para atingir as condi¢cées da

formacgao da fase cristalina de acordo o diagrama de fases do sistema (CaO e P20s).
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4.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura do Fosfato Tricalcico (BTCP)

O resultado obtido do p6 de BTCP ilustrado na Figura 15, apresentou em sua
micrografia uma morfologia formada por particulas individuais de 1um, exibindo a

aglomeracao com particulas de cerca de 10 micrometros.

15kV - Image
BSD Full

Figura 15 - Micrografia obtida de BTCP, por microscopia eletronica de varredura.

No fosfato de BTCP observa-se que o formato das particulas ndo € homogéneo,
como seria o ideal. Pode-se visualizar desde particulas com formato mais
arredondado até particulas mais alongadas, corroborando com Ginebra, et al., 2004;
Santos, 2002.
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4.2.2 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) do Fosfato Tricalcio (BTCP)

Na Figura 16 € apresentado o espectro de FTIR do Fosfato Tricélcio (BTCP)
sinterizado a 1200°C, com os grupos funcionais caracteristicos do BTCP.
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Figura 16 - Espectro da amostra do BTCP.

Os espectros no infravermelho apresentam bandas correspondentes aos
grupos fosfato (POs%), hidroxila (OH), carbonato (COsz*) e bandas referentes a
moléculas de H20 (Azevedo, et. al, 2015).

A amostra apresentou uma banda por volta de 962cm™' de baixa intensidade
referente ao estiramento simétrico ndo degenerado de ligagdes (P-O) de grupos
fosfatos (Sanosh, et. al, 2009; Swamiappan, 2016).

A presenca dos ions carbonato (COs?) na amostra confirmou a presencga dos
ions carbonato pela banda em 1440 cm™ (Poinern, 2011).

Foi possivel observar bandas com comprimentos de onda préximos de 3449 e
1640cm correspondem a moléculas de agua fisicamente ligadas.
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Observa uma banda entre 900 e 1100 cm™! correspondente a sobreposicao de
picos de (PO4 %) e (P-O) que ocorre no BTCP. Em 500 e 600 cm™' as bandas estédo
relacionadas ao (PO4 ) corroborando com (Lin, et, al. 2009; Canillas, et. al, 2017).

A regido de absorcédo entre 2800 e 3500 cm™' deve-se a agua adsorvida. A
presenca do (P2074), podendo ser decorrente da associacdo de tetraedros de PO473,
a banda em 1214cm™ apresentou caracteristica do modo nido degenerado de
deformagao plana de hidrogénio, comum em ions HPO42 (Kongsri, et. al. 2013).

A auséncia de bandas em 460 e 740 cm™' e de uma banda isolada em ~ 600cm-
1 caracteristicas do aTCP, indica que o material se refere ao BTCP. Este fosfato de
célcio é caracterizado por apresentar uma banda larga de 900-1200cm™', observa-se
também a presenca de uma banda mais intensas em 724cm', caracteristico do modo
simétrico (P-O-P) atribuido a deformacgéao (P-O).

Tabela - Bandas de absorcao no FTIR do p6 do Fosfato tricalcico (BTCP).

Numero de onda. cm-! Designacao
962 Estiramento simétrico (P-O)
1440 Estiramento de ions de carbonato (COs?)
3449,1640 Estiramento O-H da (H20)
900, 1100 Estiramento simétrico em (POa4 3) e (P-O)
500, 600 Estiramento simétrico em (PQO4 )
2800, 3500 Estiramento simétrico (P2074)
2800, 3500 Estiramento de deformacao (PO43)
1214 Estiramento assimétrico (HPO4?)
460, 740, 600, 900, 1200, 724 Estiramento simétrico (P-O-P) atribuido a

deformacéao (P-O).
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4.2.3 Fluorescéncia de raios X do Fosfato tricalcico (BTCP)

Através da fluorescéncia de raios X foi possivel obter dados quantitativos da
composicao elementar do BTCP obtido. Utilizou-se a técnica de Espectroscopia de
Fluorescéncia de energia dispersiva de raios X, para a detec¢cao de contaminagéo dos
pds dos fosfatos de calcio (BTCP), de acordo a Tabela 10.

Tabela 10 - FRX do BTCP com na temperatura de sintese em 1200°C.

Oxidos BTCP
Si0: 2.50
CaO 53.57
P20s 42.34
MgO 0,40
Fe20s3 0.06

O resultado da fluorescéncia de raios X apresentou também os elementos
minoritarios presentes no pd. Sabe-se que mesmo os elementos (Ca e P) em maiores
quantidades n&o sao prejudiciais a biocompatibilidade e a biofuncionalidade do
material, pois estdo presentes na fase mineral 6ssea. Além disso, o Mg é um
conhecido agente estabilizador do BTCP. Na analise foi possivel confirmar a presenca
de célcio e fésforo compativel com a fase cristalina identificada no DRX e na
concentracdo média do fosfato tricalcico de (1,5). Tracos de outros elementos, foram
detectados, tais como: 2.5% de silicio e 0.06 % (ferro), foram também identificados.

