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RESUMO

O principal objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da incorporacdo do metal de
transicdo Nb>* nas propriedades de bioceramicas & base de Fosfato de Célcio (CaP)
produzidas. Portanto, neste trabalho foi sintetizada a biocerdmica de Fosfato de Calcio
(CaP) com a adicdo de 1% molar de sal de niébio (Nb) cujas propriedades foram
comparadas ao material sem modificacdo (CaP) para potencial aplicacdo como
biomateriais para reposicdo e regeneracdo 0ssea. O Nb foi utilizado nesta pesquisa
devido ao seu comportamento e propriedades similares a de outros metais de transicéo e
por sua relativa disponibilidade uma vez que o Brasil possui a maior produ¢do mundial
desse metal.

A rota de sintese por precipitacao foi escolhida por apresentar simplicidade na técnica,
reagentes de baixo custo e disponibilidade comercial, utilizacdo de equipamentos de
rotina e acessiveis nos laboratorios de quimica, associado a um tempo de execucéo de
aproximadamente 4 horas. Esta rota de sintese favoreceu a formacdo, com ou sem
adicdo de Nb, de uma unica fase predominante de fosfato de célcio (CaP), denominada
de hidroxiapatita (HAP), verificada pelas andlises de difracdo de raios X (DRX) e
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). As fases de HAP
carbonatada ou HAP cristalinas foram obtidas em funcdo do tratamento térmico
realizado, secagem a 110°C ou sinterizacdo a 900°C, respectivamente. A sinterizacdo
promoveu 0 aumento do tamanho médio do cristalito e a densificacdo do material
produzido.

Os resultados mostraram a incorpora¢do de Nb na HAP produzida, preferencialmente
pela substituicdo dos sitios catidnicos de Ca®* pelo Nb**, verificada pela variagdo nas
propriedades avaliadas, como a reducdo no parametro da célula unitaria, reducdo do
tamanho médio das particulas ap6s sinterizacdo, maior coalescimento das particulas,
entre outros aspectos. Finalmente, as bioceramicas produzidas com a modificacdo
parcial Nb>* apresentaram citocompatibilidade e bioatividade in vitro similares a a HAP

evidenciando potencial aplicagdes como biomateriais e em engenharia de tecido dsseo.

PALAVRAS CHAVE: Biomateriais, bioceramica, fosfato de calcio, hidroxiapatita,

hidroxiapatita modificada com niébio.
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ABSTRACT

The need for obtaining new materials to replace human body parts that were destroyed
or damaged led scientists from different areas of research for developing new
biomaterials. Thus, the aim of this work was the synthesis and characterization of
niobium-modified apatite bioceramics. Calcium phosphates (CaP) were synthesized
with niobium partially replacing calcium sites using aqueous precipitation route at room
temperature. The bioceramics, with and without Nb incorporation, were characterized
by scanning electron microscopy (SEM) coupled with energy dispersive spectroscopy
(EDS) and X- ray diffraction (XRD) as prepared and after heat treatments The results
indicated that Nb was incorporated in the apatite structure promoting morphological and

structural changes in the ceramic properties.

KEYWORDS: Biomaterials, bioceramics, calcium phosphate, hydroxyapatite,

hydroxyapatite modified with niobium.



CAPITULO 1. INTRODUCAO

A necessidade de obtencdo de novos materiais para substituicdo de partes do corpo
humano que foram destruidas ou danificadas conduziu cientistas das mais diferentes

areas a investigagdo de novos materiais utilizados para implantes.

A reconstrucdo ou substituicdo de partes do organismo tem sido um desafio para a
espécie humana ha pelo menos 3000 anos. Achados arqueoldgicos demonstram que,
desde essa época, as antigas civilizacdes ja teriam realizado tentativas de reconstruir
partes do cranio por meio de implantes. Mais antigo ainda sdo as trepanacfes
(perfuracBes) em cranios, praticadas por varios motivos em inlimeras civilizagdes. As
civilizacbes americanas pré-colombianas, como os Incas, também realizaram essas
operacdes, estando expostos em museus uma série de instrumentos cirargicos, cranios e
implantes (DUALIBI et al., 2008).

As primeiras tentativas de substituicdo de partes do corpo humano durante a guerra
foram frustrantes. Com isso, estabeleceu-se na época como objetivo a identificacdo de
materiais que, além das propriedades estruturais e de ndo provocarem sérios danos a

saude do paciente, ndo fossem rejeitados pelo organismo.

ApoOs esses eventos, 0 Comité Americano para o Tratamento de Fraturas do Colégio
Americano de Cirurgides recomendou formalmente, em 1947, que fossem utilizados
acos inoxidaveis como materiais para implante em casos de fratura. Desde entdo, varios
materiais sintetizados em laboratorio foram criados, desenvolvidos, testados e
considerados adequados ou ndo para a utilizacdo em implantes com as mais variadas
funcdes (BINI, 2007; RODRIGUES, 2008).

A importancia no desenvolvimento de biomateriais envolve, dentre outras coisas, 0
envelhecimento da populagio. A medida que o ser vivo envelhece, ocorrem desgastes
de varias formas. Embora muitos fatores responsaveis pelo envelhecimento ndo sejam
compreendidos, as consequéncias sdo bastante claras. Dentes causam dor, articula¢fes

se tornam artriticas, ossos ficam frageis e quebram, os poderes de audigdo e visdo
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diminuem, dentre outras coisas. E, como se estes processos naturais ndo fossem o
bastante, a popularizacdo dos esportes de alto risco levaram a uma onda de doencas
relacionadas ao 0sso (OREFICE, 2006). A importancia de se aperfeicoar e desenvolver
materiais para proteses dentarias e ortopédicas esta inserida neste contexto. Uma prova
disso é que s6 nos Estados Unidos, cerca de 2 a 3 milhdes de partes artificiais sdo
implantadas a cada ano (OREFICE, 2006).

Diante desses fatos, pesquisas visando o desenvolvimento de biomateriais sédo de
extrema importancia. Existem diversos materiais que atualmente s&o utilizados na
confeccdo de implantes artificiais, como por exemplo, metais, polimeros, ceramicas e
compositos (PARK, 1992). Além disso, 0 emprego de materiais sintéticos em préteses
Osseas e dentarias é clinicamente bem estabelecido devido a maior praticidade e
seguranca em relacdo aos transplantes de uma pessoa para outra (DOROZHKIN, 2011).

Os metais tém um merecido destaque no emprego de substitutos 6sseos devido ao fato
de possuirem excelentes propriedades mecanicas, tais como: dureza, modulo de
elasticidade e resisténcia a fadiga (PARK, 1992). Entretanto, esses materiais podem
apresentar certos inconvenientes como rejeicdes bioldgicas, infeccBes, perda de massa
Ossea e deslocamento na interface osso implante devido a falta de compatibilidade
estrutural e de superficie (BENTO, 2003). Logo, surgiu um novo conceito que diz

respeito ao uso de ceramicas como materiais biocompativeis.

Atualmente, sdo produzidas algumas ceramicas com propriedades mecanicas aceitaveis
para substituicGes dsseas, com a vantagem de estimularem o crescimento 0sseo,
acelerando o processo de recuperacdo das partes do corpo danificadas (GOMIDE,
2005). As ceramicas de um modo geral sdo mais adequadas, em relagdo aos metais, do
ponto de vista estético, de biocompatibilidade e de resisténcia quimica. Algumas
ceramicas densas, como alumina e zircénia, possuem baixa porosidade e boa resisténcia
mecénica (HENCH, 1998). Essas cerdmicas sdo utilizadas em reconstituicdo de cabeca
de fémur e em implantes dentarios. Desde a primeira cerdmica relatada na década de

1980, cimentos de fosfato de calcio tém atraido grande interesse como substitutos
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0sseos para a reconstrucdo de tecidos duros, devido a sua excelente biocompatibilidade,
bioatividade e osteocondutividade (LIU et al., 2013).

As cerdmicas a base de fosfato de célcio, como a hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)y),
destacam-se pela propriedade de bioatividade. Sua utilizacdo na substituicdo do tecido
0sseo ocorre devido ao fato de sua composicdo quimica ser similar a da matriz 0ssea.
Tal fato favorece a melhor interagéo entre o tecido vivo e o material implantado com a

formagc&o de uma ligaco biomaterial-tecido 6sseo (OREFICE, 2006).

Ceramicas porosas de hidroxiapatita, por exemplo, podem ser preparadas quando se
necessita de uma rapida recuperacdo do tecido 6sseo. E o caso, por exemplo, do
preenchimento de cavidades oriundas de processos inflamatérios, osteoporose,
acidentes e em alguns tipos de implantes 0sseos. Os implantes porosos possuem grande
area superficial o que permite uma maior area de contato melhorando, assim, a interface
implante-tecido Gsseo, pois 0s poros interconectados permitem que o tecido vivo
permeie estes poros possibilitando e facilitando a osteointegracdo (WEINAND, 2009).

Como a grande maioria dos materiais cerdmicos, a hidroxiapatita € um material fréagil.
Uma das maneiras para reforcar esta ceramica é desenvolver materiais compositos ou
parcialmente modificados, combinando as propriedades de bioatividade da

hidroxiapatita com propriedades adequadas de outros materiais (WILLIANS, 1987).

A maior parte dos implantes metélicos é manufaturada de titanio devido as suas
propriedades mecanicas e por ser resistente a corrosdo. Outro material com
propriedades semelhantes as do titanio, porém bem menos estudado, ¢ o nidbio. O
niébio, além de ser um material biocompativel, € um dos minérios mais abundantes no
Brasil, que possui cerca de 90% das reservas mundiais (NASCIMENTO, 2009).

Recentes trabalhos comprovaram que € possivel desenvolver um compdsito
nanoestruturado utilizando o nidbio e a hidroxiapatita (NASCIMENTO et al., 2011;
WEINAND, 2009). Esses trabalhos apontaram para o desenvolvimento de novos e
vantajosos materiais bioativos. Por outro lado, atualmente o nimero de publicagdes

nacionais e internacionais, explorando a biocompatibilidade do niobio, € muito menor
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do que o do titdanio (NASCIMENTO et al., 2011). Assim, parece promissor desenvolver
uma HAP modificada com Nb, fazer sua caracterizacdo, e estudar suas propriedades

para futura aplicacdo em Engenharia de Tecidos Duros.



CAPITULO 2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar bioceramicas a base de fosfato de calcio com a adigdo de nidbio

produzidos por rota aquosa para potencial aplicacdo em Engenharia de Tecidos Duros.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Sintetizar as bioceramicas de fosfato de calcio.

e Caracterizacdo estrutural, espectroscopica e morfolégica das bioceramicas

desenvolvidas.

e Sintetizar bioceramicas de fosfato de célcio quimicamente modificada com niébio

(1% molar).

e Caracterizacdo estrutural e morfolégica das bioceramicas desenvolvidas

modificadas com niébio.

e Avaliar os efeitos do tratamento térmico nas propriedades fisicas e quimicas das

bioceramicas.

e Auvaliar a citocompatibilidade das bioceramicas através de teste de citotoxicidade in

vitro.



CAPITULO 3. REVISAO TEMATICA

O aumento crescente no nimero de pessoas que vivem mais tempo e que estdo em
atividade até uma idade mais avangada, como também o aumento das injdrias nos
esportes levaram a um desenvolvimento maior da ciéncia médica reconstrutiva. Assim a
mimetizacdo de tecidos humanos tornou-se um importante mecanismo de busca para
cura de doencas. Esta busca resulta em um envolvimento amplo de profissionais e
instituicdes formando parcerias com o objetivo comum de melhorar a qualidade de vida
dos seres humanos. A ciéncia dos materiais, juntamente com o estudo da biologia
celular e molecular, desempenha um papel importante no desenho, na estrutura e nas
propriedades de um biomaterial. Assim, alguns temas de relevancia neste contexto serdo
abordados (OLIVEIRA, 2004).

3.1. TECIDO DURO EM HUMANOS E A CIENCIA

Do quinto ou quarto século a.C. até o primeiro ou segundo seculo d.C., os achados
arqueoldgicos exibidos em museus mostram que 0s materiais usados para recolocar
dentes humanos perdidos eram dentes de bois, conchas, corais, marfim, madeira, dentes
humanos de cadaveres e metais (ouro ou prata). Posteriormente, em relagcdo aos 0ssos,
foram utilizados os auto-enxertos (0sso obtido em local diferente ao danificado no
mesmo individuo), porém com as desvantagens de gasto financeiro adicional, danos ao
tecido saudavel, possibilidade de morbidade do local doador e disponibilidade limitada;
os alo-enxertos (0sso obtido de um doador da mesma espécie ou banco de ossos de
cadaveres) com as desvantagens de suprimento limitado, custo financeiro alto,
transmissdo viral e bacteriana e imunogenicidade; os xeno-enxertos (oriundos de
especies diferentes) tambem apresentando problemas de transmisséo viral, bacteriana e
imunogenicidade. Em relacdo aos tecidos moles, estes mesmos riscos acontecem
(KIKUCHI, 2001; KOKUBO; KIM; KAWASHITA, 2003; LEGEROS, 2002;
SCHNETTLER; ALT; DINGELDEIN, 2003).

A composigéo de alguns tecidos duros como o esmalte, a dentina e 0 0sso é de fase

organica e fase mineral. A fase mineral ou inorgénica do esmalte é basicamente uma
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HAP, Ca;o(PO4)s(OH), exibindo a forma carbonatada, enquanto que a fase orgénica
inclui proteinas e lipideos. A composicdo da fase inorganica da dentina é basicamente
HAP carbonatada engquanto a fase organica é composta por coldgeno. A composicao da
fase mineral Gssea € baseada em fosfato de célcio, enquanto a fase orgénica é formada
por colageno, mucopolissacarideos e agua. O coladgeno, como principal componente
organico da dentina e do 0sso, € depositado em forma de matriz que posteriormente
sofre mineralizacdo, enquanto o esmalte dentario € formado praticamente por fase
mineral (JONES, 2001).

Os tecidos dentarios tém composicdo similar ao tecido dsseo, porém se apresentam em
ambiente aberto, ou seja, ttm comunicacdo com o0 meio externo e seus derivados e com
fluidos fisioldgicos. Este meio externo contém espécies ibnicas biologicamente
importantes tanto quanto lipideos, sacarideos e proteinas. Além disto, a cavidade oral é
um ambiente ideal para a proliferacdo e permanéncia de bactérias. O 0sso, por sua vez,
estd inserido em ambiente fechado mantendo interacbes com a matriz extracelular e
mais diretamente com as células desta matriz que podem afetar a estabilidade e levar a
degradacdo ou corrosdo dos materiais com 0s quais entra em contato. Neste caso, 0
papel da ciéncia de superficie tem importancia fundamental. Consequentemente, tecido
dentario e tecido 0Osseo apresentam caracteristicas diferenciadas em relacdo as

propriedades o que deve ser copiado nos tecidos mimetizados (JONES, 2001).
3.1.1. Tecido Dentéario e a Odontologia

Um dente é formado por duas partes distintas: a coroa e a raiz. A camada superficial da
coroa é formada por um tecido forte, branco e brilhante chamado esmalte que ocupa a
porcao visivel do dente. Sua espessura é variavel podendo alcangar até 2 mm na regido
das pontas e superficies cortantes e funciona como uma camada protetora aos tecidos
subjacentes. A dentina, por sua vez, apresenta coloracdo amarelada e preenche grande
parte do interior do dente no sentido longitudinal (Figura 3.1). Este tecido funciona
como um suporte para o esmalte e sua flexibilidade ajuda a prevenir fraturas no esmalte

por conter uma porcentagem maior de material organico (JONES, 2001).



Esmalte
Gengiva 3 | Coroa
A /
DCentina . =
Cémara Pulpar
Regiao do Raiz

nervo do dente
Ligamento periodontal +1

Canal acessorio

Apice do Dente

Osso

Figura 3.1 - Representacdo esquematica da anatomia do dente. Fonte: TEN CATE
(1994).

Na porgdo dentéaria radicular, a dentina é recoberta por uma camada fina de tecido
também bastante mineralizado que € o cemento. Na regido mais interna, também
percorrendo grande parte do corpo do dente no sentido longitudinal, estd a polpa
dentéria. Composta basicamente por tecidos vivos como terminagdes nervosas, fibras
colagenas, vasos sanguineos e células como os odontoblastos, este tecido responsavel
por manter a vitalidade do dente, sua hidratacdo, nutricdo e sensibilidade. A unido do
dente ao osso é feita por um sistema de forcas complexo localizado no ligamento
periodontal. Este ligamento é formado basicamente por fibras colagenas que ligam o
cemento ao o0sso alveolar, mas também contém células, liquido extracelular, vasos
sanguineos e nervos. A gengiva cobre externamente o 0sso alveolar e é um tecido
conectivo cuja superficie apresenta tecido epitelial queratinizado (JONES, 2001; TEN
CATE, 1994).

De forma geral, “O desenho do dente constitui uma maravilha da Engenharia visto que é

capaz de absorver energias estaticas e dindmicas” (ANUSAVICE, 1998). Os tecidos
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dentérios estdo sujeitos a forgas de compressdo de aproximadamente 700N, a forcas de
cisalhamento e a forcas abrasivas grandes (CALLISTER JR, 2002; JONES, 2001).

Embora o dente apresente algumas regides diferenciadas, as mais estudadas sdo o
esmalte e a dentina, pois sdo as regides mais expostas aos agentes nocivos (JONES,

2001). Assim, é importante salientar a estrutura destes tecidos.

3.1.1.1. Esmalte

Os ameloblastos, células formadoras de esmalte, secretam uma matriz proteica (gel) de
esmalte. Este gel € supersaturado em ions de célcio e fosfato e a HAP carbonatada se
precipita quase que imediatamente. Uma vez terminado o processo secretorio, acontece
a fase de maturacdo durante a qual os cristais de apatita (fosfato de calcio) crescem e as
proteinas sdo dissolvidas e reabsorvidas. Em seguida, os ameloblastos se retiram e
deixam os cristais de apatita empilhados em prismas. Completada a formagdo do
esmalte, os ameloblastos desaparecem e nenhum reparo biolégico é possivel neste
tecido (JONES, 2001).

Considerado o tecido mais mineralizado do corpo humano, o esmalte € composto
basicamente por HAP cristalina em estrutura Ca;o(PO4)s (OH), e uma baixa proporcéo
de 4gua e matéria organica (proteinas e lipideos). A matriz organica, juntamente com a
agua, permanece como uma pelicula delgada envolvendo os cristalitos e estes
apresentam uma determinada orientacdo que forma os prismas do esmalte. Estes
prismas possuem uma largura média de Sum, apresentam uma forma irregular

semelhante a um cilindro e uma organizacdo estrutural justaposta (TEN CATE, 1994).

O esmalte apresenta uma translucidez que permite, em regides onde sua espessura é
mais fina, visualizar a coloragdo da dentina, tecido imediatamente abaixo (JONES,
2001). A dureza do esmalte esta entre 3,2 e 4,4GPa ou 270 a 360VHN e em relagéo a
resisténcia a fadiga é considerado friavel, comumente apresentando micro fraturas por
esforgos além do seu limite eléstico. Sua resisténcia a tracdo esta proxima a 10MPa e

sua resisténcia a compressdo € de aproximadamente 262MPa. Seu mddulo de
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elasticidade em testes de compressdo se aproxima de 33,6GPa (ANUSAVICE, 1998;
NAKABAYASHI; PASHLEY, 2000; REYES-GASGA, 2002).

3.1.1.2. Dentina

A dentina € um composto biol6gico constituido de uma matriz de colageno preenchida
com cristalitos de apatita de tamanhos nanométricos. Estes cristalitos sdo deficientes em
Ca, ricos em carbonato e possuem muitos fons F~ e Mg?*. Apresentam-se dispersos entre
cilindros ocos quase paralelos chamados canaliculos ou tdbulos dentinarios (JONES,
2001). Os tubulos em seu interior contém fluidos e prolongamentos dos odontoblastos
(células que produzem a matriz de colageno e se localizam na polpa dentéria). Na regido
intertubular, a matriz coldgena mineralizada apresenta fibras que variam de 50nm a
200nm em diametro e sdo distribuidas de forma aleatoria, retardando a propagacdo de
microfraturas durante a funcdo. Porém, mesmo assim, apresenta trincas em sua estrutura
e estas, associadas a outros estimulos do meio, permitem a movimentacdo de fluidos
que estimulam os odontoblastos dentro da polpa a produzir mais dentina
(NAKABAYASHI; PASHLEY, 2000).

A dentina ¢ menos fridvel e menos dura que o esmalte e, como esta localizada
subjacente a este ultimo, promove um suporte diante das tensdes criadas no sistema. Em
testes de compressdo, a dentina possui médulo de elasticidade entre 14GPa e 19GPa e
resisténcia de 230 a 370MPa. Sua resisténcia a tracdo é de 50MPa e dureza de 50VHN a
60VHN (NAKABAYASHI; PASHLEY, 2000; REYES-GASGA, 2002).

3.1.1.3.  Odontologia

A Odontologia ¢é a ciéncia que se ocupa com a prevencao de doencas da boca e com o
tratamento e reparo dos dentes, proporcionando uma funcdo ideal e uma estética
agradavel. A carie é possivelmente a doenga mais comum do mundo civilizado, porém
uma condigdo evitavel por métodos odontoldgicos preventivos. Ocorre como 0
resultado da atividade metabdlica de carboidratos dos alimentos pelas bactérias, levando
a producao de acidos que promovem um ataque localizado no esmalte e na dentina. A

carie comega na regido mais externa do esmalte e gradualmente, penetra no interior do
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dente sendo que seu deslocamento no esmalte é relativamente lento em comparacéo

com o deslocamento na dentina, levando a grandes perdas do tecido dentério.
3.1.2. Tecido Osseo e Ortopedia

Em relacdo aos tecidos duros dentarios, o funcionamento do tecido dsseo é altamente
dinamico. Ao contrario do esmalte e da dentina, 0 0sso cresce e remodela durante toda a

vida.
3.1.2.1.  Tecido Osseo

O osso é formado por uma série de eventos complexos envolvendo a mineralizacdo de
proteinas da matriz  extracelular por HAP carbonatada na formula
(Ca,X)10(PO4,HPO4,CO3)s(OH,Y),. O “X” sdo cétions como Mg’+, Na+ e Sr** e 0 “Y”
sdo anions como CI" ou F. As func¢des basicas do tecido 6sseo sdo suporte, protecao,
locomocdo e reserva de minerais. O 0sso resiste melhor a forgcas de compressdo do que
a forcas de tragdo pela sua porosidade (LEGEROS, 2002; TEN CATE, 1994).

A fisiologia Ossea se processa hipoteticamente por transducdo de sinais mecanicos
(processo no qual uma célula converte um sinal em resposta). As células sensoriais sdo
0s ostedcitos que transmitem sinais as células efetoras (osteoblastos), as células lineares
Osseas e aos osteoclastos que, em turnos, fazem a deposicdo 6ssea ou absorvem a matriz
(ROACH, 2003). As células dsseas jovens sdo chamadas osteoblastos e sdo
responsaveis pela formacdo Gssea enquanto que os osteoclastos se responsabilizam pelo
processo de absorcdo Ossea. As células dsseas maduras, ou seja, 0s ostedcitos ocupam

lacunas existentes no tecido mineralizado e sdo conectados por canaliculos.

As células 6sseas depositam a matriz organica e a presenca desta matriz influencia o
processo de mineralizagdo, determinando a orientacdo e organizagao estrutural do 0sso,
enguanto a parte mineral da ao 0sso sua resisténcia e rigidez. Cerca de 90% da matriz é
colageno e o restante outras proteinas. A mineralizacdo ocorre na regido dos vazios das
moléculas de colageno e os cristais de HAP sdo ordenados em plaquetas paralelas
(ROACH, 2003).
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O osso maduro existe em duas geometrias diferentes: sistema de Havers, formado por
camadas concéntricas (como pele de cebola) ao redor de um vaso sanguineo e o sistema
lamelar formado por camadas que se prolongam até a superficie dssea. A camada
superficial do osso ¢ formada por 0osso compacto com poros de 1pm a 100um enquanto
a parte central é formada por tecido mole da medula 6ssea. As trabéculas 0sseas
emergem da cavidade da medula e formam o o0sso trabecular ou esponjoso com poros de
200um a 400um, estendendo-se até o osso compacto (LEGEROS, 2002; TIRREL;
KOKKOLI; BIESALSKI, 2002). Na Figura 3.2, vemos a estrutura do 0sso em varias
escalas de tamanho, da macro a nanoestrutura. Em nano escala, temos fibrilas colagenas
envolvidas em feixe pela hidroxiapatita (SADAT-SHOJAI, 2013).