4.2.4 Difracao de raios X do fosfato tricalcico (BTCP)

O difratograma por difracdo de raios X do fosfato de célcio (3TCP) obtida no
laboratério CERTBIO pode ser observado na Figura 17 com sua identificacdo

cristalina.
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Figura 17 - Fosfato de calcio BTCP obtida no laboratério CERTBIO

Foi possivel identificar pelo resultado a fase do fosfato de calcio BTCP
(Cas(P0Oa)2), com a ficha cristalografica JCPDS n° 01-070-2065 ICSD e refinada
utilizando o programa GSAS I, corroborando com os estudos de Horch 2006, Pereira
2015 e Casimiro 2017, no qual o resultado obtido esta de acordo com os parametros

cristalograficos, conforme observado na Tabela 11.

Tabela 11 — Par&metros cristalograficos do Fosfato de calcio BTCP.

Sistema Cristalino Romboédrica
Grupo Espacial R3c
Volume da célula Unitaria [A3] 3516.568

Parémetoros de rede
a,b,c(A)e a,B,7(®

a=b 10.42262
c 37.37961
o=p 90.0
Y 120.0
Rwp 10,68%

Fase Cristalina Monofasica
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4.3 Sintese da obtencao do Fosfato Tricalcico (aTCP)

A obtengdo do Fosfato Tricalcico — (aTCP) foi via sintese por combustao,
partindo da mistura de reagentes (Nitrato de calcio Tetrahidratado e Dihidrogeno
fosfato de amédnio, com um combustivel orgénico (Uréia), com temperatura de

sinterizacao de 600°C como descrito por (Saciloto, et. al, 2014).

4.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura do Fosfato Tricalcico (aTCP)

Apo6s a sintese do fosfato tricalcico (aTCP) e tratamento térmico por combustéao
em 600°C, foi possivel observar a morfologia do pd, no qual pode ser observada na

Figura 18 com a micrografia obtida por microscopia eletrénica de varredura.

Figura 18 - Micrografia obtida do pé do fosfato tricalcico (aTCP).

Na imagem da amostra do (aTCP) observa-se que o formato das particulas nao
€ homogéneo, pode-se visualizar desde particulas com formato maiores, e
arredondadas formado pela sinterizacdo. As maiores particulas tém em torno de 5
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micrémetros, no qual todos eles sao unidos por pontes de sinterizacao, provavelmente

durante a combustio.

4.3.2. Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) do Fosfato Tricalcico (aTCP)

A Figura 19 ilustra espectro obtido pelo FTIR do p6é de (aTCP), no qual
apresentaram as seguintes bandas de absorgdo: 471, 565, 601, 1038 e 1090 cm'
referentes a ligacdo P-O ou grupos PO4, as bandas em 961, 1210, 2940 e 2970 cm™,
referentes a ligacao P-OH modo de estiramento de grupos HPO4, apresentou grupos
funcionais em 873, 1414, 1454, 2337 e 2368 cm™' , referentes a ligagcdo C-O de grupos
COs, As bandas em 1630 e entre 3000 a 3700 cm™' referente a H-O adsorvida.
Deformacéo axial de C-H alifatico entre 2940 e 2970 cm™'. No comprimento de onda
de 3400 cm™ e 1630 cm! refere-se a ligagdo O — H do grupo OH. Os picos em 2850
e 2919 cm pertencem ao grupo HPO4. A banda em 3580 refere-se a pequena
presenca do grupo OH (Molins, et. al, 1996; Santos, 2002; Machado, 2007; Escobar,
2010; Vasconcellos, 2012; Fernandes, 2013; Thirmer, 2014).

PO,
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Figura 19 - Espectro do Fosfato tricalcico (aTCP).
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4.3.3. Fluorescéncia de raios X Fosfato Tricalcico (aTCP)

A andlise por espectroscopia de fluorescéncia de raios X foi possivel quantificar

0s seguintes elementos quimicos, como estdo expostos na Tabela 12.

Tabela 12 — Analise quimica do pé do (aTCP) por espectroscopia de fluorescéncia de raios X.

Oxidos aTCP
SiO2 0,56
CaO 54,2
P20s 421
AlOs 0,19
MgO 0,28
Fe20; 0,15
K20 0,14
Na:0 0,07

Na analise foi possivel confirmar a presenca de calcio e fésforo como
elementos majoritarios, pela rota de sintese por combustdo, no qual ndo ocorreu
alteracao na relacdo Ca/P, com concentragcdo média do fosfato tricalcico de (1,5).
Tracgos de outros elementos em torno de 1.5 % em total, como silicio, magnésio, sodio,
aluminio, potassio e ferro foram também identificados.

4.3.4 Difracao de raios X do Fosfato Tricalcico (aTCP)

O Fosfato de calcio (aTCP) obtida em parceria com o laboratério ICV (Espanha)

pode ser observado na Figura 20 com sua identificagéo cristalina.
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Figura 20 - Fosfato de calcio aTCP obtida no laboratério ICV

No difratograma foi possivel identificar a fase cristalina, referentes a fase do (a
fosfato tricélcico - Cas(POQa4)2), com ficha cristalografica identificada JCPDS n° 01-009-
0348 do (ICSD), no qual a temperatura por combustdo com 600°C, durante a reagao
atingiu temperaturas acima de 1200°C, o que confirma pelo DRX a identificagdo da
fase cristalina (Raynaud,2002), onde observou o resultado de acordo a Tabela 13.

Tabela 13 - Pardmetros cristalograficos do Fosfato de calcio aTCP.

Sistema Cristalino Ortorrédmbica
Grupo Espacial P121/a1
Volume da célula Unitaria [A3] 4314.463

Parémetoros de rede
a,b,c(A)e 0,8,7(®

a 12.89803
b 27.26465
c 15.21960
a=p 90.0
Y 120.0
Rwp 16,31%

Fase Cristalina Monofasica
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4.4. Influéncia da temperatura nas propriedades do Fosfato tricalcico (BTCP)

A partir da obtencado do Fosfato tricalcico (3TCP) mediante precipitacdo, na
secao 4.2, foi realizado variagdes na temperatura de tratamento entre 900°C a
1200°C, por um periodo de 2h, para analisar a influéncia da temperatura nas
caracteristicas dos cristais.

4.4.1 Caracterizacao por espectroscopia de Infravermelho

Os espectros de FTIR exibidos na Figura 21 confirma a transformacao de fase
apds a analise quimica realizada com a adicao do acido fosférico (H3POas) para
obtengao do fosfato de calcio (BTCP), a partir da HAp obtida em laboratério. Onde é
possivel observar grupos funcionais com bandas caracteristicas de acordo listadas na
Tabela 15.

Tabela 14 — Nameros de onda de IR das amostras tratadas com diferentes proporcdes de
Ca/P.

Bandas Numero de onda (cm™) Valor Experimental
BTCP HAp 1,5 1,67
1120 B
1082 H
PO% . vs 1042 B
estiramento.
1040 H
972 B
PO%, v1 962 H
estiramento.
945 B
606 B
PO% v 601 H
estiramento 4.
571 H
552 B
OH-, estiramento 3572 H
OH" lib. 630 H

H e B correspondem as bandas de HAp e BTCP, respectivamente.
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A banda observada em 962cm nas curvas 1 e 2 com temperaturas de (950°C
e 900°C), de baixa intensidade se refere a presenca de HAp, no qual é decorrente do
modo, Vi correspondente ao estiramento simétrico ndo degenerado de ligagbes (P-O)
de grupos fosfatos que corroboram com os resultados de (Zhao et. al., 2014; Pereira,
2015). Também se observa, a baixas temperaturas bandas a 3580 cm
correspondente ao grupo —OH da Hap.

A partir da temperatura de 1000°C contendo apenas o BTCP sintetizado, pode-
se observar uma grande banda entre 900 e 1100cm correspondente a sobreposicéo
de picos de (POa4 3) e (P-O) que ocorre no BTCP. Ha também alguns picos entre 500
e 600 cm' relacionados ao (PO4?) corroborando com (Bernardino, 2016). Este fosfato
de célcio é facilmente identificado por apresentar uma banda larga de 900-1200cm.
Observa-se a presencga do pico em 724cm', caracteristico do modo simétrico v(P-O-
P) atribuido a deformacdo (P-O). A presenca deste grupo (P207%), pode ser
decorrente da associagdo de tetraedros de PO4?3 em dimeros de P207*. Ja o pico em
1214cm™ é caracteristico do modo ndo degenerado de deformacdo plana de
hidrogénio em grupos: (- sOPO- H O-PO3z), comum em ions HPO42,

E possivel observar que nas temperaturas mais baixas as bandas apresentam-
se melhor definidas e mais estreitas, sobrepondo nas temperaturas mais altas.

E 900°C PO
. 950°C voPO% viPO3% viPO43
{ —— 1000°C
1 —1050°C
- 1100°C
. 1150°C
o ] 1200°C A
O A
c 7] \
<O
= J Y
8 . voPO34 \ /\}\
— _- ,/"/J . ’ \
J  oH [\
, '

L] | ] 1 ¥ | L ] . | ¥ |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Onda(cm’™)

Figura 21 - Espectro de FTIR do BTCP com variagéo de temperatura (900°Ca 1200°C).
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4.4.2 Caracterizacao por difratometria de raios X

Na Figura 22 o difratograma ilustra as bioceramicas tratadas em temperaturas
entre (900°C & 1200°C), com identificacdo das fases cristalinas da Hidroxiapatita
(HAp) JCPDS 01-072-1243 e o Fosfato Tricélcico (BTCP) JCPDS 01-070-2065. As
amostras apresentaram fases bifasicas (HAp / BTCP) nas temperaturas de 900°C e
950°C, com o0 aumento da temperatura para 1000°C ocorreu a formag¢ao de uma unica
fase BTCP (Grosh, Sarkar, 2016), com a transformacao da fase bifasica (HAp / BTCP),

para um p6 com fase monofasico (BTCP).
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Figura 22 - Difratograma de acordo com o aumento de temperatura (900°C a 1200°C) e fases
cristalinas presentes.