Whole bone Tissue structure Microstructure Nanostructure

Lamellae (~ 7 pm)

» Osteon (Haversian system)
(~200 pm)

I
f Hydroxyapatite
‘ (~50%25% 2 nm)

Collagen fibrils (~ 50 nm)

| Periosteum
Collagen fiber (~ 5 ym)

Osteonic canal

Collagen molecules

Hydroxyapatite crystals Collagen triple helix
Microscopic view (~300 x 1.5 nm)

Mineralized fibrils

Compact bone

Blood vessels

Macro Nano
Figura 3.2 - Representagdo esquematica da macro a nanoestrutura do osso. Fonte:

SADAT-SHOJAI (2013).
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3.1.2.2.  Ortopedia

A Ortopedia € a ciéncia que se concentra em estudar o desenvolvimento 0sseo, se
ocupando da preservacdo ou restauracdo anatdomica e/ou funcional do esqueleto e
formagdes associadas. Os problemas que afetam comumente o tecido 0sseo sdo as
lombalgias, traumatismos, problemas periodontais e osteoporose (MARRA; KUMTA,
2002). Das alteracbes acima, a osteoporose é atualmente uma das situagdes mais
frequentes, justamente porque as pessoas estdo vivendo mais. Esta se caracteriza por ser
uma doenca esquelética sistémica, com diminuicdo da massa Ossea e deterioragao
microarquitetural do tecido 6sseo com um consequente aumento na fragilidade Gssea e
susceptibilidade a fratura. As fraturas causadas por osteoporose duplicaram na dltima
década e isto esta associado ao aumento da vida média da populacdo (ERIKSEN, 2003).
Em relagdo a osteoporose, os fatores genéticos afetam tanto o pico de massa Ossea
quanto a perda dssea depois da menopausa. O depdsito de calcio afeta o acréscimo de
massa 0ssea durante o crescimento e é também um fator determinante da massa 0ssea
depois dos 65 anos. Os niveis de estrogénio afetam o acréscimo da massa 6ssea durante
0 crescimento e regulam a atividade dos osteoclastos e por isto, influenciam na perda
6ssea do inicio da menopausa. Os exercicios fisicos mostram um grande efeito sobre a
massa 0ssea na adolescéncia enquanto que na idade adulta e nos idosos € insignificante
(ERIKSEN, 2003).

A deficiéncia de vitamina D causa hiperparatireoidismo secundario que estimula a
atividade dos osteoclastos e inibe a atividade dos osteoblastos. A deficiéncia de
estrogénio e queda da taxa do hormdnio de crescimento exacerbam a insuficiéncia
osteoblastica (ERIKSEN, 2003).

A limitada habilidade natural do corpo para reparar grandes defeitos 0sseos
frequentemente necessita da implantacdo de um material para promover cicatrizacdo
(THIBAULT; MIKOS; KASPER, 2013).

O avanc¢o do conhecimento no campo dos tecidos 6sseos e de biomateriais objetiva a
reconstrugdo de &reas destruidas na remocéo de dentes e de tumores, reconstrucdo de

defeitos periodontais e reabilitagdo de fraturas, como também o desenvolvimento de
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sistemas que otimizem a cria¢do de proteinas e fatores de crescimento celulares, criagao
de condicbes para degradacdo de materiais condutores de regeneracdo Ossea, entre

outros.

3.2. BIOMATERIAIS

3.2.1. Histérico

A primeira utilizacdo de um biomaterial registrada se refere a materiais de sutura ha
mais 4.000 anos a.C. H& 1.000 anos a.C. 0s registros mostravam que 0S egipcios
usavam placas de ouro para o reparo de lesdes cranianas. Do império romano até a
idade média, se noticiou a existéncia de membros artificiais. Os romanos, chineses e
astecas usavam ouro na Odontologia ha mais de 2000 anos. Olhos de vidro e dentes de
madeira tém sido usados durante o desenvolvimento da histéria. Contudo, a era dos
biomateriais comecou realmente no século XX com a introducdo da assepsia e da
esterilizacdo (PARK, 1984; RATNER et al., 1996).

O progresso significante da restauracdo de funcéo e estrutura dos tecidos nos dltimos 50

anos pode ser dividido em trés campos diferentes:

- no campo biodnico, ou seja, 0 uso de inven¢des mecanicas ou eletrénicas para substituir
ou reparar 0rgaos e tecidos como dentaduras, 6culos, membros artificiais, articulacdes
artificiais, valvulas cardiacas, marca-passos, maquinas de dialise e bombas de insulina,

que tiveram um desenvolvimento marcante no periodo pds-guerra.

- no campo do transplante de 6rgdos, tecidos ou células, ja descritos no texto Sanscrito
Sushruta em relacdo a pele de nariz e orelha. No século XVIII, ja se entendia a
anatomia e fisiologia humanas. No século XIX, se associou 0 conhecimento da origem
microbiana e o desenvolvimento da anestesia, 0 que levou a avangos nas técnicas
cirurgicas. No século XX, o desenvolvimento de aparelhos cardio-pulmonares, poderosa
tecnologia de imagens e ferramentas novas como o laser, levaram a uma alta

sofisticac@o na ciéncia e engenharia cirurgicas.
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- no campo da estimulagdo da regeneracdo tecidual a partir de um tecido pré-existente
(Engenharia de Tecidos). Isto € o mais desejavel, pois a forma, a estrutura e a funcao
sdo semelhantes ao tecido original (mimetismo), sendo assim biocompativeis
(Biocompatibilidade ¢ a “habilidade de um material desencadear uma resposta
apropriada no hospedeiro, quando utilizado para uma aplicagdo especifica” —
WILLIAMS, 1987).

Deve-se salientar que a utilizacdo dos plasticos na Odontologia acontece desde 1937 e
que durante a Segunda Guerra Mundial, estilhagos de polimetilmetacrilato (PMMA),
derivados dos artificios de artilharia, atingiam acidentalmente os olhos dos aviadores e
se implantavam ali, causando leve reacdo de corpo estranho. Iniciou-se entdo a
utilizacdo dos plasticos como biomateriais. Outro acontecimento importante foi a
“explosdo dos eletronicos”, o que facilitou enormemente o campo das pesquisas e 0
desenvolvimento de novos materiais (JONES, 2001; RATNER et al., 1996).
Atualmente, os engenheiros e bidlogos criam inventos e materiais biomimetizados para
substituir funcbes dos sistemas biologicos como, por exemplo, coracdes artificiais,
protese de quadril e implantes de mama. Muitos destes sistemas tém impacto positivo
no mercado, porém 0s materiais usados nestas terapias estdo sujeitos a fadiga, fratura e
desgaste e ainda podem ser toxicos e causarem inflamacdo. Além disto, ndo remodelam
com o tempo (um implante ésseo metélico ndo pode crescer com o paciente e ndo muda
sua forma apropriadamente em resposta as cargas suportadas). Assim, eles ndo se

comportam como 6rgaos e tecidos verdadeiros.

3.2.1.1.  Biomateriais na Odontologia

O primeiro relato sobre a utilizagdo com sucesso de uma combinacdo de materiais CaP
como reparo de defeitos 6sseos aconteceu em 1920. O segundo relato foi publicado por
outros pesquisadores 30 anos depois e sugeria que a HAP ou a fluorapatita fossem
utilizadas para implantes 6sseos e dentarios. Entre 1976 e 1986, trabalhos foram feitos
para o desenvolvimento e comercializagdo de CaP (principalmente HAP) como
biomaterial para reparo, substituicdo e aumento de ossos (OLIVEIRA, 2004).
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Aproximadamente em 1980, foram relatadas aplica¢cdes clinicas de materiais de CaP
(HAP e TCP) em Odontologia. Particulas de CaP foram usadas para reparo de defeitos
0sseos criados em cées e para aumento da crista dssea alveolar. Cilindros densos de
HAP foram usados para implantes imediatos apds extracdo dentaria, como substitutos
para a raiz do dente extraido. A HAP era preparada por precipitagdo e sinterizagdo a

1000°C ou preparada por sintese de reagentes quimicos e formava TCP.

Nas duas décadas posteriores, os biomateriais de CaP foram largamente utilizados em
aplicacdes ortopédicas e odontoldgicas como reparos de defeitos 6sseos, aumento e
manutencdo de cristas dsseas alveolares, recolocacdo de raiz dentaria imediata,
implantes auriculares, fusdo espinhal e recobrimentos em implantes dentarios e
ortopédicos (LEGERQS, 2002).

3.2.2. Biomateriais a Base de Fosfato de Calcio

Os fosfatos de calcio tém merecido lugar de destaque entre as bioceramicas. Sua
utilizacdo na substituicdo do tecido dsseo ocorre devido ao fato de sua composicao ser
similar a da matriz 6ssea. Tal similaridade favorece a melhor interacdo entre o tecido
vivo e 0 material implantado com a formacdo de uma ligacdo biomaterial-tecido vivo
(OREFICE, 2006).

Dentre as cerdmicas de fosfato de célcio, a hidroxiapatita, por ser o principal
componente presente na fase mineral dos 0ssos, € sem duvida a cerdmica mais estudada
e a mais utilizada para as finalidades clinicas. Estudos tém mostrado que a
hidroxiapatita comeca a ser absorvida gradualmente ap6s quatro ou cinco anos de
implante. A reabsorcdo é uma caracteristica desejada para um biomaterial em alguns
tipos de implantes, nos quais 0 processo de degradacdo é concomitante com a reposicao
do osso em formacdo. As biocerdmicas de fosfato de célcio se degradam com uma
velocidade na seguinte ordem: CaHPO,4-2H,0 > CaHPO, > Ca(HPO,),P0,)-5H,0 >
Caz(PO4), > Cayp(PO4)s(OH),. A reabsorcdo do material, que representa esta
degradacéo, é causada pela dissolucdo que depende da solubilidade do material e do pH

local no meio fisioldgico.
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Apenas dois fosfatos de céalcio sdo estaveis quando estdo em contato com 0 meio aquoso
como o sangue: o fosfato dicélcico dihidratado (CaHPO4-2H,0) estavel em pH < 4,2 e a
hidroxiapatita (Ca;o(PO4)s(OH), estavel em pH > 4,2. Em altas temperaturas, outras

fases como 0 BTCP (Caz(PO,).) sdo estaveis.

Pesquisadores importantes no estudo de biomateriais como L. L. HENCH (1994)
propdem que quando amostras de TCPs (fosfatos tricalcicos) sdo postas em contato com
fluidos corporeos pode ocorrer a formagdo de HAP na superficie delas pela sua reacéo
com H,0 (Equacéo 3.1) (CAO; HENCH, 1996; LIN et al., 2001).

4 Caz (PO4),+2H,0  —  Cayo (POs)s (OH) 242 Ca®* 2 HPO*  (3.1)
3.2.2.1.  Hidroxiapatita (HAP)

O uso da HAP é intensamente difundido em aplicaces ortoddnticas e ortopédicas. Na
area de biomateriais, a ampla aplicabilidade deste fosfato de célcio esta relacionada ao
fato da sua composicdo quimica, composta basicamente por céalcio e fosforo, ser
semelhante a fase mineral de ossos, dentes e alguns tecidos calcificados. Desta forma,
este material tem a capacidade de induzir a formacdo do 0sso na regido comprometida.
Além do mais, pode favorecer a biocompatibilidade de proteses e implantes, atuando na

interface implante-tecido.

O fato da superficie da HAP ter a capacidade de adsorver moléculas, como proteinas,
enzimas e aminodacidos, potencializa suas aplicacfes, principalmente na industria
farmacéutica. Atualmente, medicamentos funcionalizados podem ser incorporados na
HAP, possibilitando que este material possa ser aplicado no tratamento e na preven¢ao
de doencas 6sseas cancerigenas (SYGNATOWICZ; KEYSHAR; TIWARI, 2010).

A reabsor¢do é uma caracteristica desejavel para alguns tipos de biomateriais. Apesar
das diversas aplicagdes bioldgicas promissoras, 0 uso da HAP é limitado em fungéo da
sua lenta taxa de degradacdo, que pode induzir a uma resposta imunologica do
organismo (COSTA et al., 2003; GUASTALDI; APARECIDA, 2010). A incorporagédo

de fons metalicos, tais como o Mg, Zn*, Sr**, Mn?, & estrutura da HAP tém sido
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utilizada como alternativa para aumentar a sua solubilizacdo em processos biol6gicos
(BOANINI; GAZZANO; BIGI, 2010). Estas substituicdes ibnicas possibilitam que a
HAP tenha propriedades fisico-quimicas e caracteristicas bioldgicas especificas, que
variam em funcdo dos efeitos bioldgicos dos ions. Alguns autores recomendam que a
utilizacdo da HAP seja associada a diversos tipos de materiais, como elastina, colageno,
quitosana, entre outros (VENKATESAN et al., 2011). Esses tipos de associagdes

diminuem o efeito do desalojamento das particulas na regido de implantacéo.

As aplicacdes da HAP ndo sdo limitadas apenas as aplicacdes relacionadas a materiais
biomédicos, mas também em questdes ambientais. Este material pode ser utilizado para
minimizar problemas de poluicdo ambiental, principalmente em rios e mares, na
absorcdo de produtos tdxicos e compostos metélicos (COSTA et al., 2003). Pois estes
materiais possuem uma notavel capacidade de absorcdo, que esta diretamente
relacionada as caracteristicas de porosidade do material. Quando utilizada em forma
compacta, a HAP também pode ser utilizada em sistemas de purificacdo de agua,

atuando como filtros para a retengdo de diversos tipos de impurezas.

Atualmente, existe uma ampla variedade de compostos de fosfato de célcio que séo
estudados e aplicados para regeneracdo do tecido 6sseo. Normalmente, esses compostos
podem ser classificados de acordo com a razdo molar Ca/P, que variam entre 0,5 e 2,0.
Dentre os diversos fosfatos de calcio existentes, podemos mencionar a nomenclatura de
alguns deles, com o seu respectivo valor de razdo Ca/P, e sua formula quimica (Tabela
3.1).

Geralmente, a degradacdo dos compostos de fosfato de célcio depende da razdo Ca/P
(BOANINI; GAZZANO; BIGI, 2010). A HAP é um material pouco solivel em
comparacdo as demais bioceramicas de fosfato de calcio mencionadas anteriormente
(Tabela 3.1). A taxa de solubilizacdo pode depender da area superficial, cristalinidade e
porosidade do material. Além do mais, ha uma dependéncia das condi¢des do meio de

imersdo, como pH, temperatura, etc.

A HAP pura ndo foi encontrada em sistemas bioldgicos naturais. No entanto, a HAP

carbonatada (ndo estequiométrica), alem de ser encontrada na natureza, tambem é
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utilizada em diversas aplicacGes. Este composto, que é deficiente em célcio pela entrada
grupo carbonato (COs*) & estrutura, que pode ser representado pela formula quimica
(LEGEROS et al., 2001); [(CaX)w (POsHPO,COs)s(OH,Y),], onde X sdo
representados pelos cations (Mg?*, Na**, Sr?*, etc.) que podem substituir os Ca**, e Y
séo os anions (CI', F, etc.) que podem substituir o grupo hidroxila (OH") (Figura 3.3).

Tabela 3.1 - Exemplos de fosfato de calcio, com seu respectivo nome, formula quimica
e relacdo Ca/P (DOROZHKIN, 2009; GUASTALDI; APARECIDA, 2010; LEGEROS
etal., 2001).

Fosfato de cilcio Formula quimica  Ca/P

Fosfato Tetracalcico (TeCP) Caz(POy)» 2.00
Hidroxiapatita (HA) Cajp(PO4)s(OH), 1.67

Fosfato de Calcio Amorfo (ACP) Cas(POy4).nH,O 1.50
Fosfato Tricalcico (o. . v) (TCP) Ca3(PO4)r 1.50
Fosfato Octacalcico (OCP) CagH,(POy)s.5H,O 1.33
Mono-hidrogénio fosfato calcio di-hidratado (DCPD) CaHPO4.2H,0 1.00
Mono-hidrogénio fosfato célcio (DCP) CaHPO4 1.00
Pirofosfato de Calcio (CPP) CaHPO4 1.00
Pirotosfato de calcio di-hidratado (CPPD) CarP>07 1.00
Pirofosfato de calcio di-hidratado (CPPD) Ca,P,07.2H,0 1.00
Fosfato heptacalcico (HCP) Ca7(PsOq6)2 0.70
Di-hidrogénio fosfato tetracalcico (TDHP) CasH2Ps020 0.67

Fosfato monocélcico mono-hidratado (MCPM) Ca(H2PO4)2.H,O 0.50
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Figura 3.3 - A estrutura de cristal de hidroxiapatita idealizada, vistos ao longo do eixo ¢
(JONES, 2001).

A HAP ¢é um fosfato de célcio hidroxilado estavel e solivel (BOANINI; GAZZANO;
BIGI, 2010), com férmula quimica dada por Caio(PO4)s(OH),. O valor correspondente a
razao molar Ca/P é de 1,67 (Tabela 3.1), sendo o mesmo para a fluorapatita
[Caip(POy4)sF2] € cloroapatita [Caio(PO4)sCly], que diferentemente da HAP, possuem

suas hidroxilas substituidas por F~ e CI', respectivamente.

Em temperaturas inferiores a de 250°C, a HAP pode cristalizar-se sob a forma
monoclinica, para temperaturas superiores, existe uma transicdo alotropica da forma
monoclinica para hexagonal (COSTA et al., 2003). Em temperatura ambiente, algumas
impurezas ou substituicbes parciais podem contribuir para estabilizacdo da forma
hexagonal. Nesta forma possui uma densidade de 3,16g/cm®, com parametros de rede
definidos por a = b = 9,4302, ¢ = 6,8911A (DOROZHKIN, 2009).
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A célula unitaria hexagonal da HAP é formada por 10 fons Ca®*, 6 grupos fosfatos
(PO,*) e 2 fons hidroxila (OHY). Os fons Ca* estdo distribuidos em diferentes sitios,

denominados sitio Ca | e sitio Ca Il (Figura 3.4).

O sitio Ca | é formado por 4 fons Ca®* alinhados em colunas paralelas ao eixo ¢ com 6
atomos de oxigénio pertencentes a diferentes tetraedros PO,> e 3 outros atomos de
oxigénio relativamente distantes. J& o sitio Ca Il é constituido por 6 ions Ca*** formando
uma estrutura hexagonal, perpendicular a direcdo c. No entanto, este sitio possui 2
coordenagBes a menos em relagdo ao sitio Ca I, sendo coordenado por 6 atomos de
oxigénio e um ion OH’, que esta situado no interior do canal do calcio (Figura 3.3). Este
fon esta situado a 0,9A abaixo do plano formado pelo sitio Ca I, formando um angulo
de 30° em relagéo ao eixo ¢ (DRIESSENS; VERBEECK, 1990).

" b

Figura 3.4 - Representacdo dos sitios Ca | e Ca Il da HAP com relagdo aos grupos
fosfatos e hidroxila (Ca: verde; O: vermelho; P: roxo; H: branco). Esquema modificado
de LAURENCIN et al. (2011).
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A base da célula unitéria é formada por 6 4&tomos de fosforo que estdo rodeados por 4
atomos de oxigénio [O(1), O(l1), O(l11)], dando origem aos 6 tetraedros do PO,*
(ELLIOTT, 1994). Os tetraedros dos PO,* estdo arranjados de tal forma que formam
dois tipos de canais que sdo perpendiculares ao plano basal. Cada célula unitaria é
formada por dois canais, com cerca de 2A de didmetro, que s&o ocupados pelos Ca®* do
sitio Ca I. Ambos os canais estdo alinhados paralelamente aos eixos ternarios, estando
localizados a uma distancia de z = 0 e z = % do parametro de rede cristalino. Na HAP
outro canal, com um diametro em torno de 3,0 a 3,5 A, que é ocupado pelos Ca*
pertencente ao sitio Ca |1, estdo localizados em z = ¥ e z = %. A disting&o entre a forma
hexagonal e monoclinica pode ser dada no interior destes canais (ELLIOTT, 1994). De
forma que, distorcdes na rede da HAP, principalmente do ion OH", podem tornar a

estrutura mais monoclinica, tornando o arranjo mais fechado.

A existéncia de dois sitios para 0 Ca** na estrutura da HAP implica em consequéncias
importantes nas propriedades e caracteristicas do material uma vez que provaveis
substituicdes idnicas podem ocorrer individualmente ou simultaneamente em ambos os
sitios. Geralmente, as substitui¢fes catidnicas e aniénicas ocorrem com maior facilidade
no sitio Ca Il em comparag&o com o sitio Ca I. A coordenacdo do fon OH com o Ca®*
torna o sitio Ca Il mais susceptivel a essas substitui¢des, pois 0 OH" esta ligado a apenas
um fon Ca?* (Figura 3.3). J& o sitio Ca I, o fon Ca’* esta ligado a 4&tomos de oxigénios
pertencentes aos grupos PO,¥, sendo uma estrutura mais rigida (LAURENCIN et al.,
2011).

Uma das metodologias mais utilizadas para a obtencdo da HAP é o método de
precipitacdo quimica em meio aquoso. Esta técnica é amplamente utilizada pelo baixo
custo dos procedimentos empregados, principalmente em relacdo aos reagentes
utilizados e a simplicidade do método de preparacdo. Para a obtencdo da HAP por este
método deve haver o controle do pH da solugdo, temperatura, taxa de adicdo dos
reagentes utilizados, tempo de agitacdo, tempo de envelhecimento, e temperatura de
calcinacdo (USKOKOVIC, V.; USKOKOVIC, D. P., 2011).
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A velocidade de gotejamento dos reagentes influencia diretamente na cinética da reagéo
quimica da solucdo e, consequentemente, na sua homogeneidade no final do
procedimento. Para garantir que ocorra a nucleacdo de particulas maiores e menos
aglomeradas, a velocidade de titulacdo deve ser lenta (USKOKOVIC, V.
USKOKOVIC, D. P., 2011). Em paralelo, o tempo de reagdo pode influenciar na
cristalinidade, no tamanho do cristalito (BOANINI; GAZZANO; BIGI, 2010), e
aumentar a relacdo Ca/P, diminuindo a deficiéncia de calcio da apatita. Deste modo,
reacOes de precipitacdo rapidas podem favorecer a formacdo de um composto de fosfato

de célcio amorfo (ACP).

As particulas obtidas por esta metodologia tém uma tendéncia a serem aglomeradas,
devido a tensdo superficial da &gua, que podem provocar defeitos estruturais no material
formado. Esta tensdo pode influenciar tanto na solubilidade quanto na aglomeracéo das
particulas de HAP (USKOKOVIC, V.; USKOKOVIC, D. P., 2011).

Alguns métodos de sintese tém sido desenvolvidos para substituir a dgua por outro
solvente menos polar (ARAUJO, 2006), de modo a diminuir a tensdo superficial e evitar
a aglomeracdo de particulas. Outros processos incorporam agentes modificadores de
particulas, como grupos organicos funcionais, que dificultam esta aglomeracéo,
aumentando a homogeneidade do material formado ao final do processo de sintese
(COSTA et al., 2003).

Sabe-se que a temperatura na qual ocorre a precipitacdo influencia diretamente na fase,
no tamanho e na morfologia dos cristais de HAP formados. O equilibrio de uma reacao
quimica para a obtencdo de HAP pelo método de precipitacdo quimica em meio aquoso,
através do equilibrio do sistema Ca(OH), - H3PO,4 — H,0, depende da temperatura da
reacdo (ELLIOTT, 1994). E sabido que temperaturas de precipitacdo em torno de 25°C
a 37°C sdo necessarias para obter uma HAP com fase mineral semelhante ao 0sso
(ARAUJO, 2006).

A energia fornecida ao material durante a calcinacdo atua diretamente ao nivel de
organizagdo dos atomos, influenciando no tamanho e na morfologia dos cristais.

Existem dois tipos de HAP que devem ser considerados: as calcinadas em altas
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temperaturas, que apresentam boa cristalinidade e cristais grandes, e as que sdo
calcinadas em baixas temperaturas, que apresentam baixa cristalinidade e cristais
pequenos (COSTA et al., 2003). Temperaturas mais altas permitem a obtencdo de pos
mais cristalinos, e mais resistentes, o que facilita a sua manipulacdo diferentemente
quando a temperatura € baixa, uma vez que o material obtido possui uma fragilidade

acentuada.

O método de obtencdo da HAP em meio aquoso requer uma pratica metodologica
concisa e sistematica, com a finalidade de obter p6s biocompativeis em meio bioldgico.
Se o controle das varidveis que envolvem o processo de sintese ndo forem monitorados
cuidadosamente pode ocorrer a formacdo de compostos de fosfato de calcio menos

estaveis.

A estrutura da HAP formada por grupos fosfatos (PO,%), hidroxilas (OH") e fons célcio
(Ca?"), permite substituicdes cationicas e anidnicas. O Ca®* pode ser substituido por
metais, tais como o Mg?*, Zn®" Sr** Mn?* etc. Os grupos fosfatos, por carbonatos
(CO5%) e vanadatos (VO.*), e as hidroxilas, por carbonatos, fluoretos e cloretos
(COSTA et al., 2003). Desta forma, cada agrupamento iénico pode ser substituido por

outro de mesma valéncia ou similar.