A analise quantitativa das fases permitiu a identificacdo, dentre os quais:
qualitativo, percentuais cristalinos e parametros cristalograficos. Com o aumento da
temperatura de sinterizacdo foi observado a variacdo de percentual das fases
cristalinas (diminuicdo de HAp e aumento de BTCP) temperaturas de sintese de
(900°C e 950°C), apods a tratamento alcancar a temperatura de 1000°C, uma Unica

fase cristalina se fez presente (BTCP), como pode ser observado na Tabela 15.
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Tabela 15 - Variacbes de temperatura (900°C a 1200°C) com seus respectivos dados

cristalograficos.
Amostra 900°C 950°C 1000°C 1050°C  1100°C 1150°C  1200°C
Fase HAp BTCP HAp BTCP BTCP
Sistema Hexagonal ~Romboédrica Hexagonal = Romboédrica Romboédrica
cristalino
Grupo P63 m R3c P63 m R3¢ R3c
Espacial
aG[A] =b 9.41 10.40 9.42 10.41 10.42 10.42 10.42 10.42 10.42
[A]
c[A] 6.88 37.33 6.88 37.34 37.37 37.37 37.37 37.37 37.36
v [°1 120.000
Volume 528.65 3502.99 528.87 3510.31 3514.45 3515.02 3515.11 351523 3514.12
[A%]
Percentual  40,6% 59,4% 24,7% 75,3% 100%
de Fase
Cristalina
Rwp 14,38% 13,38% 11,25%  11,91%  12,69%  12,90%  13,06%

A partir do difratograma de raios X, e do refinamento, foram efetuados calculos

matematicos para os tamanhos do cristalito, onde observaram-se um crescimento no
cristalito, entre as temperaturas (900°C e 950°C), com a presenca de duas fases
cristalinas.

O aumento do tamanho dos cristalitos pode ser observado de acordo a Tabela
16, podendo estar associados ao maior rearranjo estrutural das amostras com fases
(HAp e BTCP). Essa maior ordenagao atdmica possibilita a difusdo com o aumento da
temperatura do tratamento térmico, consequentemente, promove o crescimento dos
cristalitos, o que corrobora com os resultados de cristalinidade do material e o
crescimento dos cristalitos das amostras. Ao aumentar a temperatura pode se verificar
0 aumento das estruturas cristalinas encontradas nessas amostras. Nas temperaturas
acima o p6 do BTCP apresentou com uma Unica fase cristalina, como pode ser
observado na Figura 23.
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Tabela 16 - Tamanho dos cristalitos (um) com as variagdes de temperatura (900°C a 1200°C).

Tamanho do Cristalito - Isotropico

TEMPERATURA HAp B-TCP
900°C 0,12 0,18
950°C 0,20 0,27
1000°C 0,34
1050°C 0,38
1100°C 0,42
1150°C 0,45
1200°C 0,46
0,6
—o—HAp B-TCP
0,5
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Figura 23 - Variagdo dos tamanhos de cristalitos da HAp e BTCP, com o aumento de
temperatura entre 900°C e 1200°C.

4.4.3 Quantificacao de Amorfo com variacao de temperatura do fosfato tricalcico
(BTCP)

Diante dos estudos realizados para a obtencdo dos fosfatos de calcio, é

possivel verificar a presenca de fase amorfa nas amostras, quando se realiza a analise
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da quantificacdo das fases cristalinas, logo foi proposto a utilizagdo de uma
metodologia aplicada por A.F. Qualtieri (Qualtieri, 2003), com o objetivo de observar
a dispersao de qualquer fase amorfa existente na amostra, e consequentemente um
resultado mais preciso das fases cristalinas existentes. Resolvendo um padrédo
interno, convenientemente escolhido, que € adicionado em uma quantidade de
Alumina (Al203) para a mistura, no qual investigou-se como um componente de
mistura.

A quantificacdo de amorfo foi realizada a partir do difratograma da analise com
o fosfato de calcio e um padrao interno (15% de Alumina - Al203).

Na Figura 24 ilustra a analise de quantificacdo de amorfo, com a variagao de
temperatura entre (900°C a 1200°C), no qual foi possivel observar a diminuicdo da
quantidade de amorfo e aumento do cristalito na amostra com a elevagdo da
temperatura, ocorrendo assim pequenas variagdes na quantidade do amorfo para as
analises e redugéo dos erros devido a “flutuagdes” nos valores para o amorfo (Bezzon,
2013), além disso, ao se quantificar uma mistura de fases pelo método de Rietveld, o
valor determinado esta relacionado apenas com a parte cristalina da amostra, de
modo que a real propor¢ao deve levar em consideracao a fragdo de amorfo presente,
como esta exibido na Tabela 17.

Tabela 17 - Dados da quantificagdo do amorfo com a influéncia da temperatura do BTCP.