As apatitas minerais e bioldgicas contém uma grande quantidade de defeitos estruturais
provenientes das substitui¢des idnicas (USKOKOVIC, V.; USKOKOVIC, D. P., 2011),
que podem provocar modificacbes a estrutura do material, como alteracbes nos
parametros de rede da célula unitaria, na morfologia e no tamanho dos cristais. Além do

mais, podem influenciar diretamente na solubilidade e estabilidade térmica do material.

A incorporagéo do COs> na HAP pode aumentar de forma significativa a instabilidade
estrutural da apatita formada. Existem dois tipos de classificacdo para uma HAP
carbonatada: a do tipo A, quando o OH™ é substituido pelo COs, causando um aumento
no parametro de rede a, seguido por uma diminui¢cdo no parametro c, e do tipo B:
quando o PO, é substituido pelo CO3%, proporcionando uma diminuigdo no parametro
de rede a, e um aumento no parametro de rede ¢, (USKOKOQOVIC, V.; USKOKOVIC, D.
P., 2011). E ainda pode ocorrer a substituicdo do tipo AB, em que o PO,> e 0 OH’
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podem ser substituidos pelos grupos COs* (SLOSARCZYK; PASZKIEWICZ Z.;
PALUSZKIEWICZ C., 2005).

A presenca do COs* na estrutura da HAP pode favorecer a reducéo da cristalinidade e
ao aumento de solubilidade (BOANINI; GAZZANO; BIGI, 2010). Convém mencionar
que a cinética de solubilidade da HAP depende das caracteristicas fisico-quimicas do
meio, dos componentes quimicos presentes no material, e do tipo de solucdo de

imersao.

O principal problema na incorporacdo de ions metalicos a estrutura da HAP esta
relacionado a diminuicdo da estabilidade térmica. Uma vez que a insercdo de ions em
grandes quantidades pode provocar alteragcbes na rede do material, comprometendo o
processamento desses materiais em alta temperatura. Geralmente, por tornar 0s
materiais mais estaveis sdo empregados tratamentos térmicos que podem induzir
transformaces de fases no material formado, tornando-o menos estavel. Além do mais,
subprodutos indesejados podem ser formados, como o 6xido de célcio (CaO), que €
conhecido por ser citotdxico as células, e outros compostos de fosfato de calcio menos
estaveis, que podem aumentar a instabilidade térmica do material, tornando a apatita

deficiente em calcio.
3.2.2.2.  p-Fosfato tricalcico (BTCP - Caz(POy),)

Entre os fosfatos de calcio que representam velocidade de reabsorcdo apreciavel, um
dos mais estudados ¢ o B- fosfato tricalcico com razdo Ca/P igual a 1,5. Este material é
biodegradavel e biocompativel, sendo parcialmente reabsorvido entre 6 e 15 semanas
apo6s o implante, dependendo da porosidade. A taxa de biodegradacdo do material é
reduzida conforme a diminuicao da razao PTCP/HAP (SANTQS, 2007).

O BTCP, Caz(POy),, € um material fosfato de calcio que possui cristal romboédrico com
as medidas de a = 10,43A e ¢ = 37,37A, e apresenta imperfeicdes na estrutura que
levam a grande instabilidade (OKAZAKI; SATO, 1990). O tamanho das particulas de
BTCP e suas propriedades variam de acordo com 0s pardmetros de sintese. Estes

materiais sdo absorviveis em condicOes fisioldgicas podendo ser substituidos por 0sso



26

gradativamente, quando usados como biomateriais em defeitos 6sseos (PENA:;
VALLET-REGI, 2003; YANG; WANG, 1998). De acordo com o método de sintese e
da estequiometria de BTCP, observa-se a seguinte ordem de solubilidade (LEGEROS,
2002): CaP amorfo > fosfato dicélcico > fosfato tetracalcico > aTCP> BTCP >> HAP.
A dissolucdo BTCP na agua depende da razdo Ca/P, sendo que ha inicialmente,
liberagdo de fons Ca*?, para depois acontecer a liberacdo de fons PO, (SANTOS,
2005). O BTCP esté representado na Figura 3.5. As esferas em verde, laranja e vermelho

representam os atomos de célcio, fosforo e oxigénio, respectivamente.

Figura 3.5 - Representagdo esquematica da estrutura cristalina da fase BTCP adaptado
de BONADIO et al. (2011)

3.2.2.3.  Material Bifasico HAP - pTCP

O PTCP esta quase sempre associado a sinteses de HAP, sendo observado em

tratamentos térmicos inferiores a 1100°C. ModificacBes nas condicdes de sintese deste
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material levam a obten¢do de materiais que variam entre HAP pura e BTCP puro,
passando por composi¢des intermediarias de HAPBTCP, e consequentemente levam a
modificagdo das suas propriedades. Um material bifasico HAPBTCP com grande
quantidade de HAP leva a uma maior biocompatibilidade, enquanto que com maior
quantidade de BTCP leva a uma maior biodegradabilidade (ARENDS et al., 1987;
FUJITA et al., 2003; PENA; VALLET-REGI, 2003; YANG; WANG, 1998).

O material bifasico HAPBTCP pode ser alterado de acordo com a propor¢ao dos
reagentes na mistura (YANG; WANG, 1998; PENA; VALLET-REGI, 2003). Assim,
partindo-se de uma mistura estequiométrica para a obtencdo de HAP pura, se
conseguiria um aumento gradativo na quantidade de formac¢do de BTCP com um
aumento da quantidade de fosfato adicionado na sintese. Haveria a formag&o de material
bifasico com aumento gradativo de BTCP até a obtengdo de BTCP puro. A obtencdo de
HAP ou BTCP pode estar relacionada a temperatura de sinterizagdo que, até 900°C
favorece a formacao de HAP, de 900°C a 1100°C favorece a formagao de BTCP e de
1100°C até 1400°C favorece novamente a formacdo de HAP, mesmo com equacgdo
estequiométrica para obtencdo de HAP. Assim, pode-se controlar a concentracao
bifasica (SANTOS, 2005).

3.3. BIOMATERIAIS COMPOSITOS

O termo compdsito é empregado para designar a combinacdo de dois ou mais materiais
na escala macroscépica ou microscopica em que 0s materiais mantém sua identidade
fisica e quimica inicial. Essa combinacdo tem por objetivo combinar diferentes
materiais produzindo um Unico material com propriedades superiores as dos seus
componentes separados (SASTRE; AZA; ROMAN, 2004).

A combinacdo entre cerdmicas e alguns outros materiais como metal, polimero e
ceramicas tem sido usada para produzir compdsitos de alto desempenho. O objetivo é
fazer uso de propriedades caracteristicas de cada fase unindo-as num Unico material. Os
materiais componentes do composito sdo chamados de matriz e reforgo. A matriz
confere a estrutura ao composito, enquanto os reforcos realgam as propriedades fisicas e

quimicas.
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Como dito anteriormente, as ceramicas bioativas de fosfato de célcio, tais como a HAP
e 0 BTCP, sdo de grande interesse no uso de biomateriais, entretanto, elas possuem
baixas propriedades mecanicas. Uma alternativa para melhorar essas propriedades € o
desenvolvimento de materiais compdsitos pela adicdo de uma fase de reforcgo, referente
a um material com melhores propriedades mecénicas como, por exemplo, a alumina,
diéxido de titanio, zirconia, entre outras (CHIBA et al., 2003; FIDANCESKA, 2007).

Nesse contexto, esfor¢os sdo concentrados visando a obtencdo de compositos ceramicos
que melhorem as propriedades mecénicas das matrizes HAP e BTCP. Um implante
necessita de uma estrutura superficial micromorfoldgica (rugosidade e porosidade) nao
SO para assegurar a ancoragem mecanica do 0sso na superficie, mas também para ativar
a osseointegracdo. Dessa maneira, muitas pesquisas buscam essa superficie estrutural
sobre a superficie do metal pesquisado, tornando-a muito mais reativa. A partir dai,
surge o interesse em se estudar as propriedades deste material para fins bioldgicos
qguando combinado a HAP, podendo vir a formar um material composito com
propriedades intermediarias (GOMIDE, 2005).

Assim, a unido de um material com alto grau de biocompatibilidade, com materiais
metalicos, devido as suas propriedades mecanicas, é promissora para o desenvolvimento
de biomateriais. Nesse sentido, pesquisas vém sendo desenvolvidas para se estudar a
interacdo entre estes materiais (FU; KHOR; LIM, 2001; GUOA et al.,, 2003;
YOKOYAMA et al., 2001) de forma a melhorar esta caracteristica. Novas ligas tém
sido testadas quanto a sua aplicabilidade como biomateriais. A biocompatibilidade e
consequentemente a resisténcia a corrosdo sdo as propriedades fundamentais que devem
ser exigidas destas, pois dentro do corpo humano, o implante pode sofrer diversos tipos
de corrosdo e as propriedades fisicas do material ndo podem ser afetadas durante sua
utiliza¢do in vivo (WIDU et al., 1999).

Desta forma, a biocompatibilidade da maioria dos biomateriais metalicos € baseada no
quanto passivo € sua oxidacdo e nos riscos que podem causar futuramente. Dentre 0s
metais usados para implante, 0 que mais resiste a todos 0s tipos de corrosao séo o titanio

e suas ligas, seguido por nidbio e tantalo e o que menos resiste é o aco inoxidavel.
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3.3.1. Niobio

Um dos metais mais abundantes em solo brasileiro é o nidbio apesar de sua baixa
concentracdo na crosta terrestre. O Brasil possui 90% do niébio mundial em suas
reservas, sendo que no ano de 2007, de toda a producdo mundial de niébio (133.928
toneladas), cerca de 96,6% foram provenientes das reservas brasileiras, com um
aumento na producdo de 23,3% em relagéo ao ano de 2006 (NASCIMENTO, 2009). O
nidbio possui propriedades fisicas e mecénicas muito parecidas com as do titanio como

alto ponto de fusdo, boa resisténcia mecénica e etc.

Contudo, atualmente o nimero de publica¢des nacionais e internacionais explorando a
biocompatibilidade do nidbio ainda é muito menor do que o do titanio. O nidbio, assim
como o titdnio € um material que apresenta alta afinidade com o oxigénio podendo

formar, por exemplo, o Nb,Os, NbO, e NbO, sendo destes o Nb,Os, 0 mais estavel.

Tanto o nidbio puro quanto o Oxido de nidbio sdo materiais que apresentam boa
biocompatibilidade e resisténcia a corrosdo. Pelo fato do nidbio metalico ser um
material altamente reativo e com alto ponto de fusdo, exige que as técnicas
convencionais de producdo sejam acompanhadas de sistemas sofisticados para altas
temperaturas e controle de atmosfera, o que eleva o custo de producéo. Por outro lado, o
pentoxido de nidbio pode ser sinterizado em atmosfera livre e também em menores
temperaturas. Dai o interesse em se estudar a viabilidade da producédo de biocompdsitos
Nb,Os — Hap com propriedades intermediarias. O pentdxido de nidbio é um material
menos reativo e possui um ponto de fusdao menor do que o nidbio metélico, além disso,
é um material fragil o que possibilita 0 seu processamento por acdo mecanica com
outros materiais, por exemplo, a hidroxiapatita. Este processo facilita a formacdo de
reacOes de estado solido facilitando as transi¢cGes de fase na formacdo dos compdsitos
(NASCIMENTO, 2009).

O pentéxido de nidbio pertence ao grupo espacial P2/m, cuja estrutura cristalina é
monoclinica caracterizada por uma célula unitaria com dois angulos retos e uma

variavel (~115,7°) e parametros de rede a = 2,038nm, b = 0,3824nm e ¢ = 1,936nm.
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Para sua utilizagdo como um material compdsito bioativo e biocompativel, o p6 de
niobio deve ser misturado com o po de hidroxiapatita. Contudo, tanto o nidbio quanto o
oxido de niobio apresenta a importante propriedade de biocompatibilidade e resisténcia
a corrosdo. Os principais 0xidos formados pelo nidbio sdo: Nb,Os (branco), NbO,
(preto-azulado) e NbO (cinza), onde o nidbio apresenta estados de oxidacdo +V, +IV e
+I1, respectivamente. Destes, 0 Nb,Os € 0 mais estavel. O nidbio (Nb) possui estrutura
cristalina de simetria clbica de corpo centrado e grupo espacial Im3m, conforme se
pode observar na Figura 3.6. Por outro lado, o pentdxido de niébio (Nb,Os), possui
estrutura cristalina de simetria monoclinica e grupo espacial P2/M, conforme esta
representado na Figura 3.7. Nesta figura, as bolas vermelhas representam o oxigénio e
as bolas azuis, o nidbio (NASCIMENTO, 2009).

Figura 3.6 - Estrutura cristalina do niébio (Nb). Fonte: NASCIMENTO (2009).
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Figura 3.7 - Estrutura cristalina do pentoxido de nidbio (Nb,Os). Fonte: NASCIMENTO
(2009).

Contudo, estudos anteriores (ZANETTA; AGOSTINHO; GOMIDE, 2002) demonstram
que as reagdes teciduais ao implante de nidbio em ratos e coelhos gera o revestimento
do material por uma fina camada de tecido fibroso, sem a presenca de células
inflamatorias, edema intersticial ou células multinucleadas, revelando a caracteristica de
biocompatibilidade do nidbio. Observa-se também a alta compatibilidade bioldgica do
niébio, representada pela aposicdo do o0sso diretamente sobre a superficie do implante,
fato observado na andlise radiografica das areas em torno do implante. Em estudos
comparativos entre implantes de nidbio e titanio, os resultados demonstraram uma boa
resposta do ni6bio como material constituinte de implantes osseointegraveis
(JOHANSSON; ALBREKTSSON, 1991; SOUZA, 2006).

3.3.2.  Compdsitos Hidroxiapatita/Nidbio

Os compositos formados por 6xido de nidbio-hidroxiapatita tém o intuito de obter um
composito alternativo para aplicacdo em implante. A unido de um material com alto
grau de biocompatibilidade como a HAP, com elementos metéalicos como 0 nidbio,
devido suas propriedades mecanicas, biocompatibilidade e sua resisténcia a corrosao,
sera promissora para o desenvolvimento de biomateriais. Este composito podera ser
considerado como um bom substituto 6sseo em areas com perdas 0sseas parciais para
futura aplicacdo em ortopedia (DEMIRKOL; OKTAR; KAYALI, 2013), produzindo um
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unico material com propriedades superiores as dos seus componentes separados
(SASTRE; AZA; ROMAN 2004).

3.4. ENGENHARIA DE TECIDOS

O termo Bioengenharia Tecidual foi inicialmente definido pelos participantes da
primeira reunido da National Science Foundation em 1988 como “a aplicacdo dos
principios e métodos da engenharia e ciéncias da vida na compreensdo da relacao
estrutura-funcdo em condi¢bes normais e patologicas dos tecidos e o desenvolvimento
de substitutos bioldgicos para sua reparaGao e regeneragio.” (SHALAK; FOX, 1988). E
um campo emergente multidisciplinar, que aplica os principios das ciéncias bioldgicas e
das engenharias para o desenvolvimento de substitutos viaveis que restaurem,
mantenham ou melhorem a funcéo tecidual (LANGER; VACANTI, 1993; PAULA et
al., 2009). Durante os anos 90, a bioengenharia tecidual progrediu rapidamente e

substitutos bioldgicos foram desenvolvidos para diversos tecidos do corpo.

A bioengenharia tecidual surgiu como alternativa potencial diante da faléncia de 6rgéos
e de lesGes teciduais, assim como em substituicdo ao transplante de 6rgdos que podem
ser tratados pela implantacdo de substituto da engenharia bioldgica. Visa a substituir os
tecidos que estdo lesionados, a fim de recriar tecidos funcionais e 6rgdos saudaveis
(KAIGLER; MOONEY, 2001). Tem se desenvolvido, ao longo da ultima década, para
corrigir defeitos de tecidos duros e moles, secundarios a trauma, congénitos e doencas
adquiridas. As atuais abordagens clinicas para substituicdo de tecidos e reconstrucdo
tém o propdsito de aliviar a dor e restaurar a estabilidade mecanica e funcional de
tecidos e 6rgdos biologicos (KAIGLER; MOONEY, 2001). As aplicacbes potenciais da
engenharia de tecidos na medicina regenerativa variam de tecidos estruturais a 6rgaos
complexos (MENDELSON; SCHOEN, 2006).

Quando lesdes ou danos aos tecidos e 6rgdos ocorrem, a reconstrucdo tecidual, com o
objetivo de restabelecer a integridade funcional e mecanica, ocorre geralmente de
maneira espontanea (CANCEDDA et al., 2003). Porém é valido ressaltar que a
consolidacdo do reparo esta condicionada a determinadas condic@es, tais como amplo

suprimento sanguineo, estabilidade mecénica, presenca de um arcabouco tridimensional
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(GONDIM, 2007; SALGADO, 2002;) e tamanho do sitio lesionado, pois, em regides
em que a morfologia e dimensdo do defeito sdo extensas e criticas ao reparo, 0
mecanismo regenerativo torna-se limitado (KIM et al.,2006). Procedimentos de enxertia
e substituicdo tecidual por biomateriais sdo frequentemente necessarios para 0
preenchimento da lesdo (CANCEDDA et al., 2003). Os biomateriais podem atuar como
um arcabouco e, assim, estimular a migracéo e proliferacdo celular (PIATTELLI et al.,
2000).

Dessa forma, a bioengenharia tecidual encontra-se frente ao desafio fundamental de
desenvolver biomateriais e procedimentos que levem a otimizacdo da regeneragdo
(MIGUEL et al., 2006; STEVENS; GEORGE, 2005).

As aplicacbes da bioengenharia tecidual tém obtido resultados satisfatorios, porém se

fazem necessarias novas pesquisas que melhor elucidem algumas lacunas existentes.

A aplicabilidade dos biomateriais tem sido amplamente estudada. Tais substitutos sao
potencialmente condutores, estimuladores e indutores de respostas celulares (PATEL et
al., 2005), bioativos, biocompativeis, além de custos mais acessiveis (VERNA et al.,
2002). Devem ainda possuir alguns requisitos basicos para sua aplicagdo, como néo
causar efeitos adversos locais e sistémicos, isto é, ndo devem ser citotoxicos,
carcinogénicos nem radioativos. A biocompatibilidade € outro fator de suma
importancia para o sucesso do tratamento, por desencadear reagOes desejadas,
controladas e toleradas fisiologicamente. Na avaliacdo desses requisitos, € necessario o
desenvolvimento prévio de testes in vitro e in vivo para que, por fim, possam ser

utilizados em humanaos.

3.4.1. Engenharia de Superficie

O corpo interage com a estrutura superficial dos biomateriais com 0s quais entra em
contato. A regido superficial dos materiais € mais reativa que seu interior por conter
atomos que possuem ligacdes ndo preenchidas. Assim, a superficie de um material tem,
inevitavelmente, propriedades diferentes do seu interior. Por estas razdes, deve-se

conhecer a estrutura superficial dos biomateriais (RATNER et al., 1996). Grandes
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esforcos atuais se dirigem a compreender e caracterizar as comunicagOes entre o
material e o meio onde ele estard inserido. As interacdes tecido-biomaterial sdo
governadas por propriedades de superficie e ocorrem geralmente a cerca de 1nm de
distancia e, dependendo do tipo de tecido, as interfaces bioldgicas sdo altamente
dindmicas com interacoes especificas (JONES, 2001).

Os materiais empregados em tecnologia biomédica sdo desenvolvidos para ter
interagBes especificas e desejaveis biologicamente com os tecidos vizinhos a regido
onde serdo utilizados. As propriedades desta interface material-meio € que determinam
0 tipo e a resisténcia desta comunicacdo. No caso de implantes como, por exemplo, 0s
implantes dsseos ficam evidenciados a importancia da ciéncia de superficie, pois as
interagOes entre o implante e 0o ambiente receptor necessitam de alta especificidade
(JONES, 2001).

3.5. CARACTERIZACAO

Os avancos atuais em instrumentacdo analitica oferecem poderosas ferramentas para o
estudo de biomateriais e para a caracterizacdo de interacOes tecido-material. Os
processos de caracterizacdo possibilitam analisar quantitativamente e qualitativamente a
composicdo dos materiais, bem como descrever os aspectos morfolégicos dos materiais
(MANSUR et al., 2002). Alguns métodos de caracterizagdo mais utilizados na avaliacao
de bioceramicas séo:

- Microscopia de Luz (LM)

- Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM) com Espectroscopia de Raios-X por
Dispersdo em Energia (EDS)

- Microscopia Eletrénica de Transmissdo (TEM)

- Difracéo de Raios-X (XRD)

- Microscopia de Forga Atdmica (AFM)

- Espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

- Anélises térmicas

A caracterizacdo prévia dos tecidos naturais e das amostras se faz necessaria para

posterior comparacdo. As analises das amostras, por imagem e por espectro, devem ser



35

feitas numa sequéncia em que se visualize a macroestrutura, a microestrutura
(MANSUR et al., 2002), bem como a nanoestrutura.

3.5.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) é uma ferramenta importante e
extensivamente utilizada na analise dos materiais. O principio fundamental de
funcionamento desta técnica consiste na emissdo de feixes de elétrons termo-
ionicamente por um filamento de tungsténio (feixes primarios) que passam por um
sistema de lentes eletromagnéticas, diafragmas e bobinas, e incide sobre uma amostra
(Figura 3.8).

Fonte de elétrons

A
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Amostra

Bombas de
vacuo

Figura 3.8 - Representacdo esquematica dos componentes do MEV. Fonte: OLIVEIRA
(2009).
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A interacdo entre este feixe de elétrons e a amostra resulta na emissdo de elétrons
secundarios, elétrons retroespalhados, e raios-x caracteristicos como ilustrado na Figura
3.9. Esta interacdo depende da energia dos elétrons, do nimero atdmico dos atomos da
amostra e da densidade da amostra. Na microscopia eletrénica de varredura os sinais de
maior interesse para a formagdo da imagem sdo os elétrons secundarios e 0s
retroespalhados. A medida que o feixe de elétrons primarios vai varrendo a amostra
estes sinais vdo sofrendo modificacGes de acordo com as variacdes da superficie. Os
elétrons secundarios fornecem imagem de topografia da superficie da amostra e sdo 0s
responsaveis pela obtencdo das imagens de alta resolucdo, ja os retroespalhados

fornecem imagem caracteristica de variacdo de composicao.

(4)

Figura 3.9 - Raios-X caracteristicos (1), Elétrons secundarios (2), Elétrons
retroespalhados (3) e Feixe primério (4). Fonte: OREFICE; PEREIRA; MANSUR
(2012)

3.5.2. Espectroscopia de Raio-x por Dispersdo em Energia (EDS)

Os raios-X caracteristicos permitem a contagem eletronica através da Espectroscopia de

Raio-x por Dispersdo em Energia (EDS), criando um espectro que representa a analise
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quimica elementar da amostra. O elétron do feixe primério interage inelasticamente com
a amostra removendo um elétron de uma camada interna (K, L, M, N) deixa o &tomo em
um estado excitado de energia permitindo que um elétron de uma camada mais
energética decaia para preencher o vazio. Este decaimento ocorre com emissdo de
energia na forma de um foton de raios-X (Raios-X caracteristico) permitindo identificar

0 elemento que esta emitindo a radiacao.

3.5.3. Difragédo de Raios-X (DRX)

A difratometria de raios-X € uma importante ferramenta para a identificacdo e
caracterizagdo estrutural de materiais cristalinos. Esta técnica, além de permitir a
identificacdo das fases cristalinas que compdem um material, fornece informagdes sobre

a natureza e 0s parametros estruturais do cristal desta fase (BONADIO et al., 2011).

Um feixe de elétrons € acelerado em dire¢do a um alvo metalico com uma diferenca de
potencial de aproximadamente 100kV. Apds a colisdo, parte da energia do feixe de
elétrons é convertida em raios X, formando um feixe. Quando o feixe de raios X passa
por uma fina camada de matéria, sua intensidade é diminuida como consequéncia de
absorcéo e de retroespalhamento. Quando este retroespalhamento acontece no interior
de um cristal bem ordenado em que as distancias entre os centros de retroespalhamento
(disténcias interplanares) sdo da mesma ordem de grandeza do comprimento de onda da
radiacdo X, ocorrem interferéncias nos planos do cristal. O resultado deste efeito € a
difracdo de raios X (SKOOG; LEARY, 1992).

O feixe de raios X atinge a superficie do cristal e uma fracdo deste feixe é
retroespalhada. A fracdo restante do feixe penetra em direcdo ao segundo plano do
cristal, onde novamente outra fracao é retroespalhada e o restante penetra em dire¢éo ao
terceiro plano e também ¢é retroespalhado, e assim sucessivamente. O efeito cumulativo
deste retroespalhamento permite a analise da amostra e é visualizado em forma de
espectro (MANSUR et al., 2002).
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3.5.4. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Fotons de energia sdo absorvidos quando a radiacdo infravermelha atinge uma
molécula. Isto causa um estado de excitacdo vibracional alto nas ligacdes interatbmicas
presentes que se manifesta como flexdo, dobramento ou estiramento. Assim,
informacOes sobre a estrutura de materiais podem ser obtidas. A caracterizacdo
molecular é possivel porque grupos funcionais especificos vibram na mesma frequéncia,
independente do meio em que se encontram. Grande parte das espécies moleculares
organicas e inorganicas absorvem energia nos comprimentos de onda iguais aos da
radiacdo infravermelha (BRANTLEY; ELIADES, 2001; SKOOG; LEARY, 1992).