Amostra (Fases)

TEMPERATURA HAp BTCP Amorfo
900°C 22.1% 48,2% 29,7%
950°C 10,7% 63,1% 26,2%
1000°C 0% 74,4% 25,5%
1050°C 0% 75,9% 24,1%
1100°C 0% 79,8% 20,2%
1150°C 0% 84,8% 15,2%

1200°C 0% 86,4% 13,6%
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e amorfo com variagdes de temperatura no BTCP.

4.5. Determinacao da Quantificacao de Amorfo dos Fosfatos de calcio

A quantificacdo de amorfo foram relizadas nas amostras dos fosfatos de calcio

(HAp, BTCP e aTCP), adiconando a Alumina como padrado interno, onde as amostras

foram identificadas e refinadas, de acordo as ilustragées nas Figuras 25, 26 e 27.
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Figura 25 - Difratograma da fase da Hap com a alumina com suas respectivas fichas

cristalograficas.
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Figura 26 - Difratograma da fase do BTCP com a alumina com suas fichas cristalograficas.
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Figura 27 - Difratograma da fase do aTCP com a alumina com suas fichas cristalograficas.



80

Os dados obtidos pela quantificacdo de amorfo, podem ser observados na
Tabela 18, apds o refinamento pelo programa GSAS I, com os seguintes dados

cristalogréficos.

Tabela 18 - Quantificagdo de fase amorfo e tamanho do cristalito da HAp, BTCP e aTCP.

Amostras Alumina Fase Amorfo Total

HAp 21,3% 70,3 29,7% 100,00%
BTCP 20,3% 74,2% 25,8% 100,00%
oTCP 19,7% 76,6% 23,4% 100,00%

O percentual de amorfo presente nas amostras se refere aos cristais que néao
sdo difratados durante a analise do DRX, no qual observou a diminuicdo da fase
amorfa nas amostras (HAp < BTCP < aTCP).
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5. DESENVOLVIMENTO DE UMA METODOLOGIA DE CARACTERIZACAO

A existéncia de uma norma de avaliacdo da qualidade e seus requisitos,
denominada como Implants for surgery — Hydroxyapatite Part 3: Chemical analysis
and characterization of crystallinity and phase purity (BS ISO 13779-3:2008), onde
especifica métodos de teste para a andlise quimica, avaliagdo da cristalinidade e
composicao de fases de materiais a base de hidroxiapatita, como revestimentos e
produtos sinterizados, onde foi possivel observar algumas limitagdes da norma nas
suas quantificacbes de fases cristalinas, devido ao uso de apenas um plano
cristalografico, onde motivou a necessidade de utilizar rotas de sintese para obtengao
dos fosfatos de célcio, com o uso do método Rietveld (com todos os planos
cristalograficos da analise) para quantificacdo de fases cristalinas adquirindo
resultados mais precisos, como também a quantificacao de fase amorfa presente nas
amostras que nao sao informadas.

Diante disto foi desenvolvido uma metodologia, no qual fosfatos de calcio obtidos
pelas diferentes rotas de sinteses serao utilizados para a obten¢éo de curvas padrao
para a quantificacao de diferentes fases cristalinas.

ApGs as identificacoes dos Fosfatos de Célcio: Hidroxiapatita, BTCP e aTCP com
a presenca de uma unica fase cristalina, iniciamos as propor¢cdes dos fosfatos de
calcio citadas na Tabela 7 na segcdo 3.4, misturamos 0os mesmos, em seguida
analisamos no equipamento de Difratdbmetro de Raios X (DRX), identificando as suas
fases cristalinas com seus respectivos parametros de rede, efetuando o seu

refinamento no Programa Computacional GSAS II.

5.1. Proporc¢oes de fases com HAp e BTCP

Os dois fosfatos de calcio (HAp e BTCP) passam por um processo de
homogeneizacdo em um almofariz de agata, com 300mg de amostra, seguindo
proporcionalmente as seguintes fragdes em peso: (80%HAp-20%BTCP; 60%HAp-
40%BTCP; 40%HAp-60%BTCP; 20%HAp-80%BTCP), foi realizado a andlise, com
identificacao cristalina e quantificacdo de fases cristalinas das amostras com os
resultados ilustrados nas Figuras 28, 29, 30 e 31.
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Figura 28 - DRX e resultado da anélise de Rietveld na Proporcao do Fosfato de célcio com
80%HApP20%BTCP obtida no laboratério CERTBIO.
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Figura 29 - DRX e resultado da anélise de Rietveld na Propor¢ao do Fosfato de célcio
60%HApP40%BTCP obtida no laboratério CERTBIO
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Figura 30 - DRX e resultado da analise de Rietveld na Proporcao do Fosfato de célcio

40%HApP60%BTCP obtida no laboratério CERTBIO.
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A partir das identificagdes cristalinas presentes nas amostras realizadas com
suas respectivas proporcoes, podemos verificar no refinamento pelo Programa GSAS

Il os seguintes resultados descritos na Tabela 19.

Tabela 19 - Parametros cristalograficos das proporgdes dos Fosfatos de Calcio com seu
refinamento estatistico.

Amostra 80%HApP20%BTCP 60%HApP40%BTCP
Fase Hidroxiapatita Friggli];i:)o Hidroxiapatita Frizglsc];?::)o
Sistema Cristalino Hexagonal Romboédrico Hexagonal Romboédrico
Grupo Espacial P63 m R3c P63 m R3c
a[A] = b [A] 9.41 10.41 9.40 10.41
c[A] 6.88 37.28 6.88 37.31
al1=B[] 90.0 90.0 90.0 90.0
v [°] 120.0 120.0 120.0 120.0
Volume [AS] 528.15 3501.23 527.38 3504.43
gf;t‘:;"‘;”g'rids?a"no 80,7% 19,3% 60,1% 39,9%
Tamanho do
g:;frtz:fgé“m) 0.538 2.845 0.629 1.855
Equatorial
Rwp 13,61% 14,97%
Amostra 40%HAp60%BTCP 20%HApP80%BTCP
Hidroxiapatita B_FQSfato Hidroxiapatita B_Fpsfato
Fase tricalcico tricalcico
Sistema Cristalino Hexagonal Romboédrico Hexagonal Romboédrico
Grupo Espacial P63 m R3c P63 m R3c
a[A] = b [A] 9.40 10.41 9.40 10.41
c [A] 6.88 37.34 6.88 37.36
all1=BI1 90.0 90.0 90.0 90.0
v [°] 120.0 120.0 120.0 120.0
Volume [A%] 527.34 3506.39 527.85 3518.80
gfsrtce‘f:]‘;“g'ﬁg?a"no 42,4% 57,6% 23,8% 76,2%
Tamanho do
ggf:ggfgé”m) 0.629 1.855 0.12 1.138
Equatorial
Rwp 16.82% 15.21%
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Podemos verificar que de acordo os resultados apresentados na tabela acima
com as proporcdes dos fosfatos de calcio, obtiveram apéds utilizacdo do Programa
GSAS |l resultados satisfatérios no seu refinamento, apresentando dados proximos
em comparagao aos das proporgdes, ocorrendo uma pequena variagao que pode ser
relacionada a tamanho dos cristais, preparacdo da amostra, orientacdo dos picos,
porcentagem de amorfo, entre outros, que estdo presente nas amostras do fosfatos
de calcio.

5.2. Curva de calibracao da HAp e BTCP

A Curva de calibracao na Figura 32 foi construida de acordo com a metodologia
descrita na norma ISO 13779-3:2008, para determinacdo de fases cristalinas
presentes nos fosfatos de calcio. A metodologia descrita determina o calculo da razao
entre as intensidades dos planos (210) da HAp e (0210) do BTCP frente ao conteudo
da Hidroxiapatita. A razdo obtida apresenta variacbes que podem ser atribuidas a
problemas de preparacdo da amostra, tais como, pesagem das amostras, orientagao,
deslocamento de pico, etc. Entretanto o mesmo nao impede a quantificagao das fases

cristalinas, com alguns ajustes.

6 —e— Datos Exp.

——Ajuste

RAZAO
w
---_'"-I-

1 /
60/40
20/80 40/60
80/20

0 g - :
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Hidroxiapatita (%)

Figura 32 - Curva padrao da Razao dos fosfatos de calcio (HAp e BTCP).
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Segundo a curva padrao da razao dos fosfatos de calcio, da HAp em relacéao
ao BTCP na (Figura 32), com fases ajustadas em 100%. O conteldo de uma das fases
é igual a intensidade do plano cristalografico correspondente por uma constante. E a
concentracéo de HAp é igual a intensidade do plano (210) (H) por uma constante (A).
O BTCP ¢ igual a intensidade do plano (210) (P) por uma constante (B).

A medida que a soma de ambos é de 100%, a equacgéo (07) é que a quantidade
de Hp (H) mais a quantidade de BTCP (P) é a seguinte:

A*H + B*P = 100% (Eq.07)
Como representa a razao das intensidades de difracdo (H/P) a equagéo é:
H/P=BH/(1- HA) (Eq.08)

O método proposto por Rietveld possibilita uma identificacdo de percentual de
fases cristalinas com uma maior confiabilidade em relagdo ao da norma. De acordo a
tabela 6 observamos as identificacbes de fases cristalinas e percentual de fases
cristalinas, no qual possibilita destacar que o refinamento pelo método Rietveld é
confiavel, expondo resultados semelhantes aos realizados pelas propor¢des e desvio
padrao relativamente baixo, como pode ser observado na Tabela 20 e Figura 33.

Podemos destacar que o ajuste € satisfatorio e permite obter uma quantificagcao
de fases cristalinas similar ao valor nominal das misturas preparadas.

Tabela 20 - Dados obtidos pelas propor¢cées dos fosfatos de calcio (HAp e BTCP) pelo
refinamento Rietveld, com o desvio padrado e intervalo e confianca.