3.5.5.  Microscopia de Forga Atomica (AFM)

O principio fundamental de funcionamento do microscopio de forga atdbmica é a medida
de deflexdes causadas pelas forgas que agem entre a sonda (cantilever) e a superficie da
amostra, as imagens referem-se a distancia mantida entre a sonda (que chamaremos
ponteira) e a amostra, no momento da varredura, e as formas de movimentar a ponteira
sobre a superficie a ser estudada. Este movimento da ponteira promove angulacdo
diferentes de reflex&o dos lasers que sdo captados por um dispositivo especifico, criando
a imagem. A Figura 3.10 mostra o diagrama representativo de funcionamento do

microscopio de forca atdbmica.

O AFM opera medindo as forcas entre a ponteira e a amostra que dependem de diversos
fatores como, por exemplo, dos materiais que compdem a amostra e a ponteira, da
distancia entre elas, da geometria da ponteira e de qualquer tipo de contaminacdo que
houver sobre a superficie da amostra. Ao se aproximar da amostra, a ponteira é
primeiramente atraida pela superficie. Esta atragdo aumenta até que a ponteira
aproxime-se muito da amostra, no qual os seus atomos ficardo tdo préximos que seus

orbitais eletronicos comegam a se repelir.
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Figura 3.10 - Diagrama representativo de funcionamento do microscopio de forca
atdbmica. Fonte: OREFICE; PEREIRA; MANSUR (2012).

A forca atrativa enfraquece a medida que a distancia diminui. A forca anula-se quando a
distancia entre os atomos é da ordem de alguns angstroms. Quando as forcas se tornam
positivas, podemos dizer que os &tomos da ponteira e da amostra estdo em contato e as
forgas repulsivas acabam por dominar. A medida que a distancia entre os dtomos é
diminuida aumenta-se a forca de repulsdo o que exige um aumento da forca para
aproximac&o dos mesmos. A medida que se aumenta a distancia entre os a&tomos ocorre
um aumento das forcas atrativas e em consequéncia uma diminuicdo na forca necessaria
para aproximacéo dos atomos (MANSUR; OREFICE; PEREIRA, 2012).

3.5.6. Anaélise Térmica

As analises térmicas consistem em uma série de técnicas nas quais uma propriedade de
um material ou sistema é avaliada em fungdo da temperatura durante um programa de
tratamento térmico. Diversas sdo as propriedades possiveis de serem avaliadas (fisicas,

termodinamicas, mecanicas, Oticas, magnéticas, elétricas, acusticas), mas as analises
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principais sdo as associadas a avaliacdo de variacdo de massa, temperatura, entalpia e

dimensoes.

3.5.6.1.  Andlise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica consiste na medida da massa da amostra em funcdo da
temperatura. As andlises termogravimétricas sdo aplicadas e fornecem valiosas
informacdes nas avaliacdes de agua adsorvida e de agua de cristalizaco e nos estudos

de estabilidade térmica de substancias e de reacfes de decomposicao e oxidacao.

A aplicacdo da TGA é limitada na medida em que nem todos o0s eventos térmicos
possiveis de ocorrer no material em analise ocorrem acompanhados de variacfes de
massa como, por exemplo, transicfes de fase no estado sélido, fusdo e polimerizacéo.
Um aumento da resolucdo das curvas de TGA mais complexas pode ser obtida
colocando os resultados na forma diferencial (dmassa/dtempo — dm/dt). Esta analise é
conhecida como andlise termogravimétrica diferencial — DTG (“Derivative
Thermogravimetric”). As andlises DTG séo capazes de mostrar pequenas variagdes nas
curvas de TGA além de que as temperaturas do inicio e do fim dos picos obtidos pela
DTG correspondem ao comeco e ao fim das transformacdes.

3.5.6.2.  Analise Térmica Diferencial (DTA)

No DTA a diferenga de temperatura, AT, entre a amostra e um material de referéncia,
representada enquanto ambos sdo submetidos a um mesmo tratamento térmico. As
andlises de DTA sdo utilizadas para determinacdo das propriedades térmicas da amostra
tais como temperaturas de transicdo, ponto de fuséo, temperaturas de reacdo. Os eventos
endotérmicos usualmente verificados sdo perda de agua capilar e de constituicdo,
decomposi¢do de carbonatos e sulfatos e mudancas de estado endotérmicas. Os picos
exotérmicos sdo resultado de mudancas de estado envolvendo liberacdo de energia
(entalpia), tais como as transformacOes de recristalizagdo, neomineralizagbes e

oxidagao.
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3.5.6.3.  Analise Calorimétrica Diferencial (DSC)

No ensaio de DSC, a amostra e o material de referéncia sdo mantidos a mesma
temperatura (AT = Ts — Tr = 0) durante o programa térmico sendo a diferenca de
energia (dq) necessaria para manter as amostras ha mesma temperatura controlada. As
curvas de DSC sdo muito utilizadas para determinacéo do calor especifico e variagdes

de entalpia que acompanham as transformac6es de fase de uma substancia.

3.6. CARACTERIZACAO DO FOSFATO DE CALCIO E DO FOSFATO DE
CALCIO MODIFICADO COM NIOBIO

A sintese e preparacdo de materiais requerem usualmente a avaliagdo de suas
propriedades e estabelecer possiveis relacdes entre estrutura e 0 processamento. Pode-se
caracterizar estes sistemas de iniumeras formas e ilimitadas técnicas, mas essencialmente
considera-se informacGes nos aspectos morfoldgicos, estruturais, fisico-quimicos,
cristalogréficas, termomecanicos, bioldgicos, entre outras. A seguir sdo apresentadas
algumas técnicas e metodologias reportados na literatura utilizados na investigacao,

analise e caracterizacdo de materiais compasitos.
3.6.1. Caracterizacdo Morfoldgica de Fosfato de Célcio
3.6.1.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A imagem de MEV das amostras dos pos-sintetizados no trabalho realizado por
SANTOS; HENEINE; MANSUR (2008), antes do tratamento térmico, mostra a
presenca de um material aglomerado com superficie granular, tendendo para uma
estrutura densa (Figura 3.11). As imagens mostram o aspecto considerado como tipico
de apatita (SCHUMANN, 1992).



42

Nanonze particles,
needle-hike shape
r ¥ . p—

DEMET/UFMG

Figura 3.11 — Imagem de MEV da HAP. Fonte: SANTOS; HENEINE; MANSUR
(2008).

Durante o tratamento térmico inicia-se o processo de densificacdo dos fosfatos de calcio
(CHENG et al., 1998). A Figura 3.12 mostra 0 MEV da HAP, com aspecto mais poroso
antes do tratamento térmico. Durante tratamento térmico ha perda da 4gua de hidratacdo
e cristalizacdo do material, que se transforma em uma estrutura mais densa, menos
porosa e consequentemente com menor area especifica. A micrografia da Figura 3.13

mostra o aspecto do material, ap6s o tratamento térmico a temperatura de 900°C.
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15 KV X10,000 1 um Demet/UFMG

Figura 3.12 - Micrografia de MEV da amostra HAP, antes do tratamento térmico, com
aspecto mais poroso e menos denso. Fonte: SANTOS et al. (2004).

IS kKV X10,000 | 1um Demet/UFEMGCG

Figura 3.13 - Micrografia de MEV da amostra HAP, ap6s tratamento térmico. Fonte:
SANTOS et al. (2004).
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3.6.2. Andlise das fases cristalinas

3.6.2.1. Difracao de Raios-X (DRX)

As amostras dos poOs sintetizados, antes e depois do tratamento térmico, foram
submetidos a difracdo de raios-X, que permitem identificar as fases cristalinas presentes

no material e estimar a sua quantidade de fase amorfa e cristalina.

No trabalho de OLIVEIRA (2004); os difratogramas das amostras apresentam picos de
HAP e grande quantidade de material amorfo, sintetizadas em temperatura ambiente e
tratadas a 110°C, mostrando grande similaridade, no trabalho de OLIVEIRA (2004).
Além disto, estes difratogramas mostram grande semelhanca ao difratograma de HAP
sintetizada e a existente na literatura. Neste material, todos os picos sdo de HAP.
(Figura 3.14).
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Figura 3.14 - Difratograma de HAP da literatura (PETERS; SCHWARZ; EPPLE, 2000)
e difratograma das amostras de HAP tratadas a 110°C, evidenciando semelhanca entre
0s picos. Fonte: OLIVEIRA (2004).

Os difratogramas de algumas amostras secas a 110°C (OLIVEIRA, 2004), apresentam

grande quantidade de fase amorfa e alguns picos correspondentes a HAP, quando
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tratadas a 900°C mostram o desaparecimento dos picos de HAP e o aparecimento de
picos de BTC puro. Ocorrem reacGes em que ha dissociacdo da HAP e a formacéo de
BTCP provavelmente por haver uma quantidade de fosfato disponivel na fase amorfa
que reage e favorece a formacdo deste ultimo composto. Uma justificativa para a
formacdo de BTCP puro associa este fato ao tratamento térmico proéximo a 900°C
(ARENDS et al., 1987; FUJITA et al., 2003; PENA; VALLET-REGI, 2003;
RAYNAUD; CHAMPION; BERNACHE-ASSOLANT, 2002; YANG; WANG, 1998).
Os difratogramas na Figura 3.15 abaixo, mostram coincidéncia entre difratogramas de
BTCP puros vistos na literatura e aqueles obtidos no trabalho de OLIVEIRA (2004).

Os picos principais dos difratogramas de HAP representam os planos de rede do cristal
(211), (112) e (300) e os picos principais dos difratogramas de BTCP representam os
planos de rede do cristal (221) e (220) (PENA; VALLET-REGI, 2003 - Figura 3.16).

LA

Int.

Figura 3.15 - Evidéncia da coincidéncia entre o difratograma de DRX de BTCP da
literatura (CHUSSEI; GOODMAN, 1999) em preto e um dos difratograma da amostra
do trabalho de OLIVEIRA, 2004. Fonte: OLIVEIRA (2004).
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Figura 3.16 - Evidenciacao da regido do difratograma de DRX que apresenta 0s picos e
planos de material bifasico HAP / BTCP em R2 B1 900 BIF., destacando os picos de
cada fase e os respectivos planos de rede do cristal (*"HA; BTCP). Fonte: OLIVEIRA
(2004).
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No trabalho de OLIVEIRA (2004), na Figura 3.17, onde temos R1 com tratamento
térmico a 900°C, as amostras evidenciam o aparecimento de material bifasico HAP /
BTCP quando foi utilizada agitacdo magnética lenta e quando houve inversao na ordem
de adicdo dos reagentes. O aparecimento de HAP pura aconteceu quando se utilizou
agitacdo magnética vigorosa. A agitacdo vigorosa da mistura promove a
disponibilizagdo dos dois fons Ca*? e PO, levando & formacdo de material puro em R1-
2 e R1-3. O BTCP puro ndo foi obtido em R1-5, mas sim um material com grande

proporcao de BTCP e picos de HAP de intensidade baixa.

A cristalinidade do material é visto pela largura dos picos dos difratogramas de DRX no
trabalho de OLIVEIRA, (2004). Os picos estreitos mostram um grau de cristalinidade
mais alto, enquanto os picos mais largos mostram uma quantidade maior de material
amorfo (KIESWETTER et al., 1994; PETERS, SCHWARZ; EPPLE, 2000 - Figura
3.18).

A analise da proporcdo entre a area da fase amorfa e a area da fase cristalina mostrou

gue a medida que a temperatura do tratamento térmico aumentou o grau de
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cristalinidade das amostras também aumentou. Esse aumento foi em média de 43%
quando se comparou a cristalinidade das amostras com tratamento térmico de 110°C
para 900°C (OLIVEIRA, 2004).
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Figura 3.17 - Difratogramas de DRX mostrando a formacédo de material bifasico em R1-
1 900 Bl e R1-5 900 BI e formacdo de HAP pura em R1-2 900 HAP e R1-3 900 HAP
(‘HAP; BTCP). Fonte: OLIVEIRA (2004).
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Figura 3.18 - Comparacdo entre a largura dos picos dos difratogramas de uma mesma
amostra HAP tratada a 25°C, 110°C e 900°C (amostra R1-4). Fonte: OLIVEIRA
(2004).

3.6.2.1.1. Andlise dos parametros de rede do cristal de HAP

As medidas de a e ¢ do parametro de rede do cristal de HAP (hexagonal) sdo descritas.
Os resultados obtidos levaram a conclusdo de que o material sintetizado foi HAP
proxima das medidas padrdo da ficha de HAP catalogada (a = 9,42A e ¢ = 6,88A),
levando-se em consideracdo que HAP contendo tracos de COs*, apresenta pequenas
diferencas dimensionais em sua célula unitaria (OKAZAKI; TAIRA; TAKAHASHI,
1997). MAVROPOULOS et al. (2003) encontrou valores de a variando de 9,413A a
9,441A e valores de ¢ variando de 6,863A a 6,889A.
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3.6.3. Caracterizacdo da Composi¢ao Estrutural
3.6.3.1.  Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)
3.6.3.1.1. Analise Quimica dos Grupos Funcionais

A espectroscopia no Infravermelho foi feita na regido do intermediario, ou seja, de
400cm™ a 4000cm™ evidenciando as bandas mais significativas em relacdo a HAP e
BTCP, no trabalho de OLIVEIRA (2004). Além disto, evidenciou também bandas
referentes a alguns grupos funcionais adsorvidos nas amostras. A Tabela 3.2 traz um

resumo das interacfes quimicas existentes nas moléculas das amostras.

Na Figura 3.19, pode-se observar os espectros de FTIR de amostras A2 e A5 referentes
ao trabalho de SANTOS, 2005. As bandas referentes aos fons PO, apareceram no
espectro em niveis variados de frequéncia, nos modos de vibracGes de estiramento e de
dobramento. As bandas no modo de vibracgéo de estiramento (v3) foram evidenciadas em
1096cm™, 1059cm™ e 1041cm™ como fons PO4~, em 964cm™ como PO, e em
632cm™ como PO, 14bil, ou seja, com presenca de OH livre. As bandas evidenciadas
em 606 e 565cm™ relacionam-se aos fons PO, no modo de vibragdo de dobramento
(v4). Na frequéncia 2077cm™ e 1989 cm™ caracterizaram-se bandas secundaérias de fons

PO, e a banda referente & OH da ligacdo P-OH apresentou-se em 871cm™.

Na Figura 3.20, no trabalho de SANTOS (2005) a amostra A2 mostrou-se como uma
hidroxiapatita carbonatada, mesma constituicdo do material natural de 0ssos e dentes
(JONES, 2001; LEGEROQS, 2002). Seu espectro de FTIR pode ser comparado ao de
HAPc (comercial) e ao de HAP da literatura (OLIVEIRA, 2004) (B), que também
caracterizaram-se como hidroxiapatita carbonada. As setas indicam 0s grupamentos
funcionais onde foram notadas diferencas entre os materiais, 0 que pode indicar

mudancas nas suas caracteristicas.
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Tabela 3.2 - Identificagdo de picos de amostras de HAP e BTCP em FTIR.

Frequéncia (cm™) na HA Atribuicéo Frequéncia (cm™) no pTCP
P,0O; (estiramento) 435
468 PO,v2
566 e 604 PO,4Vv4 (dobramento) 552 e 604
632 OH livre ou PO, labil
P,0O7 (estiramento) 729
875 P-OH ou CO3v2
963 PO,v1 946 e 975
1033 - 1100 PO4v3 (estiramento) 1039-1123
HPO, 1212
1420 CO3v3 estrutural ou PO4
1450 CO3v3 estrutural ou OH
2237 e 2368 CO;, (atmosfera) 2336 e 2370

3570 (largo)

OH estrutural
(estiramento)

3331-3480-3629

Fonte: CHENG (1998);

OLIVEIRA (2004);

PENA, VALLET-REGI (2003);

RAYNAUD; CHAMPION; BERNACHE-ASSOLANT (2002); YANG; WANG

(1998).
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Espectro de FTIR com as bandas de absorcdo no infravermelho referentes

as ligacdes quimicas dos grupamentos funcionais da composicao da amostra A2 (HAP)
e A5 (HAP-BTCP). Fonte: SANTOS (2005).
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3.6.3.2.  Espectroscopia de Raio-x por Dispersdo em Energia (EDS)

A composi¢cdo quimica elementar qualitativa das amostras dos pos sintetizados é
avaliada através da analise por EDS. Na Figura 3.21, no trabalho de SANTOS (2005),
0S espectros revelam que os materiais sintetizados apresentam picos de alta intensidade
referentes aos seus principais elementos constituintes, calcio(Ca) e fosforo (P); e mostra
picos de baixa intensidade referentes ao magnésio (Mg), silicio (Si), sédio (Na),
estroncio (Sr), enxofre (S), potassio (K) e cloro (CI) considerados impurezas do material
advindas de seus reagentes, antes do tratamento térmico (SANTOS, 2005).

Os mesmos constituintes das amostras antes do tratamento térmico foram observados
apo6s o tratamento térmico, mostrando a mesma composi¢do inicial do material. Os
picos referentes ao Ca e ao P antes do tratamento térmico mostraram uma menor
intensidade (Figura 3.22) comparados aos mesmos picos de Ca e P ap06s o tratamento
térmico (Figura 3.22). A técnica também foi utilizada para identificacdo e incorporacao
de elementos adicionados em pequenas propor¢cbes como modificadores de
propriedades (Figura 3.22B - SANTQOS, 2005).
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Figura 3.21 - Espectro de EDS com picos dos principais constituintes, Ca e P, e dos
tracos de elementos da amostra HAP, antes do tratamento térmico. Fonte: SANTOS
(2005).
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Figura 3.22 - Espectro de EDS, ap0s tratamento térmico a 900°C: (A) P6 de HAP,
espectro com picos de maior intensidade de Ca e P e tracos de outros elementos; (B)

espectro com picos de maior intensidade de Ca e P, e presenca de picos de baixa
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intensidade de Mg, Si, K e Zn nas amostras dopadas com HAPZn. Fonte: SANTOS
(2005).

3.6.4. Anélise Térmica

A Figura 3.23, mostra que a curva TG da HAP pode ser dividida em trés estagios
segundo a literatura (ZHANG et al., 2006). Estdgio 1 (35-145°C) corresponde a
vaporizacdo da agua adsorvida na superficie da HAP, estagio 2 (145-620°C) é devido a
vaporizacdo da agua de cristalizacdo da HAP, e estagio 3 (620-800°C) é provavelmente
devido a ruptura do COs* e HPO4 na HAP (LEGEROS, 1978).

105.00 -
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TG(%)

90.00 4

85.00 -

1 y | 5 I L 1 Y 1 ! 1 b |
100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00 700.00

Temperature (¢)
Figura 3.23 - Curva TG da HAP. Fonte: ZHANG et al. (2006).

A

Figura 3.24 apresenta as curvas de DTA, TG e DTG da amostra pura de HAP calcinada
a 500°C. Na curva de DTA, entre 177 e 212°C pode-se ver uma pequena banda
exotérmica atribuida a HAP de baixa cristalinidade. A derivada da curva
termogravimetrica em fungédo da temperatura (DTG) mostra que a partir de 100°C a taxa
de perda praticamente se mantém constante o que equivale a perda de cerca de 95,5% da
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massa inicial da HAP. Desta faixa de temperatura até cerca de 750°C a perda de massa
ocorre devido a eliminacdo de agua. Nao se obteve picos relativos a mudanca de fase do
material na temperatura de 500°C. A perda de massa a partir de 770°C refere-se a
decomposicio da HAP, conforme literatura (ARAUJO, 2006).
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Figura 3.24 - Curvas de DTA, TG e DTG da HAP calcinada a 500°C. Fonte: ARAUJO
(2006).



58

Segundo LIAO et al. (1999), a HAP tem dois tipos de agua na sua estrutura, agua
adsorvida e agua estrutural (LEGEROS R. Z.; BONEL; LEGEROS, R., 1978). A &gua
adsorvida é caracterizada pela reversibilidade, instabilidade térmica de 25 a 200°C, e
perda de peso sem nenhum efeito sobre o parametro de rede. A agua estrutural é
irreversivelmente perdida na temperatura de 200-400°C, o que causa uma contragdo no
parametro a de rede durante o aquecimento. Em altas temperaturas, a HAP desidrata
gradualmente levando a liberagéo de OH'".

3.6.5. Caracterizacgdo Bioldgica

3.6.5.1. Ensaio de Viabilidade Celular Via MTT (3-(4,5-dimethylthiazol)-2,5-
diphenyl-tetrazolium bromide)

A viabilidade celular foi avaliada via ensaios de MTT usando cultura de osteoblastos na
presenca de compdsitos apds incubacdo por um periodo estabelecido (SANTOS;
HENEINE; MANSUR 2008). No presente trabalho, o0s resultados de
citocompatibilidade de todas as amostras de biocompdsitos testadas, mostraram que nédo
houve nenhuma diferenca significativa para a viabilidade celular entre CAP/COL
dopados e ndo dopados com zinco. Assim a proliferacdo dos osteoblastos na presenca
dos biocompositos e sem os biocompositos foi semelhante quando comparados com o

grupo controle como mostrado na

Figura 3.25.
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Figura 3.25 - Viabilidade celular avaliada por MTT apds 72hs de incubagdo:
osteoblastos ndo mostraram nenhuma diferenca significativa na proliferacdo, na
presenca de todos compdsitos, quando comparados com o controle. Os resultados
representam a média £ SD de trés experiéncias separadas (p<0,05). Fonte: SANTOS;
HENEINE; MANSUR (2008).
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CAPITULO 4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. SINTESE DE CERAMICAS DE FOSFATO DE CALCIO

O método de escolha para a obtencdo de fosfato de calcio foi o de sintese por
precipitacdo em meio aquoso, segundo a Equacao 4.1. O controle e monitoramento do
pH foram feitos em intervalos de 10 minutos. O ambiente foi preparado com agua

deionizada na vidraria utilizada.
7 Ca(OH)z(aq) +3 Ca(H2P04)2.H20(aq) — Ca1o(PO4)6(OH)2 1+ 15 H20(|) (4.1)

As sinteses foram feitas em temperatura ambiente (25°C + 3°C) e posteriormente foram
submetidas a tratamento térmico. Primeiramente foram levadas a estufa para secagem a
temperatura de 110°C + 5 por 24 horas, sendo esta amostra identificada como
HAP_110. O objetivo desta etapa é garantir a remocdo de toda a agua adsorvida do
material. Todas as amostras do material ap0s esta secagem foram armazenadas em
recipientes plasticos com tampa. Na sequéncia, uma aliquota deste material seco foi
tratado termicamente a temperatura de 900°C + 5 em forno mufla, com uma taxa de
aquecimento de 20°C por minuto, sendo esta amostra identificada como HAP_900.
Atingida a temperatura de 900°C, esse patamar foi mantido durante 3 horas. O
resfriamento das amostras foi feito de forma lenta dentro do prdprio forno até atingir a

temperatura ambiente.
4.2. MATERIAIS
4.2.1. Materiais e equipamentos utilizados na sintese das bioceramicas
- Hidroxido de calcio: Ca(OH), P.A. (Riedel de Haen - Alemanha)
- Fosfato de calcio monobasico hidratado: Ca(H,PQO,),.H,0 P.A. (Synth)

- Agua deionizada — 18 MQ.cm
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- Cloreto de nidbio: Nb,Cls (Sigma)
- Balanca eletronica (MARTE, modelo AY 2200)
- Agitador magnético (FISATOM, modelo 751)
- Beckers de vidro de 600mL
- Bomba de vacuo (FISATOM)
- Kitazato de vidro de 1000mL
- Funil de Buchner
- Filtros de papel Quanty, com porosidade de 25um
- Peneira (Mesh) da Bertel: 200pum
- Estufa (MEDICATE, modelo EL 1.3)
- Gral de agata
- Forno Mufla - QUIMIS
- Termdmetro
4.2.2.  Amostra de referéncia (HAPC)
- Hidroxiapatita comercial, HAP-91®, JHS — Laboratério Quimico LTDA.
4.3. PROCEDIMENTOS
4.3.1. Sintese do Fosfato de Calcio

A sintese do fosfato de célcio foi realizada através da preparacdo da suspensdo de

hidroxido de célcio (identificada como “Sus.1”) e suspensdo de fosfato de calcio
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monobasico hidratado (identificada como “Sus.2”). Para a preparacdo da suspensédo de
hidréxido de calcio (“Sus.1”), pesou-se 5,201g de hidroxido de célcio, que foi
adicionado lentamente a 250mL de adgua deionizada em becker sob agitacdo magnéetica

por 10 minutos para homogeneizar e depois foi medido o pH da suspenséo.