CURVA PADRAO REFINAMENTO HIDROXIAPATITA - BTCP
wo e e me SN M
100 0 100 0 0 0
80 20 77,7 22,3 1,15 2,84
60 40 59,7 40,3 0,13 0,32
40 60 40,6 59,4 0,30 0,73
20 80 20,2 79,4 0,09 0,21

0 100 0 100 0 0
DESVIO PADRAO MEDIO 0,40

INTERVALO DE CONFIANGA MEDIO - 95% 1,00
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Figura 33 - Curva padrao plotada ap6s o refinamento pelo método Rietveld dos fosfatos de
célcio (HAp e BTCP).

5.3. Proporcoes de fases com HAp e aTCP

Apés a realizacao das proporcoes dos Fosfatos de calcio com as seguintes
fracoes (80%HApP20%aTCP; 60%HApP40%aTCP; 40%HApP60%aTCP;
20%HAp80%aTCP) foi realizado a analise e identificacdo cristalina das amostras com

os resultados mostrados nas Figuras 34,35,36 e 37.

* Int . OCb d
Inr::eennss.’ Cal?jlr;:a = 80%HAp20%aTCP
Diferenca v HAp Vv
|  JCPDS 01-009-0348 aTCP®
| JCPDS 01-072-1243 l

w
g ;
v | -
v:
TR AT T T AT (1T T (T
5 10 15 20 25 30 35 40
20

Figura 34 - DRX e o resultado da andlise de Rietveld na Propor¢ao do Fosfato de célcio com
80%HApP20%aTCP.
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Figura 35 - DRX e o resultado da andlise de Rietveld na Propor¢édo do Fosfato de calcio

60%HApP40%a

TCP.
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Figura 36 -DRX e o resultado da anélise de Rietveld na Propor¢édo do Fosfato de calcio

40%HApP60%a

TCP.
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% Intens. Observada 20%HAp80%aTCP
Intens. Calculada HAp w
Diferenca aTCP #

| JCPDS 01-009-0348

| JCPDS 01-072-1243
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Figura 37 -DRX e o resultado da anélise de Rietveld na Propor¢cao do Fosfato de célcio
20%HAp80%aTCP.

Apoés as identificagdes cristalinas presentes nas amostras realizadas com suas
respectivas proporcdes, verificamos no refinamento pelo Programa GSAS Il os
seguintes resultados descritos na Tabela 21.

Tabela 21 - Parametros cristalograficos das proporcdes dos Fosfatos de Calcio com seu
refinamento estatistico.

Amostra 80%HApP20%aTCP 60%HApP40%aTCP

Hidroxiapatita a_ngfato Hidroxiapatita a_ngf_ato
tricalcico tricalcico

Fase

Sistema Cristalino Hexagonal Monoclinico Hexagonal Monoclinico

Grupo Espacial P63 m P121/a1 P63 m P121/a1

a[A] = b [A] 9.41 12.89 12.86 15.19

c[A] 6.88 15.22 6.88 37.31

a[1=B1I[1 90.0 90.0 90.0 90.0

v [°] 120.0 126.20 120.0 126.13

Volume [A%] 528.15 4325.46 527.38 4306.21

Percentual do

Sistema Cristalino 79,0% 21,0% 62,6% 37,4%

Rwp 23,78% 24,69%
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Amostra 40%HAp60%aTCP 20%HApP80%aTCP
. . . a Fosfato . . . a Fosfato

Hidroxiapatita tricalcico Hidroxiapatita tricalcico
Fase
Sistema Cristalino Hexagonal Monoclinico Hexagonal Monoclinico
Grupo Espacial P63 m P121/a P63 m P121/a1
a[Al=b[A] 9.40 12.88 9.40 12.90
c[A] 6.88 15.21 6.88 15.02
al1=BI[1 90.0 90.0 90.0 90.0
y[°] 120.0 126.19 120.0 126.27
Volume [A%] 527.34 4322.51 527.85 4327.72
Percentual do 41,7% 58.,3% 18.2% 81.8%
Sistema Cristalino
Rwp 24.79% 20.24%

Podemos verificar que de acordo os resultados apresentados na tabela acima
com as propor¢des dos fosfatos de calcio, apos utilizagdo do Programa GSAS Il no
seu refinamento, as variagdes apresentadas foram devido a analise (HAp e aTCP)
apresentarem porcentagem de amorfo, picos sobrepostos, preparacao da amostra,

entre outros, presentes na amostra.

5.4 Curva de calibracao da HAp e aTCP

A Curva de calibracao na Figura 38 foi construida de acordo com a metodologia
descrita na norma ISO 13779-3:2008, para determinacdo de fases cristalinas
presentes nos fosfatos de calcio. A metodologia descrita determina o calculo da razao
entre as intensidades dos planos (210) da HAp e (441) do aTCP. A razao obtida
apresenta variagdes que podem ser atribuidas a problemas de preparagdo da

amostra, tais como, orientacdo, deslocamento de pico, etc.
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Figura 38 - Curva padrao da Razé&o dos fosfatos de calcio (HAp e aTCP).