Para a preparacdo da suspensdo de fosfato de calcio monobasico hidratado (“Sus.2”),
pesou-se 7,5216g de fosfato de célcio monobésico hidratado, que foi adicionado a
250mL de agua deionizada em becker, sob agitacdo magnética vigorosa por 10 minutos
para homogeneizar e depois foi medido o pH da suspensao.

A Sus.2 foi adicionada a Sus.l, derramando lentamente e sob agitagdo magnética
vigorosa por 10 minutos para disponibilizar os ions Ca’* e PO,> para a reagdo de
sintese. A agitacdo magnética foi aumentada durante a sintese devido ao aumento da

concentracdo da mistura e foi monitorado o pH da mesma.

A suspensao foi deixada sob agitacdo magnética vigorosa por uma hora. Esta agitacéo
foi mantida com 0 mesmo proposito de disponibilizar os ions e foi monitorado o pH. A
suspensdo foi deixada em repouso por 24 horas para decantar. O sobrenadante foi
desprezado e a suspensdo final filtrada & vdcuo em funil de Biichner com papel de filtro,

adaptado ao kitazato e ligado a bomba de véacuo através de mangueiras.

O material retido no filtro foi lavado por trés vezes com agua deionizada (30mL) para
remocao de ions ndo reagidos seguido de filtracdo e removido com espatulas metélicas
para placa de Petri. O material foi seco em estufa a temperatura de 110°C por 24 horas
(HAP_110). O material foi moido em gral de &gata até que 100% do material passasse

na peneira de 200 mesh para a realizag&o dos ensaios de caracterizacao.

Na sequéncia, amostra HAP_110 foi submetida a tratamento termico a 900°C + 5 em
forno mufla com taxa de aquecimento de 20°C a cada 10min. As amostras ap0s
tratamento térmico foram retiradas somente ap6s o forno atingir a temperatura ambiente
e identificada como HAP_900. O material foi moido em gral de agata até que 100% do
material passassem na peneira de 200 mesh para realizagdo dos ensaios de

caracterizagé&o.
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O fluxograma a seguir, Figura 4.1, resume a sequéncia de procedimentos para obtencgédo

das bioceramicas.

CalOH)zuy (1) Ca(H;PO:);.H;0y; (2)

Derramar (2) em (1)

Agitacdo vigorosa por 1h

Monitorar o pH l

Repouso por 24h

Secar a110° por 24h HAP_110
Tratar 2900 °C HAP_900

Figura 4.1 - Procedimentos para obtencdo das bioceramicas.

4.3.2. Sintese do Fosfato de Célcio com adicédo de Nidbio

Foi preparada a suspensdo de hidroxido de calcio (“Sus.1”) e a suspenséo de fosfato de

calcio monobaésico hidratado (“Sus.2””) conforme descrito na secéo 4.3.1.

Para a introducdo de 1% molar de Nb em substituicdo ao célcio, foi preparada a solucao
de cloreto de nidbio (identificada como Sol. Nb). Pesou-se 0,2701g do cloreto de nidbio
que foi adicionado 10mL de etanol em becker sob agitacdo magnética vigorosa por 10

minutos.
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A “Sol.Nb” foi adicionada a “Sus.2”, sendo derramada lentamente sob agitacdo
magnética vigorosa por 10 minutos, formando agora a “Sus.3”. A “Sus.3” foi
adicionada a “Sus.1”, e derramada lentamente, sob agitacdo magnética vigorosa por 10
minutos para disponibilizar os fons Ca** e PO, para a reacdo de sintese. A agitacéo
magnética foi aumentada durante a sintese pelo aumento da concentra¢do da mistura e

foi monitorado o pH da mistura.

A suspensdo foi deixada sob agitagdo magnética vigorosa por uma hora. Esta agitacao
foi mantida com o mesmo propdsito de disponibilizar os ions e com o monitoramento
do pH. A suspensdo foi mantida em repouso por 24 horas para decantar. O sobrenadante
foi desprezado e a suspenséo final foi filtrada a vacuo em funil de Biichner com filtro de
papel, adaptado ao kitazato e ligado a bomba de vacuo através de mangueiras. O
material retido no filtro foi lavado por trés vezes com &gua deionizada (30mL) para
remocao de ions ndo reagidos e depois foi filtrada e retirada com espatulas metélicas e
colocada em placa de Petri. O material foi seco em estufa a temperatura de 110°C + 5
por 24 horas (HAP-Nb_110).

O tratamento térmico a 900°C + 5 foi realizado em forno mufla por 3h, com taxa de
aquecimento de 20°C a cada 10min. A amostra foi retirada somente ap6s o forno atingir
a temperatura ambiente, sendo identificada como HAP-Nb_900.

Todas as amostras foram cominuidas em gral de &gata até que 100% do material
passasse na peneira de 200 mesh antes da realizagdo dos ensaios de caracterizagéo.

4.4. CARACTERIZACAO DOS POS DE FOSFATO DE CALCIO E DO
FOSFATO DE CALCIO/NIOBIO

4.4.1. Analise Quimica e Mineralogica
4.4.1.1. Espectroscopia de Raios-X por Dispersdo em Energia (EDS)

A anadlise elementar semi-quantitativa das amostras foi obtida, através do detector de
espectroscopia de raio-x por dispersdo em energia (EDS), acoplado ao microscopio

eletrénico de varredura, usando feixe de elétrons de 10 e 15kV. Os resultados foram
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determinados pela andlise de areas diferentes com 5 réplicas de cada amostra, com
ampliacdo de 150X. Antes das analises, as amostras foram recobertas com fina camada

de carbono para tornar a superficie condutiva.

A andlise elementar semi-quantitativa das amostras também foi obtida, através do
equipamento de EDS acoplado ao microscépio eletrénico de transmissdo com tensdo de
aceleracdo de 200kV, permitindo a ampliacdo da faixa de energia dos raios-X

caracteristicos em avaliagao.
4.4.1.2.  Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os poés sintetizados foram dispersos em KBr, na proporcdo de 0,11g de KBr para
0,0011g da amostra. Os espectros FTIR das amostras sintetizadas dispersas em KBr
foram obtidos através dos métodos de refletancia difusa (DRIFTS) com 32 varreduras,
no intervalo entre 400 & 4000cm™ e com resolucdo de 4cm™ no espectrofotdmetro de
infravermelho NICOLET 6700 GOLD, Thermo Electron. As medidas de absorbancia
das amostras nas regides do infravermelho permitiu a determinacdo qualitativa de suas

moléculas, identificando sua estrutura quimica.
4.4.1.3. Difracéo de Raios X (DRX)

As amostras dos pds sintetizados, antes e ap0s os tratamentos térmicos, foram
submetidos a difracdo de raios-X, que permitem identificar as fases cristalinas presentes
no material e estimar a quantidade de fases amorfas e cristalinas. As amostras foram
analisadas usando difratbmetro Philips- X Pert, PANalytical modelo EMPYREAN,
utilizando radiagio CuKo (A = 1,5406A).

O método de analise se baseou na comparacgéo dos valores das distancias interplanares e
das intensidades dos picos nos difratogramas das amostras analisadas e uma amostra de
referéncia, utilizando o padrdo do banco de dados PDF-2 Release 2010 do ICDD
(International Centre for Difraction Data e o software X "Pert High Score versdo
2011).
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O célculo dos parametros de rede a e ¢ foram realizados em relacdo aos planos (211)
(112) da HAP, respectivamente, usando a relacdo padrdo entre as distancias
interplanares para uma célula unitaria de um sistema hexagonal, segundo a Equacéo 4.2
(WEBSTER et al., 2004).

1 4 {h? + hk + k2 12 (4.2)
() +

2 2

a C

Sendo:

e d é adistancia entre planos adjacentes definidos pelos indices de Miller (h,k,lI).

e Ostermos a e ¢ representam os parametros de rede da célula unitaria.
4.4.1.4.  Célculo do Tamanho do Cristalito

O tamanho de cristalito (Dny) foi determinado pela Equacdo 4.3 de Scherrer, partir da
medida da largura de um pico de difracdo no ponto onde a intensidade cai pela metade
de seu valor maximo, “full widht at half maximum — FWHM?”, ou simplesmente
chamada de largura a meia altura (B) (AZAROFF et al., 1958).

kA
Dy = B ot (4.3)

sendo:

k: coeficiente de forma com valores entre 0,9 e 1;
A: comprimento de onda da radiagdo CuKa;

S largura da meia altura (FWHM);

0 angulo de difracdo de Bragg.
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4.4.2. Analise Morfoldgica
4.4.2.1.  Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras sintetizadas foram recobertas com carbono e suas superficies foram
observadas com alta resolucdo e grande profundidade para andlise detalhada de sua
morfologia e obtencdo de imagens com aparéncia tridimensional, no microscopio
eletronico de varredura, usando equipamento marca FEI e modelo INSPECT™ S50
através da incidéncia de feixe de elétrons de 10 a 15kV acoplado com detector de raios-
X caracteristicos (EDAX GENESIS).

4.4.2.2.  Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

Para o preparo das amostras analisadas, a HAP_900 e HAP-Nb_900, foram pesadas
(2mg), adicionadas a 2mL de etanol (&lcool etilico absoluto P.A. — Synth) e colocadas
no agitador magnético por 5h. Imediatamente apds essa etapa, uma gota de cada
amostra foi colocada em grade de cobre recoberta com filme de carbono (holey
carbono). Apds secagem, as amostras foram analisadas por microscopia eletronica de

transmissdo (Tecnai G2 — Spirit — FEI) com tensdo de aceleracdo de 200kV.
4.42.3.  Microscopia de Forga Atdmica (AFM)

As amostras tratadas a 110°C (HAP_110) e 900°C (HAP_900) foram pesadas (2mg),
adicionadas a 2mL de etanol (&lcool etilico absoluto P.A. — Synth) e colocadas no
agitador magnético por 5h. Imediatamente apds essa etapa, uma gota de cada amostra
foi colocada em placa de mica. ApOs secagem, as amostras foram analisadas por
microscopia de forca atdbmica (AFM). Todas as imagens foram obtidas com o
equipamento XE- 70, Parker, modo ndo contato, velocidade 1.0Hz e nimero de pixels
512 x 512.

4.4.3. Analise Térmica

As analises térmicas das amostras sintetizadas foram obtidas utilizando um analisador
térmico simultdneo TGA/DTA SDT Q 600, TA Instruments. O material foi submetido a
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um aquecimento de 20°C por minuto em uma atmosfera de N, ultra puro, da

temperatura ambiente até 1000°C, em cadinho de alumina.
4.4.4. Ensaios para Avaliacdo da Biocompatibilidade In Vitro

Os testes de citotoxicidade usando culturas de células séo aceitos como primeiro passo
na identificacdo de compostos ativos e/ou como testes de bioseguranca (VISTICA et al.,
1991). A citotoxicidade dos biomateriais foi mensurada pelo ensaio de MTT, baseado
em um meétodo colorimétrico que avalia a capacidade de enzimas desidrogenases,
presentes em células viaveis em converter o sal de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolium, soltvel em &gua, em cristais de formazan, produto insoltvel em
agua (MOSMANN, 1983). Os cristais de formazan sdo solubilizados e a densidade 6tica
pode ser determinada pelo espectrofotémetro a 595nm. O ndmero de células viaveis é

diretamente proporcional a quantidade de cristais de formazan produzidos.

Células de cultura primaria de fibroblastos humanos na quarta passagem foram
plagqueadas em placas de 24 pocos na densidade de 1x10* células/poco. As populacdes
celulares foram normalizadas com meio DMEM durante 24 horas, apds esse periodo o
meio foi trocado e as amostras foram colocadas nos respectivos pogos.

Amostras de HAP_900, HAP-Nb_900, HAPc (comercial), na concentragdo de 1mg/mL
foram utilizadas para este experimento. Como controle positivo do experimento, células
e meio DMEM suplementado e, como controle negativo (CN), células e PBS 10x. O
método de esterilizacdo das amostras foi radiacdo ultravioleta por 40 minutos. Todos 0s

ensaios foram realizados em triplicata (n=3).

As células foram incubadas a 37°C, atmosfera umida e 5% CO, por 24 horas. Ao
término deste periodo de incubacdo, o meio de cultura foi retirado e descartado e foi
adicionado 210ulL/pogo de meio DMEM. Em seguida, foi acrescentado 170ul/pogo de
solucdo de MTT (Invitrogen) (5mg/mL) e a placa foi incubada em estufa a 37°C,
atmosfera Umida e 5% CO,, por 2 horas. As células foram observadas ao microscopio
otico (MO) para visualizacdo dos cristais de formazan e estes foram solubilizados

através da adicdo de 210ul/pogo de uma solugdo de SDS 10%-HCI (acido cloridrico
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0,01M - 10% de dodecil sulfato de sodio em agua) seguido de incubacdo em estufa a
37°C, atmosfera Umida e 5% CO,, por 18 horas. Transferiu-se 100uL de cada pogo para
uma placa de 96 pocos (fundo reto), em triplicata, e a densidade o6tica foi mensurada no
espectrofotobmetro a 595nm. Durante 0 experimento, todos 0s passos envolvendo
reagente MTT foram executados em condi¢des minimas de luminosidade. Os resultados
obtidos foram analisados por ANOVA two-way seguido pelo teste de Bonferroni e

expressos como media + EMP (erro médio padréo).
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CAPITULO 5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. SINTESE DO FOSFATO DE CALCIO E DO FOSFATO DE CALCIO COM
ADICAO DE NIOBIO

5.1.1. Monitoramento e Controle do pH durante a sintese

A sintese foi iniciada com o pH de 13,0£0,5, pela presenca inicial de Ca(OH), na
mistura. Ndo houve alteracao significativa do pH durante a mistura, porém ao final de
uma hora quando foi interrompida a agitacio magnética, pH 11,0+0,5.
Consequentemente, todo o procedimento de sintese se fez em pH alcalino (AFSHAR,
2003; LIOU; CHEN; LIU, 2003; MAVROPOULOS et al., 2003; RAYNAUD;
CHAMPION; BERNACHE-ASSOLANT, 2002).

5.1.2. Sintese do Material

Para a sintese do fosfato de célcio modificado com nidbio apresentou-se inicialmente
amarelada e apds agitacdo magnética com etanol tornou-se branca leitosa. Depois de
adicionadas as outras suspensdes, a mistura permaneceu com a coloracdo

esbranquicada.
5.2. CARACTERIZACAO DO FOSFATO DE CALCIO
5.2.1. Analise Quimica e Mineraldgica
5.2.1.1.  Espectroscopia de Raios-X por Dispersdo em Energia (EDS)

A Figura 5.1 apresenta os espectros de EDS obtidos a partir das amostras HAP_110 (A)
e HAP_900 (B). A anélise dos espectros permitiu a constatacdo da formacao de material
a base de CaP pela presenca de picos intensos de Ca e P (BET, 1995; DENG et al.,
2004). O Oxigénio também faz parte da composi¢cdo dos CaP. O Mg, Na e o Si
encontrados no espectro de EDS podem ser originados de contaminantes presentes nos

dois reagentes, Ca(OH), e Ca(H,PO,),.H,O utilizados na sintese. E o oxigénio e o
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carbono tem sua origem no recobrimento condutor utilizado para evitar o carregamento

da superficie da amostra.

c
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Figura 5.1 - Espectros de EDS representativos das amostras de HAP_110 (A) e

HAP_900 (B), com picos dos principais constituintes, Ca, P.
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Na Figura 5.2, pode ser visualizado o espectro de EDS da HAP Comercial (JHS), onde
constatamos também a presenca de picos mais intensos de Ca e P e de picos menos
expressivos (tracos) de Na, Mg e Si que esta em semelhanca com a HAP_110 e

HAP_900 sintetizada. Novamente, o C tem origem no recobrimento condutor.

C
P
Ca
Elemento | At%
Oxigénio 59,09
Fosforo 14,40
Calcio 23,27
. 0
l ’
. ‘ |
{5 | ., Ca

{ Na _ |
l.’l, [ mgsi | | l&
Jul ,wM ‘\‘EIIE-!.! “al - 3

° 2.%0 2.9 3. % e« “m L - ™ Kev

Figura 5.2 - Espectro de EDS representativo da HAP Comercial (JHS) com picos dos

principais constituintes, Ca e P.

Na Tabela 5.1, sdo apresentadas analises de cinco areas da amostra HAP_110 e amostra
HAP_900 num aumento de 150X, onde temos a concentragcdo em percentual atbmico de
calcio e fosforo em cada regido. Os resultados da andlise quantitativa de elementos
mostraram maior concentracdo em peso atdmico de Ca em relagdo ao P. A proporc¢do
molar entre 0 Ca e P (Ca/P) presente nas amostras foi calculado atraves da razéo entre
0s percentuais atdmicos destes elementos. A média obtida calculada para a propor¢éo

molar Ca/P para ambas amostras foi 1,75. A razdo Ca/P dos pés sintetizados €
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compativel com a razdo Ca/P da hidroxiapatita pura relatada na literatura que varia de
1,5 a2, sendo considerada ideal a razdo Ca/P 1,67 (LEGEROS, 1991).

Tabela 5.1 - Analise Quantitativa de Elementos Quimicos

HAP_110 HAP_900
150 X 150 X

Ca P Ca P
22,9 134 28,6 16,1
23,5 13,3 27,2 16,2
21,3 12,3 25,2 14,2
28,4 15,6 28,8 15,9
28,0 16,0 27,6 16,1

*Ca/P = 1,75+0,04

*Ca/P = 1,75+0,06

*Média + DP

5.2.1.2. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 5.3 apresenta 0s espectros tipicos de FTIR obtidos para as amostras de fosfato

de calcio em estudo obtidas através da técnica de refletancia difusa. Observa-se a

presenca de bandas em 3571cm™ e 638cm™ correspondentes as vibragdes de estiramento

e ao movimento vibracional dos ions OH" estruturais da HAP, respectivamente. A banda

alargada na faixa compreendida entre 3500 a 3200cm™ (estiramento, v) e a banda

centrada em 1640cm™ (dobramento, 8) indicam a presenca de moléculas de H,O fisica

e quimicamente adsorvidas no material

(LIAO et al., 1999; NETO, 2009),

caracteristicas das hidroxiapatitas produzidas através de rotas aquosas. O processo de

sinterizacdo promove a remoc¢do desta agua adsorvida resultando na reducdo da

intensidade destas bandas, conforme verificado para a HAP_900 (Figura 5.3b),
(GROSS, A. K.; GROSS, V.; BERNDT, 1998; RAMESH et al., 2013).
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Figura 5.3 - Espectros de FTIR obtidos paraa HAP_110 (a) e HAP_900 (b).

74



75

Os espectros de FTIR também revelam vibracdes associadas aos grupos fosfato (PO,%):
610-560cm™ (v4), 960cm™ (v1) e 1100-1000cm™ (v3). Os niimeros de onda identificados
para 0Ss picos nestas regiGes nas amostras avaliadas sdo caracteristicos da forma
hidroxiapatita (Figura 5.3). Verificam-se também bandas associadas aos carbonatos
(CO3%) na regido compreendida na faixa de 1500 a 1400cm™ (v3) e em 875cm™ (vy),
sendo as bandas correspondentes ao estiramento vs atribuidas a ions carbonato de
superficie (LEGEROS, 2002; LIAO et al., 1999). Os ions carbonatos substituem
parcialmente os sitios da PO,> e OH resultando na hidroxiapatita carbonatada que
corresponde ao material natural de ossos e dentes (LEGEROS, 2002; MOREIRA et al.,
2007).

Em espectros de FTIR obtidos através de transmissdo direta (ndo apresentados), que
trazem informagdes sobre o solido estendido, as bandas dos carbonatos estdo presentes
apenas na amostra HAP_110, indicando que este material pode ser identificado como
uma hidroxiapatita carbonatada, enquanto que a amostra HAP_900 apresenta
carbonatacéo superficial, o que era indicado pela auséncia da banda em 873cm™ nos
espectros obtidos por DRIFTS.

O perfil dos espectros de FTIR de CaP mostraram concordancia com as bandas de
vibracdo caracteristicas da hidroxiapatita (conforme Tabela 3.2, descrita na secdo 3.6.3)
encontradas na literatura (SANTOS, 2005).

5.2.1.3.  Difragédo de Raios-X (DRX)

Os padrdes de difracdo da HAP_110 e HAP_900 estdo apresentados nas Figura 5.4 (a) e
(b) respectivamente. Nas curvas, baseados nos padrdes do ICCD, identificam-se picos
nas posi¢des caracteristicas da hidroxiapatita (Figura 5.4 c) sem a presenca de fases
secundarias, tais como a-TCP, B-TCP, CaO, dentre outras. No entanto, existe uma
significativa diferenca no grau de cristalinidade entre as amostras, identificada pelo
alargamento dos picos na amostra tratada a 110°C (HAP_110), associada a uma menor
cristalinidade deste material. Este aspecto pode ser atribuido a carbonatacdo da
hidroxiapatita HAP_110. Nas hidroxiapatitas carbonatadas verifica-se uma razoavel
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concordancia com os picos da fase cristalina identificada como hidroxiapatita, mas com
um alargamento dos picos tipico das fases amorfas devido a falta de periodicidade a
longo alcance em decorréncia das deformac@es introduzidas pela substituicdo de fosfato
e/ou hidroxilas pelos carbonatos (MOREIRA et al., 2007; RAMESH et al., 2013).
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Figura 5.4 - Padrdes de difracdo de raios-X obtidas para as amostras HAP_110 (a) e
HAP_900 (b) e do padrédo de referéncia da HAP (ICDD - 96-900-3549) com o0s

principais picos (c).
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5.2.2. Analise Morfologica

5.2.2.1.  Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Figura 5.5 apresenta imagens tipicas das amostras de CaP em estudo. A morfologia
observada é similar a verificada na literatura para fosfatos de calcio com composi¢éo da
hidroxiapatita (SANTOS, 2004). A Figura 5.5 (A), tipica da amostra HAP_110, revela
uma microestrutura porosa, com granulos esferoidais com relativamente dimensdes
uniformes. Apos a sinterizacdo (HAP_900, Figura 5.5 B), observa-se um coalescimento

dos granulos com aparente densificacdo da estrutura.

As amostras sintetizadas foram comparadas com HAP comercial (JHS), no aumento de
10.000X (Figura 5.6), onde observa-se a semelhanca da morfologia, especialmente com

a amostra sinterizada a 900°C.

Em um aumento de 20.000X (Figura 5.7A e B), conseguimos identificar com melhor
nitidez, as diferencas morfoldgicas apo6s tratamento térmico a 110°C (Figura 5.7A) e
900°C (Figura 5.7B), onde se pode observar uma densificacdo das particulas esferoidais
com o tratamento térmico (RANDOLPH; LARSON, 1986).

Na Figura 5.8, temos a imagem do MEV da HAP Comercial, onde observamos bastante
semelhanca nas imagens com as particulas aglomeradas e compactadas, no aumento de
20.000X.
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15.00 kV |10 000 x

Figura 5.5 - Imagens de MEV da HAP_110 (A) e HAP_900 (B), apds tratamento
térmico 110 e 900°C, respectivamente, com aumento de 10.000X.
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Figura 5.6 - Imagens de MEV da HAP Comercial (JHS), apés tratamento térmico
900°C, com aumento de 10.000X.
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Figura 5.7 - Imagens de MEV da HAP_110 (A) e HAP_900 (B), apds tratamento
térmico a 110 e 900°C, respectivamente, com aumento de 20.000X.

Figura 5.8 - Imagens de MEV da HAP Comercial, apds tratamento térmico 900°C, com
aumento de 20 000X.

5.2.2.2.  Microscopia de Forga Atdmica (AFM)

5.2.2.2.1. Andlise Morfol6gica de Imagens 3D de AFM — Amostras de HAP_110 e
HAP_900

Na Figura 5.9A, temos imagem 3D da HAP_110, que foi tratada a 110°C. Nesta
imagem conseguimos visualizar regides bem delimitadas com aspecto de particulas

menos compactadas.
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Na Figura Figura 5.9B, temos a imagem da HAP_900, sinterizada a 900°C. Nesta
imagem visualizamos regiGes mais compactadas, pois a sinterizacdo promove um
rearranjo das particulas e com isso um melhor e uma maior densificacdo da amostra,
segundo literatura (BONADIO et al., 2011), o que confirma a morfologia obtida pelo

MEV no item anterior, apds tratamento térmico.

Figura 5.9 - Imagens 3D AFM, com HAP_110 em (A); e HAP_ 900 em (B).

5.2.2.2.2. Avaliacdo de dimensdes de imagens de AFM — Amostra de HAP_110

A partir das imagens da HAP_110 foi realizada a medicdo do tamanho das particulas,
constatando-se que houve equivaléncia nas medidas de comprimento e largura, como

pode ser observado nas Figuras 5.10 a 5.13 a seguir.

Nas Figuras 5.10 e 5.11, sdo apresentadas as dimensdes obtidas nos gréaficos, as
medices de grdos obtidas no grafico na linha vermelha (A) e verde (B) para duas
diferentes particulas em direcdes perpendiculares. Foram determinados tamanhos de 80
e 60nm, indicando um formato tendendo a esferoidal para as particulas que compdem a

amostra.
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Figura 5.10 - AFM da Amostra HAP_110 — Medida de dimenséo de particula na direcao

1.
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Figura 5.11 - AFM da Amostra HAP_110 — Medida de dimensdo de particula na direcdo

2.

De forma similar, as Figuras 5.12 e 5.13 apresentam medidas de duas outras particulas

da amostra HAP_110 em direcdes perpendiculares. Os resultados indicam tamanhos da

ordem de 60 a 50nm em ambas as dire¢cdes, novamente indicando o formato esferoidal

das particulas de HAP_110.
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Figura 5.12 - AFM da Amostra HAP_110 — Medida de dimensdo de particula na direcdo
1.

Nadia Amostra1A_2_NC 500x500_256x256_25102013007 Line Profile: Red ( A)
£
I {=
% 20 30 40 50
= i
|I| Line Profile: Green B
~ I (B)
45251 — = \K\ :
g 4857 : ! \\.\
(=
-457.5 + t o t
-460 T T \ 1
0 20 40 60

nm

200 300
nm

Figura 5.13 - AFM da Amostra HAP_110 — Medida de dimensdo de particula na direcdo
2.

5.2.2.2.3. Avaliagdo de dimensdes de imagens de AFM — Amostra HAP_900

Foi possivel observar que apos a sinterizacdo, 0s cristais apresentaram uma tendéncia a
crescer preferencialmente para um formato mais alongado, apesar de detectarmos

também a presenca de formas esferoidais.
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Presenca de particulas no formato elips6ide, com tamanho de 160nm de comprimento

por 80nm de largura, e também temos a presenca de particulas no formato esferoidal de
80nm de didmetro (Figuras 5.14 e 5.15).
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Figura 5.14 - AFM da Amostra HAP_900 — Medida de dimensédo de particula na direcao
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Figura 5.15 - AFM da Amostra HAP_900 — Medida de dimensdo de particula na diregdo
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5.2.3. Analise
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Térmica

A Figura 5.16 apresenta as curvas de TG (A) e DSC (B) obtidas a partir das amostras de
HAP_110 (a) e HAP_900 (b) permitindo a comparacdo do comportamento térmico dos

materiais.
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(A) Perda de Massa (%) e (B) Calorimetria exploratéria diferencial.

Comparacao entre as amostras HAP_110 (a) e HAP_900 (b).
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Analisando o gréfico da Figura 5.16 (A), observa-se uma elevada diferenca na perda de
massa percentual entre as amostras. O material HAP_900 se mostrou bastante estavel
dentro da faixa de temperatura de analise, onde a perda da massa total foi infima (0,7%)
e concentrada em temperatura < 200°C. Ndo se identificaram maiores alteracbes de
massa nestas amostras em temperaturas mais elevadas, demonstrando que o material
obtido é bastante estavel, o que ja era esperado em funcdo da sinterizacdo a 900°C.
Fazendo uma analise na mesma Figura 5.16, a perda de massa total (até 900°C)

correspondente a HAP_110 (a), foi bastante superior, da ordem de 7%.

As curvas TG e DSC estdo representadas para cada amostra isoladamente na Figura
5.17. Na perda de massa para a HAP_110 curva (a), na Figura 5.17A, tem-se um grande
declinio na curvatura na faixa de 20-200°C, indicando perda de massa da ordem de
4,6%, devido a eliminagdo da agua fisicamente adsorvida (ANJUVAN,2012). Em (b) na
curva de DSC pode-se ver uma pequena banda endotérmica, temperatura de cerca de
150°C, associada a este evento térmico. Na faixa de temperatura entre 200 a 600°C na
curva de DSC predomina o efeito exotérmico associado a cristalizacdo da HAP
provavelmente a partir das fases amorfas (ARAUJO, 2006; GROSS; GROSS;
BERNDT, 1998). Este resultado esta de acordo com os resultados de DRX, que
demonstram um maior grau de cristalinidade das amostras que foram tratadas
termicamente a 900°C, em relacdo aquelas que sé foram mantidas em estufa a 110°C,
portanto abaixo da temperatura do pico exotérmico. E importante notar, no entanto, que
nesta regido também ocorre o evento endotérmico relativo a eliminacdo da agua
qguimicamente adsorvida que permite esta re-estrutura¢do da HAP, com perda de massa
de 2,1%. Em temperaturas superiores continua o efeito de reorganizacdo da HAP
(exotérmico) com eliminacdo dos carbonatos (endotérmica) e da agua estrutural

(endotérmico).
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Na Figura 5.17B temos a HAP_900, em (b) a curva TG, apresentando-se sem nenhuma

inclinacdo, indicando estabilidade da HAP_900 em (b) e ndo houve variacdo de massa.

Em (B), temos a curva DSC, inicialmente sem variacdo e a partir de 600°C, ocorrendo

uma inclinacdo indicando processo endotérmico. No gréfico da derivada de perda de

massa (Figura 5.17B), na temperatura de 150°C, houve perda de 0,6% de massa; e até

900°C houve perda total de massa de 0,7% ou seja, quase praticamente nenhuma
variacdo de perda de massa total (VILLANI; MILLAAN; GONZALEZ, 2012). Na

Tabela 5.2, temos 0s eventos térmicos com suas temperaturas de transicao e respectivas

perdas de massa.

Tabela 5.2 - Evento Térmico e Temperatura de Transi¢do

. o Temperatura de Perda de

Material Evento Térmico Transicio (°C) Massa (%)

E_n_do: Perda _de agua 0-200 4.6

fisicamente adsorvida

Endo: Perda de 4&gua

quimicamente adsorvida 200-600 2.1
HAP 110 Exo: Rearranjo estrutural

Endo: Liberacdo de COs* 200

Exo: Rearranjo estrutural

Endo: Perda de é&gua >800

estrutural.

E_n_do: Perda _de agua 0-200 0.6

fisicamente adsorvida

Endo: Perda de 4&gua
HAP_900 | quimicamente adsorvida 200-600 0,1

Exo: Rearranjo estrutural

Endo: Perda de 4&gua >800

estrutural




90
5.3. CARACTERIZACAO DO FOSFATO DE CALCIO MODIFICADO COM
NIOBIO (CaP/Nb)

5.3.1. Analise Quimica e Mineraldgica

5.3.1.1.  Espectroscopia de Raios-X por Dispersdo em Energia (EDS)

O espectro de EDS da HAP-Nb_110 (Figura 5.18) e da HAP-Nb_900 (Figura 5.19),
apresentam-se conforme descricdo das amostras de CaP ja realizadas na sec¢do 5.2.1.1,
onde foi observada a presencga de picos intensos de Ca, P e O, 0s principais constituintes
dos fosfatos de célcio.

C
P
Ca Elemento | At
Oxiginio  61.13
O Fosfore 13,58
Cilcio 23.91
[Nb Ca
Mg )
. Na
J u L v L L " T
2. 70 i.40 2.18 2.0 3.30 a4.20 .0 L - .30 Kev

Figura 5.18 - Espectro de EDS da HAP-Nb_110.
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C
Ca
Elemento | At%
P Oxigénio 39.13
Fosforo 15.78

Calcio 2464

Figura 5.19 - Espectro de EDS da HAP-Nb_900.

As amostras de CaP/Nb mostraram também picos de baixa intensidade, onde foi

detectado a presenca do Nb, ja que foi adicionado em pequena quantidade ao CaP.

Na Tabela 5.3 que apresenta a relacdo molar (Ca+Nb)/P, tem-se as analises de cinco
areas das amostras (HAP-Nb_ 110 e HAP-Nb_900) num aumento de 150X, onde €
apresentada a concentracdo em percentual atdbmico de célcio, niobio e fésforo em cada
regido. Os resultados da analise semi-quantitativa de elementos mostraram maior
concentracdo atdmica de (Ca + Nb) em relacdo ao P. A proporcao entre o (Ca + Nb) e P
presente nas amostras foi calculado através da sua razdo molar (Ca + Nb)/P. A média
obtida para a proporcdo molar da amostra tratada a 110°C foi de 1,73 e da amostra
sinterizada a 900°C foi de 1,77. A razdo Ca + Nb/P dos pds sintetizados podem ser
comparados a razdo Ca/P da hidroxiapatita pura relatada na literatura que varia de 1,5 a
2, sendo considerada ideal a razéo Ca/P = 1,67 (LEGEROQOS, 1991).



92

Tabela 5.3 - Relagdo Molar (Ca+NDb)/P.

Amostra HAP-Nb (110°C) Amostra HAP- Nb (900°C)
150 X 150 X
Ca+ Nb P Ca+Nb P
23,91+ 0,55 13,58 24,64 + 1,05 13,78
22,23 + 0,69 13,66 26,57 + 0,94 15,28
22,03+ 0,56 13,46 25,79 + 0,88 15,82
25,05 + 0,66 14,42 25,40+ 1,24 15,21
25,65 + 0,26 15,27 20,15+ 0,73 11,83
23,77+ 0,54 * 14,07 * 2451 +0,98 * 14,38 *
Ca+Nb/P =1,73 Ca+Nb/P = 1,77

*Desvio Padrao

A amostra de HAP-Nb_900 foi analisada através do mapeamento da distribuicdo de
elementos quimicos, onde se pode observar que todos os elementos quimicos e o0 agente
modificador apresentaram-se homogeneamente distribuidos na amostra e ndo sendo

identificada a presenca de aglomerados (Figura 5.20).
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HAP-Nb_ 900 CaK 2400 X e % HAP-Nb_ 900 PK 2400 X

HAP-Nb_ 900 OK 2400 X [ : HAP-Nb_ 900 NbL 2400 X

Figura 5.20 - Mapas composicionais dos elementos Ca, P, O, Nb da amostra de HAP-
Nb_900.

5.3.1.2. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Na Figura 5.21, temos 0s espectros das amostras tratadas termicamente a 110°C (a) ,
(HAP-Nb_110) e 900°C (b), (HAP-Nb_900). O espectro de FTIR das amostras
apresentou as bandas caracteristicas de HAP, correspondendo aos grupos funcionais
fosfatos, hidroxilas e carbonatos substitutos na estrutura da HAP. N&o foram
identificadas bandas caracteristicas associadas ao CaP/Nb. Na Figura 5.21, amostras
tratadas termicamente a 110°C (HAP-Nb_110) e 900°C (HAP-Nb_900). Observa-se que
na curva (b), as bandas ficaram mais intensas e melhor definidas, sugerindo aumento na

ordem estrutural e da cristalinidade do material, apds o tratamento térmico.
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Figura 5.21 - Espectro de FTIR das amostras HAP- Nb tratadas termicamente a 110°C
(@) e 900°C (b).

Na Figura 5.22, visualizamos os espectros de FTIR da HAP_110 (a), sem adicdo de Nb,
e da HAP-Nb_110 (b) tratadas termicamente a 110°C, onde os picos relativos as regides
do carbonato e da &gua apresentam-se na HAP_110 sem adicdo de Nb bem mais

pronunciados.
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Figura 5.22 - Espectro de FTIR das amostras de HAP_110 (a) e HAP-Nb_110 (b).

Na Figura 5.23, temos os espectros de FTIR das amostras de HAP_900 (a) e HAP-
Nb_900 (b), onde podemos observar picos mais pronunciados na regido relativa ao

carbonato e da regido relativa a &gua correspondente a amostra de HAP_900.

Os materiais CaP adicionados com Nb podem ser analisados e comparados a materiais
CaP sem a presenca do Nb. As bandas em aproximadamente 840 e 680cm™, que podem
ser associadas com oOxido de nidbio (OLIVEIRA et al., 2009) ndo foram detectadas. Os
espectros de FTIR entre estas amostras quando comparados se mostraram bastantes
similares, pois ndo houve presenca de novas bandas adsorvidas relativas, mas apenas
mais pronunciadas, 0 que pode indicar que a baixa concentracdo de Nb presente nas

amostras ndo foi suficiente para provocar modificagdes significativas nos espectros.
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Figura 5.23 - Espectro de FTIR das amostras de HAP_900 (a) e HAP-Nb_900 (b).

5.3.1.3.  Difracéo de Raios-X (DRX)

Através das analises de DRX foi possivel identificar as fases caracteristicas da
hidroxiapatita em todas as amostras analisadas de HAP e HAP-Nb (Figura 5.24)
independente da temperatura de tratamento térmico. Os picos correspondentes aos
planos que definem a HAP (ICDD - 96-900-3549) foram mais evidentes nos
difratogramas c e d das amostras de HAP tratadas a 900°C, o que era de se esperar, pois

o tratamento térmico deve aumentar a cristalinidade das amostras.

Diante dos resultados, segundo TAMAI, NAKAOBA e TSUCHIYA (2007) supde-se
gue o Nb deve ter sido incorporado na estrutura da HAP, ja que ndo foi observada a
formacéo de novos picos detectaveis pelo método de caracterizagdo usado (Figura 5.25),
mas foram observadas mudancas perceptiveis na altura e formato de alguns picos, que

esta representado nas Figuras 5.26, 5.27 e 5.28.
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Figura 5.24 - Difratogramas da HAP (a) e HAP-Nb (b) com tratamento térmico 110°C e
em (c) HAP e (d) HAP-Nb com tratamento térmico a 900°C, comparado com o padrédo
de referéncia da HAP (ICDD — 96-900-3549) com os principais picos.
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Figura 5.25 - Difratogramas da HAP_110 (a) e HAP-Nb_110 (b) com tratamento
térmico 110°C.
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Figura 5.26 - Difratogramas da HAP_110 (a) e HAP-Nb_110 (b) com tratamento
térmico 110°C.
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Figura 5.28 - Difratogramas da HAP_110 (a) e HAP-Nb_110 (b) com tratamento
térmico 110°C.
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Na Tabela 5.4, tem-se os valores dos parametros de rede a=b e c calculados a partir dos
dados da DRX em relagdo aos planos (211) e (112) das amostras de HAP_110, HAP-
Nb_ 110, HAP_900 e HAP-Nb_900 com tratamento térmico a 110 e 900°C. Os graficos

das Figuras 5.29 e 5.30 resumem estas informagdes.

Inicialmente os parametros a e ¢ calculados permitem verificar as alteracdes ocorridas
durante o processo de sinterizacdo. A reducdo do parametro a verificada quando se
comparam as amostras HAP_110 e HAP_900, isto é devido a sinterizacdo, é
caracteristico da perda de 4gua adsorvida quimicamente, identificada na analise térmica
(GROSS; GROSS; BERNDT, 1998). A remocao desta &gua nao provoca alteracdes no
parametro de rede ¢, conforme verificado nas Figuras 5.29 e 5.30 (LIAO et al., 1999).

Para a amostra modificada com Nb, comportamento similar foi verificado.

Tabela 5.4 - Pardmetros de rede

Amostras Parametros de rede (A)*
a=b C
HAP_110 9,4261+0,017 6,8977+0,003
HAP-Nb_110 9,4602+0,048 6,7916+0,156
HAP_900 9,4004+0,021 6,8799+0,008
HAP-900_Nb 9,4337+0,011 6,7405+0,264

*médiaxdesvio padrao

Os efeitos da adicdo do Nb nos parametros de rede da célula unitaria também podem ser
verificados nestes resultados. A incorporacdo do Nb na estrutura cristalina provocou um

aumento de a (=b) e uma redugédo no parametro c .
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Figura 5.29 - Valores do pardmetro de rede a=b calculados para as amostras em
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Figura 5.30 - Valores do parametro de rede ¢ calculados para as amostras em avaliacao.
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O volume das células unitérias foi calculado para cada amostra usando a Equagéo 5.1,

de acordo com a geometria exibida para uma estrutura hexagonal.
V =0,866 a>. ¢ (5.1)

Tabela 5.5 - Volume das células unitarias.

Amostra  Volume (A%

HAP-110 530,7454
HAP-Nb_110  526,3694
HAP-900 526,4931

HAP-Nb_900  519,4863

Conforme LEGEROS R. Z. e LEGEROS J. P. (1984), a seletividade da HAP por
cations metalicos pode ser explicada considerando-se o raio id6nico e a
eletronegatividade dos ions. Assim podemos sugerir que a substituicdo do calcio (raio
ionico igual a 0,99A) por um cation menor, como neste caso 0 niobio (raio iénico igual
a 0,78A), pode resultar na reducéo do volume na célula unitaria (Tabela 5.5). A partir
dos resultados da difracdo de raio-x também foram calculados os tamanhos dos

cristalitos utilizando a Equacdo de Scherrer (Equacdo 4.3)

Conforme observado nas Figuras 5.31 e 5.32 podemos perceber que as amostras com
tratamento térmico a 900°C apresentam valores do tamanho de cristalitos maiores em
relacdo aquelas tratadas a 110°C. Deste modo, as condi¢des de tratamento térmico
utilizados neste trabalho favoreceu o aumento do tamanho dos cristalitos, o que era
esperado em funcdo do processo de sinterizagcdo. De acordo com PRATIHAR et al.
(2006), o aumento do tamanho do cristalito segue dois estagios distintos. O primeiro
associado a baixas temperaturas (550-750°C) onde o crescimentor € lento e o segundo
estagio, em faixa de temperatura de 750-950°C onde o crescimento € rapido. Nestas

temperaturas, o coalescimento das particulas é controlado por difuséo e resulta aumento
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do tamanho dos cristalitos. Observa-se ainda que a incorporagdo do Nb na amostra
tratada a 110°C, apresentou menor tamanho de cristalito em relagdo a amostra sem Nb.
Para a amostra sinterizada a 900°C, os resultados indicam que o efeito da sinterizacao
foi predominante, ndo sendo verificado alteragdo no tamanho do cristalito pela
incorporagéo do Nb.
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Figura 5.31 - Tamanho de cristalitos das amostras de HAP_110 e HAP-Nb_110.
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Figura 5.32 - Tamanho de cristalitos das amostras de HAP_900 e HAP-Nb_900.

5.3.2. Analise Morfoldgica do Fosfato de calcio com adicao de Nidbio
5.3.2.1.  Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens de MEV das amostras sintetizados apds tratamento térmico a 110°C
(HAP_110, Figura 5.33A e HAP-Nb_110, Figura 5.33B) mostraram a presenca de um
material aglomerado com superficie granular, tendendo para uma estrutura densa. Apds
tratamento térmico a 900°C (HAP_900, Figura 5.34A e HAP-Nb_900, Figura 5.34C), as
imagens mostraram a presenca de aglomerados com formatos mais esferoidais (graos),
aumento de 20.000X. Nas amostras de HAP com Nb (HAP-Nb_110 e HAP-Nb_900),
Figuras 5.33B e 5.34C, podemos observar que estas amostras aparentam morfologia
diferenciada apresentando tamanho de particulas menores, conforme evidenciado nos

detalhes da Figura 5.34 (B e C) para as amostras sinterizadas a 900°C.
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Figura 5.33 - Imagens de MEV da HAP_110 (A) e HAP-Nb_110 (B), ap6s tratamento

térmico 110, com aumento de 20.000X.

Para avaliacdo quantitativa desta observacdo, em todas as amostras sintetizadas, foram
realizadas as medidas dos grdos, feitas manualmente, tomando a medida da escala

apresentada em cada imagem.

A Tabela 5.6 e a Figura 5.35 relacionam os valores das medidas dos tamanhos de
particulas encontrados para cada amostra sintetizada comparando os valores. A
avaliacdo qualitativa das imagens do MEV nas amostras de HAP com Nb (HAP-Nb110,
HAP-Nb_900), que se apresentam com morfologia menor em relacdo as amostras de
HAP sem Nb (HAP_110 e HAP_900), pode ser comparada e confirmada apos a
medic&o das particulas.
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Figura 5.34 - Imagens de MEV da HAP_900 (a), (b) Regido projetada de (a) e HAP-
Nb_900 (c), (d) Regido projetada de (c), apds tratamento térmico 900°C, com aumento
de 20.000X.

Tabela 5.6 - Medida de tamanho de particula HAP e HAP-Nb

Amostras  Média £DP* (nm)

HAP_110 610+120
HAP-Nb_110 420%50
HAP_900 47040
HAP-Nb_900 180£70

*Desvio Padréo
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Figura 5.35 - Histograma do Tamanho de Particulas das Amostras.

5.3.2.2.  Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET/EDS)

A morfologia da amostra de HAP_900 é mostrada na imagem do MET na Figura 5.36.
Pode-se observar a presenca de particulas aglomeradas e algumas nanoparticulas
isoladas. As particulas apresentam tamanhos e forma variada, com dimens6es da ordem

de 50nm a 100nm e formatos esferoidal ou alongado.

A Figura 5.37 apresenta a imagem do MET da amostra de hidroxiapatita modificada
com nidbio ap6s o tratamento térmico a 900°C (HAP-Nb_900). Identifica-se nesta
imagem uma elevada aglomeragdo entre as nanoparticulas que apresentam tamanho
homogéneo, da ordem de 60 a 70nm, e contornos esferoidais. As particulas encontram-
se bastante coalescidas devido ao processo de sinterizagcdo, com maior reducdo de

contornos entre elas quando comparada com a amostra sem niébio.
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Assim, quando comparadas as imagens do MET das Figuras 5.36 e 5.37 pode-se afirmar
que houve uma modificagdo na estrutura nanoscopica da HAP com a adi¢do do Nb.
Esta alteracdo verifica o principio que a microestrutura do material depende da
composi¢do quimica do material e que ird influenciar o seu desempenho e as suas
propriedades finais (Figura 5.38) e confirma a incorporacdo do niébio como agente

modificador da hidroxiapatita.

- =
HAP 900 { ,.. L) .

!s-r;ﬁ : ¥ o

Figura 5.36 - Imagens de MET da HAP_900, ap0s tratamento térmico 900°C em

ampliagdes crescentes.
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Figura 5.37 - Imagens de MET da HAP-Nb_900, apos tratamento térmico 900°C em

ampliagdes crescentes.

Foi também realizada a analise de EDS das amostras utilizando a sonda acoplada ao

microscopio de transmiss@o. Devido a maior tenséo deste equipamento, em comparagao
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com 0 microscopio eletrdnico de varredura, uma maior faixa de energia de raios-X
caracteristicos pode ser avaliada. Nas emissfes detectadas pelo EDS acoplado ao MEV
para as amostras da HAP-Nb 900 verifica-se a superposi¢do da banda do P com a
banda da emissdo Lo do nidbio em 2,166eV. Pela maior tensdo, no MET pode-se
detectar e quantificar o nidbio presente na amostra utilizando-se a banda Ko em 16,581

que ndo apresenta superposi¢cdo com nenhum outro elemento presente no material.

O resultado da andlise qualitativa elementar por EDS acoplado ao MET da HAP_900
(Figura 5.38) apresentou picos de maior intensidade referentes ao Ca e P, e também
mostrou o pico de baixa intensidade do Si previamente descrito na secdo 5.2.1.1. Neste
caso, o Si também pode ser associado ao detector do equipamento. A presencga do cobre
(Cu) ocorre em funcéo da grade utilizada para a deposi¢do da amostra.

A Tabela 5.7 apresentada na Figura 5.39 mostram os resultados de anélise quimica em
peso e atdmica para a amostra HAP_900. Baseado nestes resultados pode-se calcular a
razdo molar entre Ca/P obtendo-se um valor médio de 1,72+0,05, estatisticamente
similar ao valor previamente determinado através do MEV. Este valor é ligeiramente
diferente da razdo tedrica da hidroxiapatita, igual a 1,67, resultando em uma variacdo

entre as razBes experimental e tedrica da ordem de 3%.
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Figura 5.38 - Espectro de EDS da HAP_900, apés tratamento térmico 900°C .
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Tabela 5.7 - Relagdo molar Ca/P tedrica e experimental

Fracéo teorica Ca/P Fracao experimental Ca/P

1.67 Mol% 1,72 +0.05 Mol%

Diferenca Experimental - Teorica A=3%
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Figura 5.39 - Resultados de EDS obtidos para a amostra HAP_900 no EDS acoplado ao

microscopio eletronico de transmissao.
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A Figura 5.40 apresenta os resultados obtidos para a analise de EDS a partir da amostra
HAP-Nb_900. Nos detalhes dos espectros pode-se observar claramente a superposicao
das bandas do Nb e do P na regido da transi¢do do Lo do nidbio, bem como a presenca
da emisséo correspondente ao Ko, sem superposi¢cdo com quaisquer outros elementos
constituintes do material, que foi utilizada para a deteccdo e quantificacdo da presenca

do elemento quimico modificador.
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Figura 5.40 - Espectros de EDS da HAP-Nb_900, apos tratamento térmico 900°C. Nos

detalhes as transicdes La e Ko do Nb.
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Figura 5.41 - Resultados de EDS obtidos para a amostra HAP-Nb_900 no EDS

acoplado ao microscopio eletronico de transmisséo.
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A partir dos resultados apresentados na Tabela 5.8 de composic¢éo atbmica mostrados na
Figura 5.41 pode-se calcular o valor da razdo molar (Ca+Nb)/P para a amostra HAP-
Nb_900 utilizando-se somente a banda da transicdo Ko do Nb. Obteve-se o valor de
1,74+0,03, estatisticamente igual ao medido através do MEV, a partir da transi¢do La.
Os valores determinados também podem ser utilizados para a estimativa da razdo molar
de Nb incorporada na estrutura pela determinacdo da razdo Nb/Ca calculando-se um
valor médio para a razdo molar de 0,8+0,1%. Este valor é bastante similar a fracdo
tedrica de nidbio incorporado que foi de 1% em substituicdo ao Ca. Baseado nos
resultados, pode-se afirmar que a maior parte do nidbio adicionado foi incorporado na
estrutura do material. A Figura 5.41 resume a analise realizada e propoe uma
representacdo esquematica para a célula unitaria do material obtido com a substituicao

parcial do Ca pelo Nb na estrutura cristalina da hidroxiapatita teorica.