A curva padrao da razao dos fosfatos de calcio da HAp e do aTCP (Figura 38),
com fases ajustadas em 100%, como uma das fases é igual a intensidade do plano
cristalografico correspondente por uma constante, a concentragcdo de HAp é igual a
intensidade do plano (210) (H) por uma constante (A). O aTCP é igual a intensidade
do plano (441) (P) por uma constante (B). A partir da medida que a soma de ambos é
de 100%, a equacao é a quantidade de HAp (H), mais a quantidade de aTCP (P):

A*H + B*P = 100%. (Eq. 09)
Como a razao das intensidades de difracao (H/P), a equacéao do ajuste é:

H/P=BH/(1-HA). (Eqg. 10)

A identificacdo de percentual de fases cristalinas pode ser observada na Tabela
22. O método proposto por Rietveld possibilita uma maior confiabilidade em relagao
ao da norma, com propor¢cdes de fases e desvio padrao, como pode ser observado

também na ilustracdo da Figura 39.
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Tabela 22 - Dados obtidos pelas proporcées dos fosfatos de calcio (HAp e aTCP) pelo
refinamento Rietveld, com o desvio padréo e intervalo e confianca.

CURVA PADRAO

REFINAMENTO

HIDROXIAPATITA - oTCP

DESVIO INTERVALO DE
HEE Cer? HSE el PADRAO CONFIANCA
100 0 100 0 0 0
80 20 79,1 20,9 0,50 1,24
60 40 62,6 37,4 1,32 3,27
40 60 41,7 58,3 0,84 2,09
20
80 18,2 81,8 0,91 2,27
0
100 0 100 0 0
L 0,48
DESVIO PADRAO MEDIO
INTERVALO DE CONFIANCA MEDIO - 95% 1,20
100 M=
90 S~ - m - CURVA PADRAO
80 . e REFINAMENTO
= aE =t DESVIO PADRAO MEDIO - 0,48
X 70 S
<t
= 60 *l
= S
i 50 T
< RS
x
S 40 L0
o ~
0 30 RN
I —
20 g
10 "=
= N
0 ®
0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100
aTCP (%)

Figura 39 - Curva padrao plotada ap6s o refinamento pelo método Rietveld dos fosfatos de
calcio (HAp e aTCP).
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6 CONCLUSOES

A partir dos objetivos propostos nesta pesquisa, conclui-se que as rotas de
sinteses utilizadas neste trabalho com distintos tratamentos térmicos foram
satisfatorias para obtencao de bioceramicas sintéticas com fosfatos de calcio (HAp,
BTCP e aTCP). Na MEV observou tamanhos de particulas de até 10um, o FTIR
apresentou grupos funcionais caracteristicos com niveis vibracionais das moléculas
presentes, como também o FRX a quantificacdo dos elementos quimicos e
contaminagdes foram identificados e apresentaram resultados semelhantes a outros
trabalhos pesquisados.

A influéncia de temperatura do tratamento térmico nos fosfatos de calcio obtido
mediante precipitacdo, observou que nas temperaturas de 900°C e 950°C apresentou
duas fases binarias (HAp e BTCP), e a partir de 1000°C identificou uma Unica fase
(BTCP). Os tamanhos dos cristalitos apresentaram crescimento de acordo com a
elevacao da temperatura, devido a reorganizacdo dos cristalitos e o aumento do
tamanho de dominio coerente de difragao.

A técnica de caracterizacdo por DRX com o emprego do método Rietveld
demonstra uma capacidade satisfatéria na identificacdo, quantificacdo das fases
cristalinas presentes, tamanho de cristalito e conteudo de amorfos.

Podemos concluir que a norma de avaliagdo (BS ISO 13779-3:2008)
especificada pelos métodos de teste para a analise quimica, avaliagdo da
cristalinidade e composicao de fases de materiais a base de hidroxiapatita permitiu a
obtencdo das curvas de calibracdo com as quantificacdo de misturas de fases
(BTCP/Hap e HAp/aTCP), observando limitagbes nas composi¢cées extremas,
entretanto o Método Rietveld dispée de uma forma mais simples e confiavel do que a
norma, para quantificar o conteudo das fases cristalinas, obtendo um estudo com as

informagdes dos fosfatos de calcio, desde a sintese até a sua estrutura cristalina.
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7 SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

Para que esta tese possa vir a obter mais informacdes cristalogréaficas, novas
rotas de sinteses devem ser realizadas com o desenvolvimento de curvas de
calibracdo, para sua aplicacdo como biomaterial, tem-se como perspectiva o
aperfeicoamento, tais como:

e Analisar a distribuicao de particulas e orientacao cristalografica dos fosfatos de calcio
sintetizados.

e Comparar os parametros cristalograficos dos fosfatos sintetizados e os comerciais.

e Realizar os estudos cristalograficos e sintese com outros fosfatos utilizados como
biomateriais.

e Definir uma metodologia de quantificacdo de amorfo com duas ou mais fases
cristalinas.

e Avaliar as estruturas cristalogréaficas destes fosfatos de célcio utilizados na forma de

cimentos 6sseos.
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