Na Figura 5.42 temos a estrutura de cristal de HAP idealizada (JONES, 2001)
modificada para que seja visualizada a HAP parcialmente substituida com Nb obtida
neste estudo.
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(Ca,Nb)lo(PO4)5(OH)2
Figura 5.42 - Representacdo esquematica da estrutura de cristal de HAP idealizada,
vistos ao longo do eixo ¢, (JONES, 2001), modificado para HAP parcialmente

substituida com Nb obtida neste estudo.
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Tabela 5.8 - Composicdo Quimica da Hidroxiapatita parcialmente substituida por Nb.

Fracdo teérica Nb/Ca  Fracédo estimada experimental EDS Nb/Ca

1.0 % Molar (0.2/(26.8)) = (0.8 + 0.1) at %

*valores médios

5.3.3. Analise térmica

A Figura 5.43 (A e B) apresenta as curvas de TG e DSC obtidas a partir das amostras de
HAP-Nb_ 110 e HAP-Nb_900. Observa-se para ambas as amostras comportamento
similar ao identificado para os materiais sem Nb, indicando que a incorporagdo do
agente modificador ndo promoveu alteracdo nas propriedades térmicas das bioceramicas

sintetizadas.
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5.3.4. Avaliacdo da Biocompatibilidade In Vitro das HAP
A viabilidade e proliferagdo dos fibroblastos mostraram alteragdo significativa na
presenca das HAP quando comparados com o controle pela leitura da absorbéncia dos
cristais de formazan, j& que sdo diretamente proporcionais a quantidade de células
viaveis (Figura 5.44). Ap6s 24 hs de incubacdo, a HAP_900 mostrou maior
absorbéncia, seguida da HAP-Nb_90, o que significa melhor proliferacdo celular em

relacdo aos outros grupos e em relagéo ao controle por serem diretamente proporcionais,

indicando assim, a presenca de células vidveis adaptadas favoravelmente ao meio.

0.07
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0.04—-

0.03 -

Absorbancia

0.02
0.01 -

0.00 -

T T T T T T
HAP_900 HAP-Nb+900 HAP_C DMEM CN

Amostra

Figura 5.44 - Gréfico com absorbancia dos cristais de formazan avaliados pelo ensaio
de MTT.
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CAPITULO 6. CONCLUSOES

6.1. CONCLUSAO GERAL

A partir dos resultados obtidos, neste trabalho foi obtida bioceramica a base de

hidroxiapatita modificada com nidbio.
6.2. CONCLUSOES ESPECIFICAS

- A rota coloidal aquosa de sintese, com ou sem adi¢do de Nb, resultou na formacao de
uma Unica fase fosfato de calcio: hidroxiapatita, comprovada pelas analises de difracdo

de raios X e espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.

- Foi obtida hidroxiapatita carbonatada ou hidroxiapatita cristalina em funcdo do
tratamento térmico executado, secagem a 110°C ou sinterizacdo a 900°C,
respectivamente. A sinterizagdo também promoveu o aumento do tamanho do cristalito

e a reducédo do parametro de rede a.

-. Os resultados obtidos pelas diferentes técnicas de caracterizagdo revelaram a presenga
de nidbio no p6 identificado como hidroxiapatita parcialmente substituida com nidbio,
bem como variacdo em algumas propriedades como reducdo no parametro da célula
unitaria, reducdo do tamanho de particula apds sinterizacdo, maior coalescimento das

particulas, etc.

- Os materiais obtidos indicam citocompatibilidade preliminar obtida por ensaio in vitro
indicando um potencial para crescimento celular, demonstrando serem candidatos para

aplicagdo na engenharia de tecido 0sseo.
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CAPITULO 7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Investigar alteracBes nos parametros do processo de sintese como o0s reagentes, pH e

agentes estabilizantes nas propriedades dos fosfatos de célcio produzidos;

- Investigar alteracGes nos parametros do processo de sintese como os reagentes, pH e

agentes estabilizantes para producédo de nanoparticulas de fosfatos de célcio;
- Realizar ensaios in vivo com as bioceramicas produzidas utilizando modelos animais;

- Utilizar as bioceramicas de HAP com adicdo de nidbio para desenvolver nossos
biomateriais e biocompositos para engenharia de tecido 6sseo;



122

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AFSHAR, A.; GHORBANI, M.; EHSANI, N.; SAERI, M. R.; SORELL, C. C. Some important
factors in the wet precipitation process of hydroxyapatite. Materials & design, v.24, p.197-202,
2003.

ANJUVAN, S. Hydroxyapatite, a biomaterial: Its chemical synthesis, characterization and
study of biocompatibility prepared from shell of garden snail. Helix aspersa. Bull Material
Science, v.35, n.6, p.1031-1038, 2012.

ANUSAVICE, K. J. Phillips: Materiais Dentarios. Traducio por Edson José Lima Moreira.
10ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1998. Cap.5, p.44-66.

ARAUJO, T. S. Producéo de Hidroxiapatita Pura e Dopada para Aplicagdo em Biosensores.
Sdo Cristovao: NPGFI/UFS, SE, Brasil. 2006. (Dissertacdo, Mestrado)

ARENDS, J.; CHRISTOFFERSEN, J.; CHRISTOFFERSEN, M. R. A calcium hydroxyapatite
precipitated from an aqueous solution-an international multimethod analysis. Journal of
Crystal Growth, v.84, p.515-532, 1987.

AZAROFF, L. V.; BURGUER, M.J. The Powder method in X-Ray Crystallography. New
York: MCGRAW HILL, 1958. 342p.

BENTO D. A. Andlise de resisténcia mecanica em implantes de 0sso: um enfoque numérico e
experimental. Floriandpolis: Centro Tecnol6gico UFSC, 2003. (Dissertacdo, Mestrado em
Engenharia Mecanica.

BET, M. R. Preparacédo e caracterizagdo de bioceramicas compostas de colageno e sais de
fosfato de calcio. Sdo Carlos: Instituto de Quimica de S&o Carlos-USP, 1995. 62p.
(Dissertacao, Mestrado).

BINI, R. A. Recobrimentos cerédmicos bioativos pelo processo sol-gel sobre Ti c¢.p. modificado
por laser empregados em implantes. S&o Paulo: Universidade Estadual Paulista, 2007.
(Dissertacéo, Mestrado).

BOANINI, E.; GAZZANO, M.; BIGI, A. lonic substitutions on calcium phosphates
synthesized at low temperature. Acta Biomaterialia, v.6, pp.1882-1894, 2010.



123

BONADIO, M G. T.; NASCIMENTO, W. J.; FREITAS, V. F.; WEINAND, W. R.; BAESSO,
M. L.; LIMA, W. M. Nanostructured Nb20O5-natural hydroxyapatite formed by the mechanical
alloying method: A bulk composite, Materials Chemistry and Physics, v.130, p.84-89, 2011.

BRANTLEY, W. A.; ELIADES, T. Orthodontic materials - scientific and clinical aspects.
New York: Thieme New York, 2001. Cap.5, p.105-122.

CALLISTER JR, W. D. Ciéncia e Engenharia de Materiais: uma introducdo. Traducdo por
Sérgio Murilo Stamile Soares. 5ed. Rio de Janeiro: LTC- Livros Técnicos e Cientificos Editora
S. A, 2002. Cap. 6, p.78-107.

CANCEDDA, R, DOZIN, B.; GIANNONI, P.; QUARTO, R. Tissue engineering and cell
therapy of cartilage and bone. Matrix Biol, v.22, n.1, p.81-91, 2003.

CAO, W.; HENCH, L. L. Bioactive materials, Ceramics International, v.22, p.493, 1996.

CHENG, Z. H. C.; YASUKAWA, A.; KANDORI, K.; ISHIKAWA. FTIR study on
incorporation of CO, into calcium hydroxyapatite, Journal of Chemistry Society, Faraday
Trans., v.94, n.10, p.1501-1505, 1998.

CHIBA, A.; KIMURA, S.; RAGHUKANDAN, K.; MORIZONO, Y. Effect of alumina
addition on hydroxyapatite biocomposites fabricated by underwater-shock compaction.
Materials Science Engineering, v.A, n.350, p.179, 2003.

CHUSSEI, C. C.; GOODMAN, D. W. Analytical Chemistry, v. 71, n. 1, p. 149-153, 1999.

COSTA, E.; NOVAKI L.; TSAI H. I.; VIEIRA L. T. P.; ANDRADE A. V. C.; PAIVA-
SANTOS, C. O.; BORGES, C. P. F.; MARQUES, M. B.; SANTOS, A. C. C,; SILVA, Z
Biovidros: sinterizacdo de biovidros na forma de particulas e do tipo espuma. Revista
Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimento, v.6, n.30, 2003.

DEMIRKOL, N.; OKTAR, N. F.; KAYALI, S. E. Influence of Niobium Oxide on the
Mechanical Properties of Hydroxyapatite, Key Engineering Materials, Vols.529-530, p.29-33,
2013.



124

DENG, C.; CHUN L. D., TAN, Y.; BAO, C. Y.; ZHANG, Q.; HONG, S. F., CHEN, J,;
ZHANG, X. In vitro simulation of calcium phosphate crystallization from dynamic revised
simulated body fluid. Key Engineering Materials, v.254, p.7-10, 2004.

DOROZHKIN, S. V. Calcium orthophosphate-based biocomposites and hybrid biomaterials. J.
Mater Sci, v.44, p.2343, 20009.

DOROZHKIN, S. V. Medical Application of Calcium Orthophosphate Bioceramics. 2011.

DRIESSENS, F. C. M.; VERBEECK, R. M. H. Biominerals. Boca Raton, An Arbor, Boston:
CRC PRESS, 1990. v.1, p.61-73.

DUALIBI, S. E.; SILVA, J. V. L. A Biofabricacio de Tecidos e Orgdos. Com Ciéncia, n.102,
2008.

ELLIOTT, J. C. Structure and chemistry of the apatites and other calcium orthophosphates.
The Neitherlands: Elsevier Sci., 1994.

ERIKSEN, E. F. Osteoporosis Pathogenesis. ECTS The European Calcified Tissue Society.
Disponivel em: <http://www.ectsoc.org/review.htm >. Acesso em: 15 jan 2003.

FIDANCESKA, E; FIDANCEVSKA, E.; RUSESKA, G.; BOSSERT, J. Fabrication and
characterization of porous bioceramic composites based on hydroxyapatite and titania.
Materials Chemistry and Physics, v.103, p.95-100, 2007.

FU, L.; KHOR, K. A.; LIM, J. P. Processing, microstructure and mechanical properties of
yttria stabilized zirconia reinforced hydroxyapatite coatings. Materials Science Engineering,
v.A316, p.46-51, 2001.

FUJITA, R; YOKOYAMAA, A. NODASAKA, Y., KOHGO, T., KAWASAKI, T.
Ultrastructure of ceramic-bone interface using hydroxyapatite and tricalcium phosphate
ceramics and replacement mechanism of B-tricalcium phosphate in bone. Tissue & Cell., v.35,
p.427-40, 2003.


http://scientific.stp.net/author/Chun_Lin_Deng
http://scientific.stp.net/author/Y_Tan
http://scientific.stp.net/author/C_Y_Bao
http://scientific.stp.net/author/Q_Zhang_2
http://scientific.stp.net/author/Hong_Song_Fan
http://scientific.stp.net/author/J_Chen_1
http://scientific.stp.net/author/X_Zhang

125

GOMIDE, V. S. Desenvolvimento e caracterizacdo mecénica de compdsitos hidroxiapatita-
zirconia, hidroxiapatita — alumina e hidroxiapatita — titania para fins biomédicos. Campinas:
UNICAMP, 2005.

GONDIM, A. L. M. Efeito da laserterapia na biomodulagdo da osteogénese em defeitos
criticos confeccionados em calota craniana e ratos. Porto Alegre: Faculdade de Odontologia,
Universidade Catélica do Rio Grande do Sul, 2007. (Dissertacdao, Mestrado em Odontologia).

GROSS, A. K.; GROSS, V.; BERNDT, C. C. Thermal Analysis of Amorphous Phases in
Hydroxyapatite Coatings, Journal of the American Ceramic Society, v.81, n.1, pp.106-12,
1998.

GUASTALDI, A. C.; APARECIDA, A. H. Fosfato de célcio de interesse biolégico:
importancia como biomateriais, propriedades e métodos de obtencdo de recobrimentos,
Quimica Nova, v.33, pp. 1352-1358, 2010.

GUOA, H.; KHORB, K. A., CHIANG, Y.; MIAOA, B. X. Laminated and functionally graded
hydroxyapatite/yttria stabilized tetragonal zirconia composites fabricated by spark plasma
sintering. Biomaterial, v.24, p.667-675, 2003.

HENCH, L. L. Bioceramics: from concept to clinic. Journal of American Ceramics Society,
v.74, p.1487-1510, 1994.

HENCH, L. L. Bioceramics. J. Am. Ceram. Soc., v.81, n.7, p.1705-1728, 1998.

HENCH, L. L., Biomaterials: a forecast for the future. Biomaterials, v.19, 1998.

HENCH, L. L.; ETHRIDGE, E. C. Biomaterials: Interfacial approach. New York: Academic
Press, 1982. 385p.

HENCH, L. L.; WILSON, J. An introduction to bioceramics. Singapore: World Scientific,
1993.

JOHANSSON, C. B.; ALBREKTSSON, M. O. A removal torque and a histomorphometric
study of commercially pure niobium and titanium and implants in rabbit bone, Clin. Oral
Implants Reserch, v.2, n.1, p.24, 1991.

JONES F. H. Teeth and bones: applications of surface science to dental materials and related



126

biomaterials. Surface Science Reports, n.42, p.75-205, 2001.

KAIGLER, D.; MOONEY, D. Tissue engineering’s impact on dentistry. J. Dent. Educ., v.65,
n.5, p.456-462, 2001.

KIESWETTER, K.; BAUER, T.W.; BROWN, S.A; VAN LENTE, F.; MERRIT, K.
Biomaterials, v.15, n.3, p. 4609-4620, 1994.

KIKUCHI, M.; ITOH, S.; ICHINOSE, S.; SHINOMIYA, K.; TANAKA, J. Self organization
mechanism in a bonelike hydroxyapatite/collagen nanocomposite synthesized in vitro and its
biological reaction in vivo, Biomaterials, v.22, n.13, p.1705-1711, 2001.

KIM, S. S.; AHN, K. M.; PARK, M. S.; LEE, J. H.; CHOI, C. Y. Poly (lactide-co-
glycolide)/hydroxyapatite composite scaffolds for bone tissue engineering. Biomaterials, v.27,
n.8, p.1399-1409, 2006.

KOKUBO, T., KIM, H-M.; KAWASHITA, M. Novel bioactive materials with different
mechanical properties. Biomaterials, v.24, p.2161-2175, 2003.

LANGER, R.; VACANTI, J. P. Tissue Enginneered. Science, v.260, p.920-926, 1993.

LAURENCIN, D. ALMORA-BARRIOS, N.; LEEUW, N. H.; GERVAIS, C.; BONHOMME,
C.; MAURI, F.; CHRZANOWSKI, W.; KNOWLES, J. C.; NEWPORT, R.; WONG, A.; GAN,
Z.; SMITH, M. E. Magnesium incorporation into hydroxyapatite. Biomaterials, v.32, p.1826-
1837, 2011.

LEGEROS R. Z; BONEL G.; LEGROS R. Types of H20 in human enamel and in precipitated
apatites. Calcif Tiss Res, v.26, 0111-118, 1978.

LEGEROS, R. Z. CaP Materials: a Review. Adv Dent Res, v.3, p.164-180, 1988.

LEGEROS, R. Z. Calcium Phosphates in Oral Biology and Medicine; Monographs in Oral
Science. Basel: H.M. Myers Ed., 1991.



127

LEGEROS, R. Z. Formation and transformation of calcium phosphates: relevance to vascular
calcification, ZeistschriftfurKardiologie, 2001.

LEGEROS, R. Z. Properties of osteoconductive biomaterials: calcium phosphates. Clinical
Orthopaedics and Related Research, v.1, n.395, p.81-98, 2002.

LEGEROS, R. Z.; LEGEROS, J. P. Phosphate minerals in human tissues. In: NIAGRU, J. O.;
MOORE, P.B. Eds, Phosphate minerals. p.351-385, 1984.

LIAO, C. J.; LIN, F. H.; CHEN, K. S.; SUN., J. S. Thermal decomposition and reconstitution
of hydroxyapatite in air atmosphere. Biomaterials, v.20, p.1807-1813, 1999.

LIAO, K.; SEIFTER, E.; HOFFMAN, D.; YELLIN, E. L.; FRATER, R. W. Bovine
pericardium versus porcine aortic valve: comparison of tissue biological proprerties as
prosthetic valves. Artificial Organs, v.16, n.4, p.361365, 1992.

LIN. C,; LIN, F. H.; LIAO, C. J,; CHEN, K. S.; SUN, J. S.; LIN, C. P. Petal-like apatie formed
on the surface of tricalcium phosphate ceramic after soaking in distilled water. Biomaterials,
v.22, p.2981, 2001.

LIOU, S-C.; CHEN, S-Y.; LIU, D-M. Synthesis and charactherization of needlelike apatitic
nanocomposite with controlled aspect ratios. Biomaterials, v.24, p.3981-3988, 2003.

LIU, W.; ZHANG, J.; WEISS, P.; TANCRET, F.; BOULE, J. M. The influence of different
cellulose ethers on both the handling and mechanical properties of calcium phosphate cements
for bone substitution. Acta Biomaterialia, p.5740-5750, 2013.

MANSUR, H. S.; OREFICE, R. L.; LOBATO, Z. I. P.; VASCONCELOS, W. L. In Vitro and
in Vivo Testing of Chemically Engineered Biomaterial Surfaces. Medical & Biological
Engineering & Computing, v.3, p.148-150, 2002.

MANSUR, H. S.; OREFICE, R.; PEREIRA, M. Andlise e caracterizacdo de superficies e
interfaces; Biomateriais: Fundamentos e Aplicacdo. 1l.ed. Belo Horizonte: Departamento de
Engenharia MetalUrgica e de Minas. Universidade Federal de Minas Gerais, 2012.



128

MARRA, K. G.; KUMTA, P. N. Polymer/ceramic composites for bone tissue engineering. In:
PITA - Pennsylvania Infrastructure  Technology  Alliance.  Disponivel em:
<http://www.ices.cmu.edu/pita.> Acesso em 13 dez. 2002

MAVROPOULOS, E.; ROSSI, A. M.; ROCHA, N. C. C.; SOARES, G. A.; MOREIRA, J. C;
MOURE, G. T. Dissolution of calcium-deficient hydroxyapatite synthesized at different
conditions. Materials Characterization, v.50, p.203-7, 2003.

MENDELSON, K.; SCHOEN, F. J. Heart valve tissue engineering: concepts, approaches,
progress, and challenges. Ann. Biomed. Eng., v.34, n.12, p.1799-819, 2006.

MIGUEL, F. B.; CARDOSO, A. K.; BARBOSA, A. A. Jr.;, MARCANTONIO, E. Jr;
GOISSIS, G.; ROSA, F. P. Morphological assessment of the behavior of threedimensional
anionic collagen matrices in bone regeneration in rat. J Biomed Mater Res B Appl
Biomaterials, v.78, n.2, p.334-339, 2006.

MOREIRA, E. L.; ARAUJO, J. C.; MORAES, V. C. A.; MOREIRA, A. P. D. Anélise por
difracdo de raio-X de uma hidroxiapatita carbonatada usando o método de Rietveld, Matéria,
v.12, n.3, p.494-502, 2007.

MOSMANN, T. Rapid Colorimetric Assay for Cellular Growth and Survival: Application to
Proliferation and Cytotoxicity Assays. Journal of Immunological Methods, v.65, p.55-63,
1983.

NAKABAYASHI, N.; PASHLEY, D. Hibridizagéo dos tecidos dentais duros. Traducdo por
Luis Narciso Baratieri e Sylvio Monteiro Junior. led. Sdo Paulo: Quintessence Editora Ltda,
2000. 129p.

NASCIMENTO W. J.; BONADIO, T. G. M.; FREITAS, V. F.; WEINAND, W. R; BAESSO,
M. L.; LIMA, W. M. Nanostructured Nb205-natural hydroxyapatite formed by the mechanical
alloying method: A bulk composite. Materials Chemistry and Physics, v.130, p.84, 2011.

NASCIMENTO, W. J. Preparacdo e Caracterizacdo Fisico-Mecénica, Microestrutural e
Térmica de Compositos & Base de Nidbio e Hidroxiapatita. Maringé: Universidade Estadual de
Maringa, 2009. (Dissertagdo, Mestrado).



129

NETO, J. S. R. Hidroxiapatita sintética nanoestruturada e esmalte dental aquecidos e
irradiados por laser de Er, Cr:YSGG, Caracterizacdo por FTIR e por DRX. Sdo Paulo:
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEM-CNEN/SP, 2009, 120p. (Dissertacao,
Mestrado em Tecnologia Nuclear — Materiais).

OKAZAKI, M.; SATO, M. Computer graphics of hydroxyapatite and B-tricalcium phosphate.
Biomaterials, v.11, p.573-78, 1990.

OKAZAKI, M.; TAIRA, M.; TAKAHASHI, J. Rietveld analysis and Fourier maps of
hydroxyapatite, Biomaterials, v.18, n.11, p.795-799, 1997.

OLIVEIRA, D. M. F. Sintese e Caracterizacdo de Oxidos Metalicos Nanoestruturados e sua
Utilizacdo em Nanocompésitos com Poli (alcool vinilico). Maringa: Universidade Estadual de
Maringa, 2009. (Tese, Doutorado).

OLIVEIRA, M. Sintese e Caracterizacdo de Biomateriais & Base de Fosfato de Calcio. Belo
Horizonte: Universidade Federal de Minas Gerais, 2004. (Dissertacdo, Mestrado).

OREFICE, R. L. Biomateriais: Fundamentos e Aplicacdes. Rio de Janeiro, 2006.

OREFICE, R. L.; PEREIRA M. M.; MANSUR, H. S. Biomateriais. Fundamentos e Aplicago.
led. 2012. p.74-76.

PARK, J. B.; LAKES, R. S. Biomaterials: An introduction.2.ed. New York: Plenum Press,
1992.

PARK, J. Biomaterials Science and Engineering. New York: Plenum Press, 1984.

PATEL, N. et al. In vivo assessment of hydroxyapatite and silicate substituted hydroxyapatite
granules using an ovine defect model. J. Mater. Sci. Mater. Med., v.16, n.5, p.429-440, 2005.

PAULA, F. L.; BARRETO, I. C.; ROCHA-LE?0O, M. H.; BOROJEVIC, R.; ROSSI, A. M,;
ROSA, F. P., FARINA, M. Hidroxyapatite-alginate biocomposite promotes bone
mineralization in different lenght scales in vivo. Front. Mater. Sci. China, v.3, n.2, p.145-153,
20009.

PENA, J.; VALLET-REGI, M. Hydroxyapatite, tricalcium phosphate and biphasic materials
prepared by a liquid mix technique. Journal of the European Ceramic Society, v.23, p.1687-



130

1696, 2003.

PETERS, F.; SCHWARZ, K.; EPPLE, M. The structure of bone studied with synchrotron X-
ray diffaction, X-ray absorption spectroscopy and thermal analysis. Thermochimica acta,
v.361, p.131-138, 2000.

PIATTELLI, A.; SCARANO, A.; PIATTELLI, M.; CORAGGIO, F.; MATARASO, S. Bone
Regeneration using bioglass: an experimental study in rabbit tibia. J. Oral Implant., v.26, n.4,
p.257-261, 2000.

PRATIHAR, S. K.; GARG, M.; MEHRA S.; BHATTACHARYYA, S. Phase evolution and
sintering kinetics of hydroxyapatite synthesized by solution combustion technique. J Mater Sci
Mater Med., v.17, n.6, p.501-507, 2006.

RAMESH, S.; NIAKAN, A., RAMESH, S.; TAN, C. Y.; HAMDI, M.; TENG, W. D. Sintering
properties of hydroxyapatite powders prepared using different methods, Ceram. Inter., v. 39,
p.111-119, 2013.

RANDOLPH, A. D.; LARSON, M. A. Theory of particulate processes: Analysis and
techniques of continuous crystallization. 2.ed. New York: Academic Press, 1986.

RATNER, B. D.; HOFFMAN, A. S.; SCHOEN, F. J.; LEMONS, J. E. Biomaterials science: an
interdisciplinary endeavor. In: Biomaterials science: an introduction to materials in medicine.
San Diego: Academic Press, 1996. p.1-8.

RAYNAUD, S.; CHAMPION, E.; BERNACHE-ASSOLANT, D. Calcium phosphate apatites
witch variable Ca/P atomic ratio Il. Calcination and sintering, Biomaterials, v.23, p.1072-1088,
2002.

REYES-GASGA, J.; GARCIA, G. Chemical and structural characterization of human tooth
enamel and synthetic hygroxyapatite. In: SBPMat - ENCONTRO DA SOCIEDADE
BRASILEIRA DE PESQUISA EM MATERIAIS, 1, 2002, Rio de Janeiro. Anais... Rio de
Janeiro: 2002.

ROACH, H. I. Bone Anatomy and cell biology. ECTS The European Calcified Tissue Society.
Disponivel em <http: //www.ectsoc.org/review.htm >. Acesso em: 15 jan. 2003.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pratihar%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16691347
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16691347
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16691347

131

RODRIGUES, L. R. Sintese e caracterizacdo de hidroxiapatita etitAnia nanoestruturadas para
a fabricacdo de compositos. Campinas: UNICAMP, 2008. (Dissertacdo, Mestrado)

SADAT-SHOJAI, M. Syntesis methodis for nanosized hydroxyapatite with diverses structure.
Acta Biomater, 2013.

SALGADO, J. F. M. Avaliacdo da velocidade do processo de regeneracdo 0ssea
priméria,conjugando, a técnica de regeneracdo 0ssea guiada com membrana de coladgeno
anibnico e terapia laser baixa poténcia. Sdo José dos Campos: Universidade do Vale do
Paraiba, 2002. 117p. (Dissertacdo, Mestrado em Bioengenharia).

SANTOS, H. M. Sintese e Caracterizagdo de Biocompositos Fosfato de Calcio/Colageno
Dopados com Zinco. Belo Horizonte: UFMG, 2005. (Tese, Doutorado).

SANTOS, M. H.; VALERIO, P.; GOES, A. M.; LEITE, M. F.; HENEINE, L. G. D,
MANSUR, H. S. Biocompatibility evaluation of hydroxyapatite/collagen nanocomposites
doped with Zn*?. Biomedical Materials, v.2, p.135-141, 2007.

SANTOS, M. H.; HENEINE, D. G. L.; MANSUR, H. S. Synthesis and characterization of
calcium phosphate/collagen biocomposites doped with Zn*.Materials Science and
Engineering, v.C28, p.563-571, 2008.

SANTOS, M. H; MANSUR, H. S. Synthesis control and characterization of hydroxiapatite
prepared by wet precipitation routes, Mater. Res., v.7, n.4, p.625-630, 2004.

SASTRE, R.; AZA, S.; ROMAN, J. S. Biopolimeros de origen natural, Biomateriales. Faenza,
Italia, 2004. 515p.

SCHNETTLER, R.; ALT V., DINGELDEIN, E. Bone ingrowth in bFGF-coated
hydroxyapatite ceramic implants. Biomaterials, v.24, p.4603-608, 2003.

SCHUMANN, W. Minerals of the world. New York: Sterling, 1992.

SHALAK, R.; FOX, C. Tissue engineering proceedings. In: Workshop, 1988, Granlibakken,
Lake Tahoe, California. New York: Alan Liss, February 26-29.

SKOOG, D. A.; LEARY, J. J. Principles of instrumental analyses. 42 ed. [s.l.]: Saunders



132

College Publishing, 1992. 700p.

SLOSARCZYK, A.; PASZKIEWICZ, Z.; PALUSZKIEWICZ, C. FTIR and XRD evaluation
of carbonated hydroxyapatite powders synthesized by methods. Journal of Molecular
Structure, v.78. p.657-661, 2005.

SOUZA, L. R. Anélise bidimensional de tensdes em implantes de ni6bio e titanio pelo método
dos elementos finos. Uberlandia: Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de
Uberlandia, 2006. (Dissertacdo, Mestrado).

STEVENS, M. M.; GEORGE, J. H. Exploring and Engineering the Cell Surface Interface.
Science, v.310, n.18, p.1135-1138, 2005.

SYGNATOWICZ, M.; KEYSHAR, K.; TIWARI, A. Antimicrobial Properties of Silver-doped
Hydroxyapatite nano-powders and Thin Films. Biological Biomedical Materials, v.62, p.65-70,
2010.

TAMAI, M.; NAKAOBA, R. I. K.; TSUCHIYA, T. Synthesis of a novel b-tricalcium
phosphate/hydroxyapatite biphasic calcium phosphate containing niobium ions and evaluation
of its osteogenic properties, J Artif Organs, v.10, p.22-28, 2007.

TANG, Z. Y.; WANG, Y.; PODSIADLO, P. Biomedical applications of layer-by-layer
assembly: From biomimetics to tissue engineering. Advanced Materials, v.18, n.24, p.3203-
3224, 2006.

TEN CATE, A. R. Oral histology: development, structure and function. 4.ed. Mosby, 1994.

THIBAULT, R. A.; MIKOS, A. G.; KASPER, F. K. Osteogenic differentiation of
mesenchymal stem cells on demineralized and devitalized biodegradable polymer and
extracellular matrix hybrid constructs. Adv. Healthcare Mater, v.2, p.13-24, 2013.

TIRREL, M.; KOKKOLLI, E.; BIESALSKI, M. The role of surface science in bioengineered
materials. Surface Science, v.500, p.61-83, 2002.



133

USKOKOVIC, V.; USKOKOVIC, D. P. Nanosized hydroxyapatite and other calcium
phosphates: chemistry of formation and application as drug and gene delivery agents. Journal
of Biomedical Materials Research: Applied Biomaterials, v.96, p.152-191, 2011.

VENKATESAN, J.; QIAN, Z. J.; RYU, B.; KUMAR, N. A,; KIM, S. K. Preparation and
characterization of carbon nanotube-grefted chitosan — hydroxyapatite composite fot bime
tissue engineering. Carbohydrat polimers, v.83, p.569-577, 2011.

VERNA, C.; BOSCH, C.; DALSTRA, M.; WIKESJO, U. M.; TROMBELLI, L. Healing
patterns in calvarial bone defects following guided bone regeneration in rats. A micro-CT scan
analysis. J. Clin. Periodontol., v.29, n.9, p.865-870, 2002.

VILLANI, A.; MILLAAN, A.; GONZALEZ, G. Caracterizacion Fisico-Quimica Y Ceramica
de Hidroxiapatitas Producidas por Distintos Métodos de Sintesis (Parte 1). Revista de La
Facultad de Ingenieria U.C.V., v.27, n.4, p.7-16, 2012,

VISTICA, D. T.; SKEHAN, P.; SCUDIERO, D. Tetrazolium-based assays for cellular
viability: a critical examination of selected parameters affecting formazan production. Cancer
Research, v.51, p.2515-2520, 1991.

WEBSTER, T. J.; MASSA-SCHLUETER, E. A.; SMITH, J. L.; SLAMOVICH, E. B.
Osteoblast response to hydroxyapatite doped with divalent and trivalent cations. Biomaterials,
v.25, p.2111-2121, 2004.

WEINAND, W. R. Hidroxiapatita natural obtida por calcinacdo de osso de peixe e sua
aplicacdo na producdo de materiais compositos ceramicos biocompativeis. Maringa:
Departamento de Fisica — UEM, 2009. (Tese, Doutorado)

WIDU, F.; DRESCHER, D.; JUNKER, R.; BOURAUEL, C. Corrosion and biocompatibility of
orthodontic wires. J. Mater. Sci. Mater. Med., v.10, p.275, 1999.¢

WILLIAMS, D. F. Definitions in Biomaterials, Proceedins of a Consensus Conference of the
European Society for Biomaterials. Progress in Biomedical Engineering, Chester, England:
Elsevier, 4, 1987.

YANG, X.; WANG, Z. Synthesis of biphasic ceramics of hydroxyapatite and _-tricalcium
phosphate with controlled phase content and porosity, Journal of Materials Chemistry, v.8,
p.2233-2237, 1998.


javascript:visitAuthor(%22BoMi_Ryu%22)

134

YOKOYAMA, A.; WATARI, F.; MIYAO, R. Mechanical Properties and Biocompatibility of
Titanium-Hydroxyapatite Implant Material Prepared by Spark Plasma Sintering Method.
Bioceramics 13. Key Engineering Materials, v.192-195, p.445-448, 2001.

ZANETTA, B. D.; AGOSTINHO, L. G. D., GOMIDE, H. A. Reagdes teciduais ao implante
de corpos de ni6bio. Estudo histol6gico em ratos. ABO Nacional, v.10, n.1, p.160-164, 2002.

ZHANG, L.; XU, T.; LIN, Z. Controlled release of ionic drug through the positively charged
temperature-responsive membranes. Journal of Membrane Science, v.281, p.491-499, 2006.



135

BIBLIOGRAFIA

ALMEIDA, R. B.; RESENDE, A. M.; SANTOS, A. P. M. Avaliacdo da capacidade de
selamento marginal do esmalte e da dentina utilizando diferentes sistemas adesivos e
tratamentos superficiais, Braz Dent Sci, v.12, n.4, p.52-58, 2009.

ARIAS, J. L.; FERNANDEZ, M. S. Biomimetic processes through the study of mineralized
shells. In: SBPMat - ENCONTRO DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE PESQUISA EM
MATERIALIS, 1, 2002, Rio de Janeiro. Anais... Rio de Janeiro, 2002.

ASHBY, M. F. Criteria for Selection the Components of Composites. Acta Metall. Mater, v.
41, n.5, p.1313-35, 1993.

BASURTO, S. G. et.al. Evaluacion in vitro de la microdureza superficial de diferentes resinas
comerciales, frente a la accion de una bebida gaseosa, Revista Odontol6gica Mexicana, v. 14,
n.1, p.8-14, 2010.

BLACK, J.; HASTINGS, G. Handbook of Biomaterial Properties. London: Chapman & Hall,
1998.

BORGES, A. P. B. et al. Hidroxiapatita sintética como substituto 6sseo em defeitos
experimental provocado no terco proximal da tibia em cdo: aspectos e microscopia eletronica
de transmissdo, Arg. Bras. Med. Vet. Zootec. v.52, p.616-620, 2000.

BOULER J. M; DACTULS G. In citro carbonated apatite precipitation calcium phosphate
pellets presenting various HAP - BTCP ration; Key Engineering Materials, v.192, p.119, 2001.

BUDINSKI, K. G. Engineering Materials; properties and selection. New Jersey: Prentice Hall
International, 1996.

CARLINI-JUNIORE, B. Influéncia da profundidade dentinaria na resisténcia & microtragéo de
sistemas adesivos de condicionamento acido total e autocondicionante. Rev Odonto Ciénc,
v.23, n.2, p.150-155, 2008.

CAVALCANTE, L. M. et al. Efeito da ciclagem térmica na microinfiltracdo e microtracdo de
restauracbes de resina Composta, Revista da Faculdade Odontologia da Universidade de
Passo Fundo, v.14, n.2, p. 132-138, 20009.

CECCHINA, D. et al. Influéncia da profundidade dentinéria na resisténcia a microtracao de
sistemas adesivos de condicionamento acido total e autocondicionante. Rev Odonto Ciénc,



136

V.23, n.2, p.150-5, 2008.

COSTA, H. S. et al. Synthesis, neutralization and blocking procedures of organic/inorganic
hybrid scaffold for bone tissue engineering applications. Journal of Materials Science, v.20,
p.529-535, 20009.

DE GROOT, K. Bioceramics consisting of calcium phosphate salts. Biomaterials, v.1, n.47,
p.47-50, 1980.

DE SOUZA, R. M. F.; FERNANDES, L. E.; Guerra, W. Nio6bio. Revista Quimica Nova na
Escola, v.34, n.3, 2012.

DUMONT, V. C. Caracterizacdo e Avaliacdo da Resisténcia a Adesdo de Sistema Adesivo
Dentario Processado com Nanoparticulas de HA. Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina-M.G., 2012, (Dissertagdo, Mestrado).

EISENBERGER, P. Biomaterials and medical implant science: present and future
perspectives:a sumary report. J. Biomed. Mater. Res., v.32, p.143-147, 1996.

FARINA, M. Fundamentos da microscopia analitica para bidlogos. In: SOUZA, W. Técnicas
basicas em Microscopia Eletronica aplicadas as ciéncias biologicas. Rio de Janeiro:
Universidade Estadual do Norte Fluminense, 1998. p.161-177.

FATHI, M. H. et al. Novel Hydroxyapatite/ niobium surfasse coating for endodontic dental
implant. Surf. Eng., v.22, p.353, 2006.

FELIU, S.; ANDRADE, M. C. Corrosion y Proteccion Metalicas, Serie Nueva Tendencias,
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas. Madrid, vol.ll, 1991.

FENG, Q. L. et al. Influence of solution conditions on deposition of calcium phosphate on
titanium by NaOH-treatment. J. Cryst., Growth, v.210, p.735, 2000.

FRANCO, K. L. et al. Hidroxiapatita sintética pura, hidroxiapatita sintética associada ao
colageno e hidroxiapatita sintética associada ao lipossoma como substitutos 6sseos em defeitos
provocados na tibia de cdes. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v.53, n.4,
2001.

FULMER, M. T.; MARTIN, R. I.; BROWN, P. W. Formation of Calcium deficient
Hidroxyapatite at nearphysiological temperature. Journal of Materials Science: Materials in
Medicine, v.3, p.299-305, 1992.



137

GARCIA, R. N. et al. Avaliagdo da resisténcia de unido de sistemas restauradores
contemporaneos em esmalte e dentina. Revista Sul-Brasileira de Odontologia, v.8, p.60-67,
2011.

GAUGLITZ, R. et al. Immobilization of Heavy Metals by Hydroxylapatite. Radiochimica
Acta, v.58/59, p.253-257, 1992.

HAYEK, E.; NEWESLEY, H. Inorganic Syntheses. 7ed. New York: McGraw Hill, p.63-65,
1963.

HELENA, M. P. G. Avaliacdo do comportamento a corroséo e da citocompatibilidade de uma
liga ortopédica de Co-Cr-Mo. Lisboa: FCUL - Universidade de Lisboa, 1995. (Tese,
Doutorado).

HENCH, L. L.; WILSON, J. An introduction to bioceramics. Singapore: World Scientific,
1993.

HONDA, T. et al. Post-composition control of hydroxyapatite in an aqueous medium. J. Mater.
Sci.: Mater. Med, v.1, p.114-117, 1990.

KANZAKI, N. et al. Direct growth rate measurement of hydroxiapatite single crystal by moire
phase shift interferometry. Journal of Physics and Chemistry, v.102, p.6471- 6476, 1998.

KHAN, A. S. et al. Structural and in vitro adhesion analysis of a novel covalently coupled
bioactive composite. Journal of Biomedical Materials Research Part B; v.100, p.239-248,
2012.

KIHARA, T. et al. Bioceramica. Sdo Paulo: Instituto de Geociéncias - Universidade de S&o
Paulo, 2003.

LEEUW, N. H. Density functional theory calculations of local ordering of hydroxy groups and
fluoride ions in hydroxyapatite. Journal of Owner Societies, v.4, n.108, p.3865-3871, 2002.

LEGEROS, R. Z. CaP Materials: a Review. Adv Dent Res, v.3, p.164-180, 1988.

LI, P.; de GROOT, K.; KOKUBO, T. P. Bioactive Ca;o(PO4)s(OH),-TiO, Composite Coating
Prepared by Sol-Gel Process. J. of Sol-Gel Science and Technology, v.7, p.27-30, 1996.

LIU, H. S. et al. Hydroxyapatite synthesized by a simplified hydrothermal method. Ceramic



138

International, v.23, p.19-25, 1997.

MA, Q. Y. et al. Effects of NO* CI, F, SO,*" and CO;* on Pb* Immobilization by
Hydroxyapatite. Env. Sci. Technol, v.28, p.408-418, 1994,

MANSUR, H. S. UV- visible and FTIR characterization of B.S.A. protein incorporation in
porous sol-gel matrices. Journal of Medical & Biological Engineering, v.37, supl 2, p.372;
1999.

MANSUR, H. S. Andlise e caracterizacdo de superficies e interfaces, Biomateriais.
Fundamentos e Aplicacdo. led. Belo Horizonte: Departamento de Engenharia MetalUrgica e de
Minas. Universidade Federal de Minas Gerais, 2012. Cap.7.

MANSUR, H. S.; MANSUR, A. A. P.; BICALHO, S. M. C. M. Lignin hydroxyapatite/
tricalcium phosphate biocomposites: SEM/EDX and FTIR characterization. Key Engineering
Materials, v.284-286, p.745-748, 2005.

MARSHALL JR, G. W. et al. The dentin substrate: structure and properties related to bonding.
Journal of Dentistry, v.25, n.6, p.441-58, 1997.

MATOS, A. B. et al. Estudo de resisténcia a tragdo de trés sistemas adesivos associados a
resina composta em superficies dentinarias. Pesquisa Odontoldgica Brasileira, v.15, p.161-
165, 2001

MOREIRA, A. S. B.; PASTORELI, M. T.; DAMASCENO, L. H. F. Influence of dimensions
of hydroxyapatite granules upon bone integration: in experimental study. Acta ortop. Bras.,
v.11, n.4, p.240-250, 2003.

MOSTAFA, N. Y. Characterization, thermal stability and sintering of hydroxyapatite powders
prepared by different routes. Materials chemistry and physics, 2005.

NORDSTROM, E. G.; KARLSSON, K. H. Carbonate-doped Hydroxyapatite. J. Mater. Med,
v.1, n.3, p.182-184, 1990.

OHIO, P. Metals Handbook. 9ed. American Society for Metals (ASM), v.11, 1980.

OLIVEIRA, M.; MANSUR, H. S. Synthetic Tooth Enamel: SEM Characterization of a
Fluoride Hydroxyapatite Coating for Dentistry Applications. Material Research, v.7, n.4,
p.625-30, 2004.

OLIVEIRA, S. V. et al. Estudo das biocerdmicas em forma de pé para aplicacGes clinicas. In:



139

18° CBECiMat — CONGRESSO BRASILEIRO de ENGENHARIA e CIENCIAS dos
MATERIAIS, Anais... 2008.

ONO, I.; TATESHITA, T.; NAKAJIMA, T. Evaluation of a high density polyethyelene fixing
system for hydroxyapatite ceramic implants. Biomaterials, v.21, p.143-151, 2000.

PARRIS, G. E.; ARMOR. Catalytic cracking of organic amides: I. Production of N-
vinylformamide. Journal Applied Catalalysis, v.78, n.1, p.45-64, 1991.

PAULA, C. R.; PEREIRA, M. A. Estudo comparativo da eficacia de dois sistemas adesivos na
microinfiltragdo marginal. Rev. biociénc., v.9, n.2, p.53-61, 2003.

PERDIGAO, J. Dentin bonding-variables related to the clinical situation and the substrate
treatment. Dental Material, v.26, p.24-37, 2010.

PEREIRA, A. P. V.; VASCONCELOS, W. L.; OREFICE, R. L. Novos biomateriais: hibridos
organico inorganicos bioativos. Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, v.9, p.104-109, 1999.

PHAN, M. T. et al. Promoted hydroxyapatite nucleation on titanium ion-implanted with
sodium. Thin Solid Films, v.379, p.50-56, 2000.

POLLICK, S. et al. Bone formation and implant degradation of coralline porous ceramic
placed in bone and ectopic sites. J. Oral Maxillofac. Surg., v.53, p.915-922, 1995.



140

RAMIRES, I.; GUASTALDI, A. C. Estudo dos biomateriais Ti-6Al-4V empregando-se
técnicas eletroquimicas e XPS. Quim. Nova, v.25, 2002.

RESENDE, A. M.; PAGANI, C.; ARAUJO, M. A. M. Evaluation of the marginal leakage in
composite resin restorations, varying the cavity form and methods for enamel marginal
finishing: manual and rotatory instruments, Er:YAG and Nd:YAG lasers. Ciéncia
Odontologica Brasileira, v.11, n.1, p.76-83, Jan. 2008.

RIBEIRO, C. Processamento e caracterizacao de ceramicas a base de hidroxiapatita e fosfato
tricalcico. S&o Paulo: IPEN, 2003. (Dissertacdo, Mestrado).

RODRIGUEZ-CLEMENTE, R. et al. Hydroxyapatite precipitation: a case of nucleation-
aggregation-agglomeration-growth mechanism. Journal of the European Ceramic Society,
v.18, p.1351-1356, 1998.

RODRIGUEZ-LORENZO, L. M.; VALLET-REGI, J. M. Fabrication of hydroxyapatite bodies
by uniaxial pressing from a precipitated powder. Biomaterials, v.22, p.583-588, 2001.

ROSSI, A. M. et al. A ciéncia e a tecnologia das biocerdmicas. Revista do CBPF, p.54-56,
2000.

SADAT-SHOJAI, M. et al. Hydroxyapatite nanorods as novel fillers for improving the
properties of dental adhesives: synthesis and application. Dental Materials, v.26, n.5, p.471-82,
2010.

SAKANO, H. et al. Treatment of the instable distal radium fracture with external fixation and a
hydroxyapatite spacer. J. Hand Surg.; v.26, p.923-929, 2001.

SANTOS, M. H. et al. Biocompatiblity Evaluation of Hydroxyapatite Collagen
Nanocomposites. Materials Research, v.10, n.2, p.115-18, 2007.

SHEU, M. T.; HUANG; JU CHUN. Characterization of collagen gel solutions and collagen
matrices for cell culture. Biomaterials, v.22, p.1713-19, 2001.

SILVA, P. R. F.et al. Caracterizagdo quimica, molecular e mecénica de um composito
odontoldgico nanoparticulado. Exacta, v.8, n.1, p.55-63, 2010.

STROZ, O.; GASTHURBER, H.; WOYDT, M. Tribological properties of thermal-sprayed



141

Magneli-type coatings with different stoichiometries (TinO,,_;). Surf. Coat. Techno, v.76,
p.140, 2001.

THIBAULT, A. R.; MIKOS, G. A.; KASPER, K. F. Scaffold/Extracellular Matrix Hybrid
Constructs for Bone-Tissue Engineering. Adv. Healthcare Mater, v.2, p.13-24, 2013.

TOMIYAMA, M.; SUZUKI, C. K. Sintese e Caracterizacao de nano vidros de silica para pré-
forma de fibra Optica.Campinas: Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Engenharia de Materiais, 2003. p.22-25 (Tese, Doutorado em Engenharia de Materiais).

VAN MEERBEEK, B. et al. Relationship between bond-strength tests and clinical outcomes.
Dental Material, v.26, p.100-121, 2010.

VAN VLACK, L. H. Principios de Ciéncia e Tecnologia dos Materiais. 4ed. Rio de Janeiro:
Editora Campus. 1984.

VARMA, H. K.; BABU, S. S. Synthesis of calcium phosphate bioceramics by citrate gel
pyrolysis method. Ceramics International, v.31, p.109-114, 2005.

WEI, G.; Ma, P. X. Structure and properties of nano-hydroxyapatite/polymer composite
scaffolds for bone tissue engineering, Biomaterials, v.25, n.19, p.4749-4757, 2004.

YUBAO, L.; XINGDONG, Z.; Groot, K. Hydrolysis and phase transition of alpha-tricalcium
phosphate. Biomaterials, v.18, p.737, 1997.

ZENG, H.; LACEFIELD, W. R. XPS, EDX, and FTIR analysis of pulsed laser deposited
calcium phosphate bioceramic coatings: the effects of various process parameters.
Biomaterials, v.21, p.23-30, 2000.



ANEXOS

ANEXO 1

Derivada de Perda de Massa

Sample: Nadia_Rotal_110_Amostral

Size: 8.0560 mg

Method: Fosfato de calcio

Comment: Taxa 200C/min_nitrogenio sem tampa

DSC-TGA
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File: C:...\Nadia_Rotal_110C_Amostral.001
Operator: Alexandra

Run Date: 25-Sep-2013 11:03

Instrument: SDT Q600 V20.9 Build 20
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Figura 1 - Analise de Perda de Massa — HAP_110



Sample: Nadia_Rotal_900_Amostra2

Size: 8.2240 mg

Method: Fosfato de calcio

Comment: Taxa 200C/min_nitrogenio sem tampa

DSC-TGA
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File: C:...\Nadia_Rotal_900C_Amostra2.001
Operator: Alexandra

Run Date: 26-Sep-2013 10:44

Instrument: SDT Q600 V20.9 Build 20
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Figura 2 - Analise de Perda de Massa — HAP_900



